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RESUMEN

Espafia es el cuarto productor mundial de fruto de fresa. Su cultivo tiene lugar en
dos etapas y en dos zonas geogréaficas diferentes de la peninsula. La produccion de
plantas de fresa tiene lugar entre abril y mayo en viveros de tierras altas de Castilla y
Leon (viveros de altura), localizados principalmente en las provincias de Segovia, Avila
y Valladolid. EI material de partida son plantas madre, procedentes en su mayoria de EE
UU (California y Florida) de las que se obtienen por estolonacion plantas hija que se
cultivan en suelos arenosos al aire libre. Tras la acumulacion de horas-frio, se consigue
una adecuada multiplicacién vegetativa y madurez fisioldgica. Estas plantas son
recolectadas durante los meses de septiembre y octubre, y enviadas a las zonas de
produccion de fruto de la provincia de Huelva, donde tiene lugar su desarrollo

vegetativo, floracion y fructificacién, entre los meses de octubre a junio.

El cultivo de la fresa en Espafia esta seriamente amenazado por la emergencia o
reemergencia de hongos patdgenos de suelo que infectan a este cultivo. En esta tesis
doctoral se ha constatado la presencia de tres hongos patdgenos de fresa Fusarium
oxysporum, Macrophomina phaseolina y Phytophthora cactorum en viveros de altura
de Castilla y Ledn y en campos de produccion de fruto de la provincia de Huelva. Para
ello, y como primera medida preventiva de control, se han desarrollado y aplicado
métodos moleculares de diagndstico, consistentes en i) PCR en tiempo real para su
deteccion y cuantificacion de una manera sensible, especifica, rapida y fiable y ii)
secuenciacion de regiones variables del genoma de cada hongo para su identificacion y
andlisis filogenético. Paralelamente, se ha testado la patogenicidad de aislados de
Fusarium spp. procedentes de muestras de suelo y plantas sintomaticas de campos de
produccion mediante i) pruebas de patogenicidad y ii) deteccién por PCR de marcadores
de patogenidad descritos en otras formae speciales de F. oxysporum (el factor de
transcripcion ftfl) y en aislados patdégenos de F. oxysporun f. sp. fragariae (el
fragmento fofra). Como resultado, se ha concluido que la incidencia de aislados
patdgenos de F. oxysporum en el cultivo de la fresa es practicamente nula, pues desde

su deteccion en 2008 por Arroyo y col., (2009) y a pesar de que ha aumentado la
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presencia de este hongo en viveros de altura y campos de produccion a lo largo de las
tres camparias prospectadas, sélo se ha detectado un aislado de F. oxysporum capaz de
provocar enfermedad en plantas de fresa. Los marcadores de patogenicidad descritos no
han permitido distinguir aislados de F. oxysporum patdgenos de no patdgenos. Sin
embargo, estos estudios de prospeccién y caracterizacion patogénica han permitido la
deteccion de un nuevo patdgeno para el cultivo de la fresa: Fusarium solani, capaz de
provocar enanismo, marchitez y muerte ocasional de las plantas. Los analisis
filogenéticos permitieron determinar que la poblacion de F. solani del cultivo de la fresa
es la que posee mayor diversidad nucleotidica intrapoblacional y la que tiene mayor

distancia genética respecto al resto de poblaciones de Fusarium estudiadas.

Por otro lado, el patégeno M. phaseolina fue detectado en las dos regiones
geogréficas del cultivo de la fresa, en suelos de viveros de altura, donde se habia
detectado con anterioridad, y en suelos y plantas sintomaticas de campos de produccion.
Debido a su ausencia en plantas madre prebase y plantas hija certificadas, se sugiere que
el origen de la infeccion con M. phaseolina podria estar en los suelos de campos de
produccion de fruto y que los productos quimicos que se usan para su desinfescion al
inicio de cada campafa (generalmente 1,3-D+CP) no son suficientemente eficientes

para eliminar este patdgeno.

P. cactorum, a pesar de ser un patdogeno incluido en el “Reglamento técnico de
control y certificacion de plantas de vivero de frutales”, se ha detectado también en
distintos estadios de este cultivo, en suelos sin desinfestar de viveros de altura, en
plantas hija certificadas y en suelos y plantas sintomaticas de campos de produccién de
fruto. Es importante destacar que este patdgeno también se ha detectado en el agua de
riego de los campos de produccion de fruto, y que por tanto éste podria ser un foco
importante de indculo junto con los suelos no eficientemente desinfestados de estos
campos, donde este patdgeno sobrevive campafia tras campafia. La presencia de P.
cactorum también se ha relacionado con el cultivar de fresa que se cultiva en una
campafa determinada, siendo en nuestro estudio mas frecuente en plantas ‘Fortuna’ que

en ‘Sabrina’,‘Splendor’ o ‘Primoris’.

En un intento por desarrollar estrategias preventivas de control basadas en la
deteccion temprana de estos hongos en el cultivo de la fresa, se ha desarrollado en este

trabajo de tesis una herramienta molecular consistente en una polisonda para la
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deteccion simultanea de tres hongos patdgenos de fresa: F. oxysporum f. sp. fragariae,
M. phaseolina y Verticullium dahliae. Esta sonda permite la deteccion especifica de
estos hongos en material vegetal infectado permitiendo el analisis simultaneo de un gran
nimero de muestras. Este sistema se podria aplicar en programas de certificacion de
plantas de vivero de fresa como estrategia de prevencion, evitando asi la introduccion de

hongos patdgenos en campos de cultivo.

En este trabajo se han llevado a cabo estudios de rango de huéspedes para
comprobar si aislados patdgenos de fresa, pertenecientes a los complejos de especies de
F. oxysporum y F. solani, son capaces de ocasionar enfermedad en otros cultivos o, por
el contrario, son especificos de fresa. Estos estudios epidemioldgicos son de gran
importancia en el disefio de las rotaciones de cultivos. Aunque el cultivo de fruto de
fresa en nuestro pais se desarrolla actualmente como monocultivo, es importante llevar
a cabo este tipo de estudios epidemiol6gicos como vision de futuro, al tratarse de
hongos patégenos con una elevada capacidad de supervivencia en el suelo. Los
resultados han demostrado que F. oxysporum f. sp. fragariae patdgeno de fresa (Fof) es
capaz de infectar a plantas de ajo, esparrago y tomate, aunque la severidad de los
sintomas causados en estos cultivos es mucho menor que los causados por aislados de
F. oxysporum patdgenos de cada uno de ellos (F. oxysporum f. sp. cepae, F. oxysporum
f. sp. asparagi y F. oxysporum f. sp. radicis-lycopercisi, respectivamente). Del mismo
modo, se determind que los aislados de F. oxysporum patogenos de ajo, esparrago y
tomate fueron capaces de infectar plantas de fresa in vitro y cultivadas en sustrato,

aunque s6lo causaron sintomas y éstos fueron poco severos en condiciones in vitro.

Por otro lado F. solani no es especifico del cultivo de la fresa porque puede
producir enfermedad en ajo, esparrago y tomate, disminuyendo el vigor de las plantas y

afectando por tanto a su produccion.

Una vez que los hongos se han establecido en el cultivo, es importante contar
con medidas de control eficaces para evitar su propagacion y disminuir los dafos.
Debido a la prohibicion por parte de la EU de la comercializaciéon y uso de la gran
mayoria de las sustancias activas utilizadas para la desinfescion del suelo en el cultivo
de la fresa, se han buscado alternativas no quimicas eficaces para el control de hongos
patdgenos de suelo y a la vez respetuosas con el medioambiente y la salud humana. En

este trabajo se ha evaluado la eficacia de aislados comerciales de Trichoderma
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asperellum (T18, Prodigy®) y de dos especies de Bacillus (B. megaterium B157 y B.
laterosporus B197, Fusbact®) en el control de las enfermedades del cultivo de la fresa
provocadas por M. phaseolina y F. solani. Para ello, se llevaron a cabo enfrentamientos
duales in vitro, y ensayos en cdmara de cultivo o invernadero, y en condiciones de

campo.

En los enfrentamientos duales realizados in vitro, se observo el efecto
antagoénico de los dos agentes de biocontrol frente a M. phaseolina y F. solani. Ambos
fueron capaces de inhibir el crecimiento radial in vitro de los dos patégenos en méas de
un 30%. En los experimentos llevados a cabo in vivo, tanto en macetas en condiciones
controladas como en condiciones de campo, el formulado comercial de T. asperellum
T18 mostro su eficacia en el control biolégico de M. phaseolina y F. solani cuando se
aplico por inmersion de las raices y la corona de las plantas en una suspension del
producto, antes de su trasplante.

La efectividad de Bacillus spp. como agente de biocontrol de M. phaseolinay F.
solani fue menos consistente que la mostrada por T. asperellum T18, variando su

eficacia en funcion de las condiciones experimentales.

Las conclusiones obtenidas en este estudio mostraron que las formulaciones
utilizadas en estos experimentos basadas en especies de Trichoderma y Bacillus son
capaces de ofrecer una base para la supresion de enfermedades provocadas por hongos
patogenos y podrian ser utilizadas, para mejorar la produccion del cultivo de la fresa,

como alternativa bioldgica al uso de compuestos quimicos.

Como conclusion general, esta Tesis Doctoral aporta conocimientos sobre la
presencia y el posible origen de las enfermedades provocadas por los hongos patégenos
F. oxysporum, M. phaseolina y P. cactorum en el cultivo de la fresa. Se han
desarrollado medidas preventivas de control basadas en la deteccion temprana de estos
patdgenos en material vegetal que podrian ser incluidas en protocolos de certificacion
de plantas de fresa. Ademas se propone el uso de agentes de control biolégico como
medidas de control alternativas al uso de productos quimicos, respetuosas con la salud y
el medio ambiente. Todas estas medidas estdn encaminadas a ofrecer una mayor
garantia fitosanitaria del material vegetal y a reducir las pérdidas econémicas causadas

por la infeccion de estos patdgenos en el cultivo de la fresa.
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INTRODUCCION GENERAL

El cultivo de la fresa en Espafia

La historia de la fresa en Andalucia es tan importante como la del vino o el
aceite pero a diferencia de ellos es mucho mas moderna, lo que ha hecho que su
reconocimiento mundial no haya sido tan importante hasta hace pocos afios. Asi,
cuando los cultivos més importantes para la alimentacion del hombre fueron
domesticados hace 10.000 afios, las primeras especies de fresas lo han sido en los
Gltimos 2.000, lo cuél puede ser debido a la facil recoleccion de los frutos de las

especies silvestres en su medio natural (Medina-Minguez, 2008).

Desde su implantacién en nuestro pais, y debido a su gran importancia
econdémica y social, el cultivo de la fresa (Fragaria x ananassa Duch.) ha situado a
Espafia como el primer pais productor de plantas y fruto de fresa de Europa. Es
practicamente imposible conocer con exactitud los datos actuales de superficie y
produccion mundial, pero se estima que el cultivo de la fresa ocupa una superficie
aproximada de 250.000 hectareas y tiene una produccioén en torno a los 4.5 millones de
toneladas, de los cuales Espafia aporta al total un 6,4 % (faostat.fao.org/). En Espafia el
cultivo de la fresa se concentra en la zona costera de Huelva y se caracteriza por formar
parte de una horticultura intensiva muy tecnificada, dindmica, moderna y competitiva,
con marcada proyeccién a la exportacion. Las producciones medias anuales se
aproximan a las 280.000 t de fruta, de las cuales un 80-85% se destina al mercado en
fresco de la Unidn Europea, siendo los principales paises receptores Alemania y
Francia, seguidos de Reino Unido e Italia (www.cap.junta-andalucia.es)

(www.fepex.es).

El cultivo de la fresa en Espafia, tal y como se conoce actualmente, se encuentra
dividido tanto profesional como geograficamente. De este modo, la produccion de

plantas se lleva a cabo en los llamados viveros de altura de Castilla y Leon, mientras
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que el cultivo para la obtencion de frutos se realiza en los campos de produccion de
Huelva. Esta diferenciacion es una herencia de la tecnologia californiana transferida en
los afos sesenta y una consecuencia de la particular fisiologia de la especie Fragaria x
ananassa Duch., la cual necesita una serie de condiciones agro-climaticas, para

multiplicarse vegetativamente de modo adecuado (L6pez-Aranda, 2008).

El Reglamento Técnico de Control y Certificacion de Plantas de Viveros de
Frutales (Real Decreto 929/95 del 9 de junio de 1995) establece una importante
normativa para el control de la produccién de plantas de fresa y su proceso de
certificacion. Asi, el material inicial (FO) esta constituido por plantas de la variedad,
debidamente seleccionadas, obtenidas por cultivo de meristemos in vitro
(meristemacidn) o por multiplicacion in vivo por estolones (estolonacion). Las plantas
de prebase (F1) seran las hijas conseguidas con ambos tipos de multiplicacion a partir
del material inicial (FO). Dichas plantas se multiplican en viveros al aire libre para
producir plantas de base (F2) popularmente denominadas de ‘etiqueta blanca’. Estos
viveros de produccién de plantas de base deben desinfestarse con productos autorizados
(en el pasado con bromuro de metilo y otros desinfestantes quimicos) y estar aislados,
como minimo, 1.000 m de cualquier cultivo de fresa en explotacion para fruto. Las
plantas de base (F2) seran las plantas madre de la siguiente generacion producidas en un
vivero comercial, adecuadamente inspeccionado, que sera la planta certificada (F3)
popularmente denominada de ‘etiqueta azul’. En este caso, los viveros para la
produccidn de planta certificada no deber&n haber tenido cultivos de fresa en los tres
afios anteriores, excepto si fueron desinfectados adecuadamente, y estaran aislados,
como minimo, 100 m de cualquier cultivo de fresa en explotacién para fruto. Existe una
categoria comercial de plantas de fresa, poco utilizada en el sector fresero de Huelva,
con la denominacién CAC (Conformitas Agrarias Comunitatis); las plantas CAC
provendran de la multiplicacion de plantas de vivero de categoria certificada (F4), o
bien de los campos de produccion de planta certificada que no hayan cumplido los
requisitos exigidos a dicha categoria, siempre que no se sobrepasen las tolerancias
establecidas (LOpez-Aranda, 2008).

En Europa se cultivan alrededor de 4.500 ha de vivero de plantas de fresa,
ocupando Espafia el primer lugar en produccion con algo mas de 1.400 ha, seguida por

Holanda, Polonia, Francia e Italia (Garcia-Sinovas y col., 2012). EI material inicial (FO)



utilizado en nuestro pais proviene casi en su totalidad de EEUU, aunque recientemente
se estan abriendo paso nuevas variedades obtenidas por empresas y organismos
espafoles. La multiplicacion de este material inicial hasta llegar a la planta certificada
se lleva a cabo en viveros de altura de Castilla'y Leon (principalmente Segovia, Avila 'y
Valladolid), donde las plantas adquieren una media de entre 150 y 400 horas-frio por
ciclo de cultivo, cantidad suficiente para provocar un incremento de reservas de almidon
en corona y raices, y la parada vegetativa de las plantas antes de su traslado a la etapa de
fructificacion. En esta region, ademas de cumplirse a la perfeccion los requisitos agro-
climaticos en cuanto a fotoperiodo y termoperiodo, se produce una separacién
geografica con respecto a la zona productora que proporciona el adecuado aislamiento
fitosanitario del cultivo de fresa para fruto, al romper el ciclo vital de numerosas plagas
y enfermedades (Garcia-Sinovas y col., 2012). Durante esta etapa, la planta precisa de
suelos llanos, arenosos y sueltos, con alta capacidad de drenaje que permita el arranque
de la planta aunque el comienzo del otofio sea lluvioso (Lépez-Aranda, 2008) (Fig. 1A
y B). Este cultivo se realiza al aire libre, en extensivo y se practica la rotacion trienal de
cultivos con cereal, endivia, zanahoria, girasol o barbecho como ejemplos. La
desinfescion de estos suelos es una actividad fundamental para que los productores de
fresa partan de plantas sanas y libres de patogenos. Actualmente, los productos mas
utilizados en viveros de altura son 1,3-dicloropropeno combinado con cloropicrina,
metam sodio, dazomet y cloropicrina. Tras el arrancado de la planta o recoleccion,
durante los meses de septiembre y octubre, las plantas hija se envian a las zonas de
produccion de fruto, principalmente a la provincia de Huelva seguida por Marruecos,
Grecia, Italia y Portugal (Garcia-Sinovas y col., 2012).

En Huelva, el ciclo anual en el sistema convencional de cultivo en suelo se inicia
con el trasplante de las plantas hija procedentes de viveros de altura durante el mes de
octubre. La plantacion se realiza sobre lomos desinfestados quimicamente, protegidos
por laminas plasticas opacas, con equipamiento de riego localizado y sistema de
fertirrigacion (Fig. 1C), bajo cubierta plastica formada por micro o macrotdneles. En los
ltimos arfios, el sistema de proteccion con microtuneles (Fig. 1D) en Huelva ha ido
disminuyendo de forma que actualmente apenas se encuentra en un 15% de la
superficie. El sistema de proteccion utilizado mayoritariamente es el macrotlnel
(Lopez-Aranda, 2008) (Fig. 1E). Los macrotineles son taneles de gran dimension, con
capacidad para 6 lomos, que permite realizar las operaciones de cultivo en su interior. El
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cultivo sin suelo (Fig. 1F) es otra forma de cultivo que se inicié en Huelva hace pocos
afios; actualmente existen unas 200 ha, de las que se obtiene cerca de un 3% de la
produccion (Lopez-Aranda, 2009). Existen diversas modalidades dentro del cultivo sin
suelo: sistemas abiertos o cerrados, suspendidos o apoyados, con O sin sustrato
(hidropdnico). Los sustratos usados principalmente son: fibra de coco, lana de roca,
perlita y turba. Uno de los problemas actuales del sistema de cultivo sin suelo es la falta
de variedades realmente adaptadas a este sistema (Dominguez Morales, 2012). Las
fincas de produccion de fruto son de reducido tamafio, de suelos arenosos y tan
especializadas en el cultivo de la fresa que no se practica la rotacion de cultivos, y
cuando esto se realiza se lleva a cabo con especies similares de pequefios frutos, como
frambuesa y ardndano. La recoleccion de frutos se lleva a cabo entre los meses de
diciembre a junio y requiere, segun datos de la campafia anterior (2013/2014), una mano
de obra compuesta por unos 60.000 trabajadores por campafia en toda la provincia de

Huelva (A. Refoyo, comunicacién personal).



Figura 1. Sistemas de produccién de planta y fruto de fresa en Espafia: A) Fincas de produccién
de plantas de fresa en viveros de altura de Castilla y Leon antes de la plantacion y B) en plena
produccidén de planta de fresa (foto donada por: Luis Miranda Enamorado, IFAPA-Huelva); C)
Lomos con cubierta plastica y sistema de fertirrigacion localizado en una finca de produccion de
fruto de fresa en la provincia de Huelva; D) Cultivo bajo microtinel; E) Cultivo bajo
macrotanel; F) Cultivo sin suelo.

Fue a primeros de los afos 60 cuando se introdujeron en Huelva las primeras
variedades de origen californiano. Desde entonces, el cultivo en esta provincia se
caracteriz6 por ser monovarietal (Dominguez-Morales, 2012). Pero en los Gltimos afios,
el cambio varietal ha sido toda una novedad, basandose la eleccién de variedades en la

precocidad, productividad y vida post-cosecha. Asi, se ha pasado de utilizar una Unica
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variedad predominante, ‘Camarosa’, a cultivar mas de 50 variedades diferentes. Con
este cambio, el agricultor intenta solapar el uso de variedades tempranas con otras
variedades mas tardias, haciendo que la campafa de produccion de fruto sea lo més
larga posible y permita abastecer a los mercados europeos durante mas tiempo. Estos
caracteres relacionados con la produccién han sido los mas demandados por parte de los
productores, pero recientemente se esta produciendo un cambio social que demanda
mayor calidad de fruta, tanto gustativa como de presencia de compuestos beneficiosos

para la salud (Pelayo-Zaldivar y col., 2005).

Desde el punto de vista bioldgico y para evitar la presencia de enfermedades y
malas hierbas, es necesaria la desinfescion del suelo antes de la plantacion. EI fumigante
de suelos mas importante en el cultivo de la fresa hasta hace unos afios ha sido el
bromuro de metilo (BM), hasta el punto de que durante la década de los 90 casi el 100%
del suelo dedicado al cultivo de la fresa en Huelva era fumigado con BM (Calatrava,
2002). Pero debido a su potencial efecto destructivo de la capa de ozono y otros efectos
nocivos para el medio ambiente, el Reglamento (CE) 2037/2000, consecuente con el
Protocolo de Montreal, prohibi¢ la fabricacion y consumo de BM en todo el territorio
comunitario. Para los campos de produccién de fruto de fresa, la prohibicion definitiva
se produjo en 2007, mientras que en los viveros de fresa de Castilla y Leon, la
prohibicion se hizo efectiva en la campafia 2009. Asimismo, la entrada en vigor de la
Directiva 91/414/CEE, ha supuesto la desaparicion de alrededor del 70% de las
sustancias activas utilizadas en el cultivo de la fresa para el control de las enfermedades
y plagas que le afectan, contemplando ademas la retirada voluntaria de varios
desinfestantes de suelo, incluyendo el 1,3-dicloropropeno y la cloropicrina (Reglamento
1381/2011 de la Comision, de 22 de diciembre de 2011). Este y otros compuestos
quimicos prohibidos por la Union Europea se siguen utilizando como desinfestantes de
suelo debido a que el articulo 53 del Reglamento (CE) n° 1107/2009 del Parlamento
Europeo y del Consejo, relativo a la comercializacion de productos fitosanitarios
establece que, en circunstancias especiales, un Estado miembro podria autorizar, por un
periodo no superior a 120 dias la comercializacion de productos fitosanitarios para su
utilizacion controlada y limitada, si tal medida fuera necesaria debido a un peligro que
no puede controlarse por otros medios razonables. Debido a la restrictiva politica
medioambiental que la Unidn Europea estd marcando para el uso de los desinfectantes

de suelo, la situacion futura de los mismos es delicada e incierta. Segun Dominguez-
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Morales (2012), los productos mas utilizados actualmente por los productores freseros
como desinfectantes quimicos del suelo son el 1,3-dicloropropeno, dazomet,
cloropicrina y metam sodio. En viveros de altura, ademas de la prohibicion del uso de
los desinfestantes, también hay que tener en cuenta las bajas temperaturas del suelo que
se registran en la época de desinfescion, a menudo por debajo de 5°C, y como influyen
en los tratamientos empleados. Este hecho, que no afectaba a la actuacion del BM
debido a su elevada presion de vapor, adquiere relevancia en los desinfestantes
quimicos empleados actualmente, lo cuéles tienen mayor punto de ebullicion y menor

presion de vapor que el BM (Garcia-Sinovas, 2012a).

Hongos de suelo patogenos para el cultivo de la fresa y métodos de control

Las enfermedades fangicas del suelo causan grandes pérdidas econémicas en el
cultivo de la fresa por sus efectos negativos en la produccion, la calidad y los costes del
producto en el mercado. Ademas, la utilizacion de fungicidas de origen quimico
utilizados para su control conlleva en muchos casos la produccion de residuos
contaminantes en la fruta y en el medioambiente. El impacto es aln méas grave cuando
emergen nuevas enfermedades, sobre todo en cultivos horticolas intensivos como la es
fresa, debido a su dinamismo y métodos de produccion (Colla y col., 2012). El control
de estas enfermedades es fundamental para el sector fresero ya que se enfrenta a la
necesidad de competir con terceros paises donde la retirada del bromuro de metilo ain

no es definitiva.

Hasta hace unos afios, las principales enfermedades causadas por patdgenos de
suelo en las dos fases del cultivo de la fresa fueron la marchitez producida por
Verticillium dahliae y la podredumbre de corona causada por Phytophthora cactorum.
Ambas enfermedades se controlaban eficazmente gracias a la accion del BM; pero
desde su retirada, y debido a los cambios en el manejo de la desinfescion de los suelos,
no se consigue un control adecuado de las mismas. Al mismo tiempo, estan emergiendo
nuevas enfermedades provocadas por otros hongos de suelo. En 2006, Avilés y col.
(2008), detectaron muerte de plantas en campos de produccion de fruto de fresa en la

provincia de Huelva, e identificaron como agente causal al hongo de suelo
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Macrophomina phaseolina. Un afio después, en 2007, comienzan a observarse nuevos
sintomas de enfermedad, esta vez causados por el hongo de suelo Fusarium oxysporum
(Arroyo y col., 2009). Durante el periodo 2011-2013 se detecto por primera vez en la
zona de Huelva, la presencia de Fusarium solani como patdgeno causante de enanismo,
marchitez, necrosis y muerte en las plantas de fresa (Pastrana y col., 2014). F. solani
también fue detectado en 2012 en plantas de vivero de fresa con sintomas de

podredumbre de cuello (Redondo y col., 2012).

La emergencia de nuevas enfermedades en un cultivo determinado puede ser
debida a la interaccion de multiples factores, tanto naturales como influenciados por la
actividad humana. En el caso del cultivo de la fresa en Espafia, los factores
determinados por la mano del hombre, como el cambio en el uso y modo de aplicacion
de productos fitosanitarios y la introduccién de nuevos cultivares, parecen ser los

causantes de la aparicion de estas enfermedades.

Las buenas préacticas en el manejo del cultivo son un factor determinante en el
control de enfermedades en el cultivo de la fresa, por ejemplo, no manteniendo los
lomos un segundo afio si se ha detectado la enfermedad o eliminando, antes de la
plantacién, la totalidad de los restos vegetales procedentes de campafias anteriores para
no aumentar la cantidad de indculo en el suelo (Bascén, 2009). Otra de las principales
medidas de control de un patégeno consiste en la prevencion de su introduccion y
establecimiento en una zona de cultivo. Para ello, es imprescindible la deteccion
temprana del patdgeno en el material vegetal que se va a plantar o en el suelo de
plantacion. Ademas, la cuantificacion del patdgeno en el sistema planta-suelo es cada
vez mas importante, ya que sirve como base para el establecimiento de umbrales de
dafio en el que un agente patdégeno provoca enfermedad, y umbrales de accion que
determinan cuando se deben tomar medidas para limitar o evitar pérdidas. Es por tanto
necesario contar con sistemas de deteccion y cuantificacion del patégeno que sean

rapidas, fiables, sensibles y especificas.

En los ultimos afios, estdn emergiendo varios métodos de control como
alternativa al uso de productos quimicos contra las enfermedades de suelo en el cultivo
de la fresa. Entre estas medidas se encuentra la rotacion de cultivos, la solarizacién y/o

biosolarizacién, la aplicacion de agentes de control biol6gico o el uso de variedades més
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tolerantes/resistentes. Estas medidas de control se detallan con mas profundidad en los

siguientes apartados dedicados a cada uno de los patdgenos.

Macrophomina phaseolina

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. es un hongo de suelo que se encuentra
distribuido a través de todo el planeta (Reichert y Hellinger, 1947; Mihail, 1992). Se ha
referido como causa de graves pérdidas en el cultivo de la fresa en Turquia (Benlioglu
y col., 2004), Israel (Zveibil y Freeman, 2005), Florida (Mertely y col., 2005), Australia
(Golzar y col., 2007; Fang y col., 2011b), Espafia (Avilés y col., 2008), California
(Koike, 2008), Iran (Sharifi y Mahdavi, 2011), Argentina (Baino y col., 2011) y Chile
(Sanchez y col., 2013). Este hongo causante de la podredumbre carbonosa se presenta
principalmente bajo dos estados: uno picnidico (Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goidanich) y otro esclerocial, mucho més frecuente (Sclerotium bataticola Taub.). El
estado picnidial del hongo se ha observado en diversos tejidos de las plantas huésped;
sin embargo, es poco frecuente, y se suele utilizar este nombre sin prestar atencion a
que, casi siempre, estamos frente al estado esclerocial (Bascon, 2009). Los esclerocios
sobreviven en el suelo y en los restos vegetales liberados al final de la campaiia y
permanecen en el suelo formando una fuente de in6culo primario para el nuevo cultivo
(Zveibil y col., 2012). Aungue hay autores que han descrito disminuciones en el nimero
de esclerocios en suelos expuestos a periodos himedos (Pratt, 2006), existen estudios
en los que se ha comprobado que son capaces de resistir en el suelo hasta tres afios en
cantidad suficiente como para asegurar la infeccion de los cultivos posteriores (Dhingra
y Sinclair, 1975). La germinacion de los esclerocios se produce en la superficie de la
raiz cuando la temperatura oscila entre los 28 y 35 °C. Los tubos germinativos forman
un apresorio capaz de penetrar a través de las paredes de las células epidérmicas
mediante presion mecanica y digestion enziméatica o a través de aberturas naturales
(Bowers y Russin, 1999). Una vez dentro de la planta, las hifas comienzan a crecer
intercelularmente a través de la corteza y luego intracelularmente a través del xilema,
colonizando los tejidos vasculares. De este modo, M. phaseolina se propaga a través de
la raiz y la base del tallo produciendo microesclerocios que taponan los vasos (Wyllie,
1988).
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Factores medioambientales como el estrés hidrico y las altas temperaturas son
ideales para la actuacion de M. phaseolina (Mihail, 1992). Por ello, la podredumbre
carbonosa puede ser un problema en climas mediterrdneos como el nuestro, con
primaveras célidas y poco lluviosas. En Australia, los primeros sintomas de
podredumbre carbonosa en los campos de cultivo de fresa son predominantes en los
meses calidos del afio, finales de primavera / principios de verano, cuando las
temperaturas exceden de los 30°C (Fang y col., 2011b). En Huelva se ha observado que
estos sintomas de enfermedad aparecen en los meses finales de la campafia, cuando las
temperaturas empiezan a exceder los 25°C (Miranda y col., 2012).

La humedad del suelo y el nivel del agua también tienen efectos significativos
sobre la supervivencia de los esclerocios de M. phaseolina (Papavizas, 1977). Alta
humedad del suelo e inundaciones causan una disminucion de la viabilidad de los

esclerocios en comparacién con los suelos secos (Dhingra y Sinclair, 1975; Pratt, 2006).

Los sintomas de enfermedad causados por M. phaseolina en el cultivo de la fresa
son poco especificos y similares a los de cualquier otro patégeno que afecte al sistema
vascular: marchitamiento general, necrosis y muerte de las hojas viejas, parada del
crecimiento, colapso de los haces vasculares y muerte de las plantas (Koike, 2008)
(Figura 2B). Al dar un corte transversal a la corona de las plantas afectadas se puede
observar una necrosis de color marrén oscuro en la zona vascular de la misma (Mertely
y col., 2005; Koike, 2008) (Figura 2C).
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Figura 2. Caracteristicas morfologicas y patogénicas de Macrophomina phaseolina. A) Cultivo
monoesclerocial de M. phaseolina crecido en APD; B) Campo de produccién de fruto de fresa
afectado por Podredumbre carbonosa en Cartaya (Huelva). C) Corte transversal de una corona
de planta de fresa afectada por la Podredumbre carbonosa donde se puede apreciar la necrosis
de la zona vascular.

A pesar de que es un patdégeno cosmopolita capaz de infectar a mas de 500
especies botanicas de plantas (Reichert y Hellinger, 1947; Mihail, 1992), dentro del
género Macrophomina sélo se conoce la especie M. phaseolina. Estudios moleculares
indican que existe una baja variabilidad genética entre aislados (Su y col., 2001; Jana y
col., 2005). En estudios de rango de huésped, no se ha encontrado especializacion
evidente para aislados procedentes de soja, sorgo o algodon (Su y col., 2001), aunque si
se ha referenciado en judia (Mayéek-Pérez y col., 2001). En plantas de fresa, no se
demostro evidencia de especificidad huésped cuando se inocularon plantas con aislados
de M. phaseolina procedentes de siete especies de plantas diferentes (Zveibil y col.,
2012).

Algunos autores han asociado la emergencia de M. phaseolina en el cultivo de la

fresa con la retirada del BM como desinfestante de suelo (Mertely y col., 2005; Zveibil
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y Freeman, 2005; Avilés y col., 2008; Koike y col., 2008). Tras esta retirada, las
investigaciones llevadas a cabo en este campo tratan de conseguir alternativas de control
respetuosas con la salud humana y el medio ambiente. Sin embargo, el uso de medidas
alternativas a la fumigacion con BM no siempre han sido eficaces (Zveibil y col., 2012).
Recientemente, la combinacién del aporte de enmiendas con la solarizacién del suelo
(biosolarizacion) ha demostrado ser prometedora para el control del patégeno en
condiciones de campo aridas (Lodha y col., 1997). Ndiaye y col., (2007) mostraron que
la viabilidad de los esclerocios de M. phaseolina se redujo en los suelos infestados de
forma natural, por las temperaturas alcanzadas (50°C) mediante la solarizacion del

suelo.

La supervivencia de este hongo en suelo también se ve afectada por el tipo de
indculo: los esclerocios desnudos son mas vulnerables al efecto fungicida de la
fumigacion y de la solarizacion que cuando estan dentro del tejido vegetal, como en
estolones y coronas (Zveibil y col., 2012). En este sentido, se fumigaron suelos de
campo en condiciones de laboratorio con distintos productos y se comprob6 que todos
ellos tenian capacidad para matar microesclerocios de M. phaseolina. En contraste, solo
el BM erradicaba los esclerocios en coronas infectadas y enterradas en los suelos
tratados (Hutton y col., 2013). Estos resultados destacan la importancia de eliminar los
residuos del cultivo de fresa en campos infectados antes de la plantacion (Hutton y col.,
2013).

Otra alternativa de control propuesta ha sido la rotacion de cultivos. Esta técnica
es capaz de disminuir la presion selectiva existente en los monocultivos y puede reducir
las poblaciones de un patdgeno especifico en un cultivo particular (Islas, 2012). Fang y
col. (2011a) demostraron que si se llevan a cabo rotaciones de tres afios 0 mas entre
cultivos de fresa sucesivos, el nivel de marchitamiento o muerte de las plantas es menor,
incluso en ausencia de fumigacion. Sin embargo, es crucial una buena eleccion del
cultivo rotacional, ya que se han observado serias pérdidas por podredumbre carbonosa
tras la rotacion con sorgo en Australia, pues este cultivo es un huésped importante y una

fuente potencial de indculo de M. phaseolina (Hutton y col., 2013).

Dado el carécter saprofito y polifago de este hongo, parece dificil encontrar
resistencia varietal frente a esta enfermedad (Bascon, 2009). En cambio, son muchos los

autores que han propuesto variedades de fresa con una alta tolerancia a M. phaseolina
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como ‘Seascape’, ‘Ventana’, ‘Coral’ y ‘Camino Real’ (Koike 2008b; Koike, 2009b;
Avilés y col., 2009; Fang y col., 2012b).

El control biolégico de la podredumbre carbonosa se ha erigido también como
una alternativa de control respetuosa con el medioambiente. El uso de agentes de
biocontrol ofrece ademas la ventaja de tener un amplio rango de actividad
(Thilagavathi, 2007). Ademas, estudios recientes han demostrado que existen agentes de
control biolégico como Trichoderma viride, Pseudomonas fluorescens y Bacillus
subtilis, capaces de colonizar y reducir la germinacion de los esclerocios de M.
phaseolina y actuar como agentes de control de la podredumbre de raices (Ahamad and
Srivastava, 2000; Srivastava y col., 2001). Sin embargo, la mayoria de estos estudios se
han llevado a cabo en condiciones de laboratorio o invernadero y se han basado en la
evaluacion de la inhibicion, la produccion de antibidticos y la supresion de la
germinacion de los esclerocios (Manjunata 2013).

Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. es un hongo asexual ampliamente
distribuido alrededor del planeta. Presenta un elevado nimero de huéspedes, y puede
ser dispersado por aire, semillas y material infectado (Garibaldi y col., 2004). Dadas
estas caracteristicas y las grandes pérdidas que puede provocar cuando infecta, es
considerado como la especie econdmicamente mas importante del género Fusarium
(Leslie y Summerell, 2006). Los aislados de F. oxysporum son habitantes ubicuos del
suelo, tienen la capacidad de existir como saprofitos y de degradar la lignina y los
complejos de carbohidratos asociados con restos organicos del suelo (Rodriguez y col.,
1996; Christakopoulos y col., 1996). Son endofitos, por lo que pueden colonizar las
raices de las plantas y causar enfermedad (Katan, 1971; Gordon y col., 1989), pero
también pueden proteger a las plantas o ser la base de supresion de otras enfermedades
(Lemanceau y col., 1993; Oyarzun y col., 1994).

Las caracteristicas morfologicas de F. oxysporum incluyen la produccion de
microconidias en falsas cabezas sobre fialidas cortas formadas a partir de hifas, la
produccion de clamidosporas (estruturas de resistencia) y la presencia de macroconidias
(Leslie y Summerell, 2006) (Figura 3A, By C).
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El hongo coloniza en una primera fase el cortex radical y luego crece dentro de
los vasos del xilema y los bloquea, debido en muchos casos a la produccion de geles,
compuestos por azucares neutros, en la pared celular de la planta (van der Molen y col.,
1986; Shi y col., 1992; Lagopodi et al., 2002; Xiao-min et al., 2011). Esto provoca la
enfermedad denominada marchitez producida por Fusarium cuyos sintomas son
coloracion vascular, debilidad, marchitez progresiva, defoliacion, enanismo y muerte de
la planta (Agrios, 2005; Leslie y Summerell, 2006) (Figura 3D).

F. oxysporum es en realidad un complejo criptico de especies (FOSC) formado
por distintos filotipos o linajes (O’Donnell y col., 2009). El complejo de especies de F.
oxysporum incluye aislados patégenos y no patdgenos. Los aislados patdgenos suelen
infectar a una o0 a un conjunto de especies de plantas, asignandosele el nombre de forma
specialis basado en la especificidad de huésped (Armstrong y Armstrong, 1981; Both,
1971). Estas cepas patdgenas pueden haber evolucionado en ambientes agricolas, donde
los monocultivos proporcionan una fuerte presién de seleccion que promueve la
aparicion de patdgenos agresivos. Una vez establecidas, las cepas patogenas se
distribuyen facilmente por el suelo o el material vegetal infectado. Por lo tanto, la
aparicion de la marchitez producida por Fusarium en una nueva area 0 en un nuevo
huésped puede ser el resultado de la seleccion de novo a partir de la poblacion local o de
la introduccidn de una cepa patdgena procedente de una infeccion preexistente (Islas,
2012).

F. oxysporum f. sp. fragariae es el patégeno que provoca la marchitez producida
por Fusarium en plantas de fresa. Fue descrito por primera vez en Australia (Winks y
Williams, 1965), pero ha sido también detectado en Argentina (Mena y col. 1975; Baino
y col. 2010), Korea (Cho y Moon, 1984; Nam y col., 2011), Japén (Matsuo, 1972),
Chile (Gonzélez y col., 2005), California (Koike y col., 2009), China (Zhao y col.,
2009) y Carolina del Sur (Williamson y col., 2012_B). En Espafa, F. oxysporum fue
detectado por primera vez como causante de marchitez y muerte en plantas de fresa en
campos de produccion de la provincia de Huelva (Arroyo y col., 2009).

En el cultivo de la fresa, los sintomas de marchitez producida por Fusarium se
encuentran favorecidos por temperaturas moderadamente altas (>22°C). En las plantas
inoculadas con F. oxysporum, un incremento de temperatura de 17 a 27°C hace que la
severidad de la enfermedad incremente significativamente (Fang y col., 2011b). El
crecimiento linear maximo ocurre a una temperatura de 25°C y un potencial osmotico
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de -1.0 MPa (Nelson y col., 1990). Ademas de a la retirada del BM (Islas, 2012), el
desarrollo del marchitamiento debido a F. oxysporum también se ha asociado a escasez
de agua en el suelo, presencia de plagas y nematodos y estrés fisiologico de la planta,
por ejemplo en los momentos de m&xima produccion.

Estudios filogenéticos sugieren que existen aislados de una misma forma
specialis que se han originado de forma independiente durante la evolucion (O’Donnell
y col., 1998). Debido a la carencia de ciclo sexual conocido, los mecanismos a través de
los cudles estos linajes patogénicos han emergido en otro fondo genético diferente no
son bien conocidos. Recientemente, el analisis del genoma completo de F. oxysporum f.
sp. lycopersici (Fol), patogeno de tomate, ha revelado la presencia de regiones
gendmicas especificas de linaje (LS), incluyendo cuatro cromosomas enteros que estan
ausentes en otras especies de Fusarium (Ma y col., 2010). La transferencia de dos
cromosomas LS desde Fol a un aislado no patogénico hace que este aislado pueda
causar enfermedad en plantas de tomate. Esto sugiere que la transferencia horizontal de
pequefios cromosomas podria ser la responsable de la existencia de nuevos linajes
patogénicos en F. oxysporum (May col., 2010).

La enfermedad causada por F. oxysporum es muy dificil de controlar debido a la
larga supervivencia de las clamidosporas en el suelo, su amplio rango de huésped y la
ineficacia de los actuales fungicidas. Por ello, actualmente no existen tratamientos
efectivos para el control de F. oxysporum y la mayoria de los esfuerzos se dirigen hacia
la prevencién de la enfermedad. En muchos cultivos existen genes capaces de proveer
una resistencia eficaz, pero la mejora vegetal para la resistencia a este patdgeno es
complicada y, aunque se desarrollen otras variedades, nuevas razas pueden llegar a
superar la resistencia del huésped (Jiménez-Gasco y col., 2004). A pesar de ello,
muchos autores han propuesto variedades con mayor tolerancia a F. oxysporum f. sp.
fragariae como ‘San Andreas’, ‘Ventana’, ‘Festival’, ‘Aromas’ y ‘Camino Real’ (Koike
y col., 2011; Fang y col., 2012b).

La rotacion de cultivos se aplica en el cultivo de la fresa en California con
cultivos de cobertura u otros productos comercializables, como judias, brécoli, coles de
Bruselas, lechuga o coliflor. En general, los beneficios de la rotacion de cultivos son
variables, pero algunos estudios han demostrado reducciones de la densidad del in6culo

en el suelo (Islas, 2012). Sin embargo, a veces esta practica no es econOmicamente
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factible debido al coste de la tierra y el agua y/o el menor valor del cultivo de rotacion
(37_Islas, 2012).

Alternativamente, la presencia de este hongo en el suelo puede ser controlada
por la manipulacion del microambiente del suelo de tal manera que se disminuya el
crecimiento, la esporulacién y la agresividad, o mediante la reduccién de sus propagulos
(Nelson y col., 1981). En general, los ambientes acidos son capaces de favorecer la
supervivencia de las especies de Fusarium. En este sentido, existen estudios en donde la
adicion de cal al suelo retraso la aparicion de fusariosis en sandia y disminuyd la

incidencia de la enfermedad (6_lIslas, 2012).

El control biologico también es una buena alternativa en la lucha contra las
enfermedades causadas por Fusarium. Se han desarrollado un gran numero de
productos capaces de actuar contra Fusarium oxysporum, entre los cuales se encuentran
formulados de Bacillus spp. (Nam y col., 2008) y de Trichoderma spp. (Moon y col.,
1995 De Nam, 2008), capaces de reducir los sintomas de marchitez de Fusarium en el
cultivo de la fresa. También se han referido entre los agentes de biocontrol cepas no
patogenas de F. oxysporum u otros microorganismos antagonistas (Fravel y col., 2003).
Todos ellos, al derivar de la naturaleza tienen menor impacto ambiental que los
fungicidas tradicionales, aunque para la mayoria la eficacia en condiciones de campo es

aun desconocida.
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Figura 3. Caracteristicas morfologicas y patogénicas de F. oxysporum. A) macroconidia y
microconidia; B) clamidosporas; C) microconidias en falsas cabezas; D) Cultivo monosporico
de F. oxysporum f. sp. fragariae crecido en APD. E) Campo de produccién de fruto de fresa
afectado por marchitez producida por Fusarium en California (EEUU) (foto donada por
Margaret Lloyd, UC Davis, California, EEUU).

Fusarium solani

Fusarium solani (Mart.) Appel & Wollenw. es un hongo de suelo que ha sido
descrito como patdgeno en una amplia variedad de vegetales, asi como en humanos y
animales (Aoki y col., 2014). Al igual que F. oxysporum, F. solani también esta
constituido por un complejo de 45 especies filogenéticamente distintas (O"Donnell,
2000) y se han descrito distintas formae speciales basandose en su rango de huésped
(Booth, 1971; Gerlach, 1981; Nirenberg, 1995). Tanto su plasticidad genética como su
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diversidad metabdlica son las responsables de su alta capacidad para adaptarse a una
amplia variedad de escenarios medioambientales, siendo capaces de degradar
hidrocarburos, compuestos organicos de flaor, lignina, cianuros de metales e incluso
plaguicidas en el suelo (Rafin y col., 2000; Saparrat y col., 2000; Mitra y col., 2001;
Romero y col., 2002).

F. solani puede distinguirse de otras especies de Fusarium gracias a sus
caracteristicas morfologicas, presencia de clamidosporas, longitud de las monofialidas,
y tamafo y forma de las macroconidias y microconidias (Leslie y Summerell, 2006)
(Figura 4A, B,CyD).

Los mecanismos de patogenicidad de F. solani son muy similares a los de F.
oxysporum, ambos son capaces de penetrar las plantas a través de las raices, pero suelen
presentar diferencias en cuanto a los mecanismos de colonizacién; de este modo, F.
solani penetra en la planta y se concentra principalmente en la zona del cuello, mientras
que F. oxysporum penetra en las raices y se mueve a través del sistema vascular para
colonizar la planta. Factores importantes que ayudan a determinar si un aislado de F.
solani es un patdgeno efectivo y el grado de enfermedad que es capaz de causar son la
actividad de la enzima cutinasa y el modo de fijacion y penetracion de las hifas a través
de la superficie del huésped (Leslie y Summerell, 2006). En plantas de fresa, F. solani
afecta al crecimiento y es capaz de provocar sintomas de enanismo, marchitez, necrosis

y muerte de las plantas (Pastrana y col., 2014).

En Espafia, F. solani se ha descrito como patdgeno de judia (Tello y col, 1985),
guisante (Tello y col. 1988), esparrago (Corpas-Hervias y col., 2006), ajo (Basallote y
col, 2011) y la forma specialis cucurbitae sobre calabaza, calabacin y sandias injertadas
(Garcia-Jiménez y col., 1997; Armengol y col., 2000; Gomez-Vazquez y col., 2008).
Ademas, recientemente se ha citado como patégeno en plantas de fresa, tanto en campos
de produccién (Pastrana y col., 2014), como en viveros de altura (Redondo y col.,
2012). En Italia y Méjico también se ha descrito como patdgeno de fresa, pero siempre
causando la enfermedad junto con otros patdégenos (Manici y col., 2005; Ceja Torres y
col., 2008).

Se ha demostrado que los genes responsables de la patogenicidad de F. solani de
guisante se encuentran en cromosomas prescindibles. La presencia de estos cromosomas

confiere al hongo ventajas para adaptarse al medio y poder conquistar otros nichos,
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incluyendo las plantas. Se especula que estos cromosomas prescindibles son adquiridos
a través de un mecanismo de transferencia horizontal entre individuos de una misma
especie (Temporini y vanEtten, 2004) o de especies distintas (Deslerone y col., 2004).
Por otro lado, Funnell y van Etten (2002) comprobaron que los genes responsables de la
patogenicidad de F. solani en tomate y zanahoria se encuentran presentes en otras

regiones del genoma diferentes a los cromosomas prescindibles.

Actualmente se desconoce la incidencia de la enfermedad causada por F. solani
en el cultivo de la fresa en viveros y campos de produccién de fruto. Pero, al igual que
ocurre cuando infecta a otros huéspedes, su incidencia dependera principalmente de la
densidad de clamidosporas en el suelo. Debido a su reciente aparicion, no se conoce
aun si existe variabilidad genética o diferentes grados de agresividad entre los aislados
de F. solani que infectan a la fresa y las estrategias de control ante esta enfermedad aln
no han sido estudiadas. Las estrategias usadas contra F. solani en otros cultivos suelen
estar dirigidos a disminuir la densidad de inéculo en el suelo mediante el uso de
fumigantes, la eliminacion superficial por desinfeccion del material vegetal, el uso de
variedades moderadamente tolerantes (Burton y col., 2012; Ahmad y col., 2012), la
rotacion de cultivos (Rupe y col., 1997; Oddino y col., 2008) y el control biolégico
(Rojo y col., 2007; Fernandes y col., 2013).
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Figura 4. Caracteristicas morfol6gicas y patogénicas de Fusarium solani. A) Cultivo
monosporico de F. solani en PDA; B) Macroconidia; C) Clamidosporas terminales en pares y
microconidia; (D) Monofialidas con microconidias en falsas cabezas. E) A la izquierda planta

de fresa ‘Camarosa’ sin inocular y a la derecha planta inoculada con F. solani con sintomas de
Necrosis.

i
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CAPITULO I.

CARACTERIZACION MORFOLOGICA, PATOGENICA Y
MOLECULAR DE Fusarium spp., Macrophomina phaseolina y
Phytophtora cactorum DEL CULTIVO DE LA FRESA. TRES ANOS
DE PROSPECCIONES EN VIVEROS DE ALTURA Y CAMPOS DE
PRODUCCION DE FRUTO

INTRODUCCION

El cultivo de la fresa en Espafa se realiza en dos etapas y en dos regiones
geograficas diferentes. La produccion de plantas de fresa tiene lugar en viveros de
produccion de plantas de fresa (viveros de altura) localizados en las provincias de Avila,
Segovia y Valladolid. La plantacion comienza entre los meses de abril y mayo, y las
plantas permanecen en el campo hasta el momento de su cosecha y posterior traslado a
Huelva en el mes de octubre. Este ultimo proceso es vital, pues en un corto periodo de
tiempo la planta es cosechada en Castilla y Leon y plantada en fincas de produccion de
fruto de la provincia de Huelva donde tiene lugar su desarrollo vegetativo, floracion y
fructificacion entre los meses de octubre a junio. A partir de unas 50 plantas de fresa de
vivero se producen por estolonacidon alrededor de 400 plantas para su cultivo en

Huelva.

En la campana 2009/10, la incidencia de muerte de plantas en campos de
produccion de fruto de fresa en la provincia de Huelva aument6 de forma preocupante
en los meses de abril y mayo. A partir de plantas muertas de distinta procedencia, se
aislaron los hongos patdégenos de suelo F oxysporum (Arroyo y col., 2009), M.
phaseolina (Avilés y col., 2008) y en menor medida P. cactorum, fundamentalmente en
parcelas que no habian sido desinfestadas (De los Santos, 2010). Sin embargo no se
conoce la incidencia actual de cada uno de estos patdgenos en viveros de produccion de
planta y en campos de produccion de fruto, para determinar el origen de las infecciones
y asi poder implementar medidas para su control. En este sentido, la deteccion e

identificacion temprana de los patogenos es una de las principales medidas preventivas
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de control que permite impedir la introduccion de los mismos en campos de cultivo

donde atun no se han establecido.

La deteccion e identificacion de hongos fitopatégenos se ha basado
tradicionalmente en la observacion de los sintomas en campo, el aislamiento del agente
causal en medio de cultivo a partir de los tejidos afectados, y la caracterizacion
morfologica de las colonias originadas, siendo este es un proceso largo y costoso. Los
sintomas en campo de plantas de fresa infectadas por F. oxysporum, M. phaseolina y P.
cactorum son muy similares y dificilmente distinguibles a simple vista. En general,
consisten en la flacidez y marchitez de la planta, usualmente de las hojas periféricas, la
cual puede terminar en muchos casos en muerte; y, en manchas, de pardas a oscuras en
tejidos de raiz y corona, que acaban frecuentemente en necrosis. Los aislados de M.
phaseolina son facilmente identificables morfologicamente, tras su crecimiento en un
medio de cultivo comtin como el APD, por el desarrollo de un micelio de color negro y
la presencia de microesclerocios globosos, también de color negro, de 50 a 300 um de
diametro. En cambio, la identificacion de los hongos u oomicetos aislados a partir de
tejidos afectados es normalmente una tarea complicada si no se poseen conocimientos

taxonémicos amplios.

Los métodos moleculares de identificacion son rapidos y fiables, y complementan
a los métodos morfoldgicos de deteccion aportando mas sensibilidad, especificidad y
posibilidad de cuantificacion. La deteccion mediante métodos moleculares de especies
de Fusarium, Macrophomina y Phytophthora se ha basado tradicionalmente en la
amplificacion por PCR y secuenciacion del gen del factor de elongacion de la
traduccion-1 alfa (EF-1a) (O’Donell y col., 1998) y de la region intergénica (ITS) del
ADN ribosomal del genoma del hongo (Okubara y col., 2005). Estas mismas regiones
también se han utilizado para llevar a cabo andlisis filogenéticos de las poblaciones de
hongos. En concreto, el gen EF-1a es una de las regiones mas informativas del genoma
de Fusarium, es decir, la que proporciona una mayor variabilidad entre las distintas

especies.

Actualmente, la PCR en tiempo real es considerada la mejor técnica para la
deteccion de patdgenos de plantas. Esta técnica permite visualizar la reaccion durante el
proceso de amplificacion gracias al uso de una senal fluorescente que incrementa
proporcionalmente segin el nimero de amplicones generado. Ademas, mediante el uso
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de una recta patrdn, es capaz de cuantificar la cantidad de ADN del hongo presente en la

muestra.

Babu y col (2011) desarrollaron un método de PCR en tiempo real para detectar y
cuantificar M. phaseolina en muestras de suelo y material vegetal. Para ello, llevaron a
cabo un andlisis de RAPDs de aislados de M. phaseolina en el que identificaron y
secuenciaron un fragmento especifico de este patégeno (SCAR) a partir del cual
disefiaron dos parejas de cebadores para ensayos de deteccion con SYBR® Green y

sonda TagMan®, respectivamente.

Tewoldemedhin y col. (2011) y Li y col. (2011) desarrollaron protocolos de PCR
en tiempo real usando SYBR® Green para la deteccion especifica de aislados del
género Phytophthora y de P. cactorum. La deteccion por SYBR® Green se basa en la
emision de luz de un fluoroforo que se une a estructuras de doble cadena de ADN de
forma inespecifica, por lo que se puede intercalar entre los dimeros de cebadores que se
forman en la reaccién de PCR o en cualquier fragmento que se amplifique de manera no
especifica. La cuantificacion es, por tanto, menos precisa que cuando se usan sondas
TagMan®. Posteriormente, Li y col.,, (2013) desarrollaron un protocolo para la
deteccion y cuantificacion de P cactorum y P. nicotianae en plantas y muestras de
suelo de viveros de fresa de Japon mediante duplex PCR en tiempo real. Para ello,
disefiaron cebadores y sondas TagMan® en el gen 1pr 1 (gen de la proteina relacionada

con ras) y la region ITS, respectivamente.

Para la deteccion de F. oxysporum, en muestras de suelo y tejidos vegetales de
distinta procedencia, Jiménez-Ferndndez y col. (2010) desarrollaron un protocolo de
deteccion mediante PCR en tiempo real basado en la quimica SYBR® Green,
mejorando un protocolo previamente disefiado por Mishra y col. (2003). Los cebadores
utilizados  FOF1  (5’-ACATACCACTTGTTGCCTCG-3’) 'y  FORI1 (5°-
CGCCAATCAATTTGAGGAACG-3’) amplifican un fragmento de la region ITS del
ADN ribosomal. En este trabajo de tesis se ha desarrollado un protocolo de PCR en
tiempo real basado en el uso de un par de cebadores y una sonda TagMan® disefiadas
en el gen EF-1a, capaz de detectar y cuantificar Floxysporum en muestras de suelo y
plantas sintomaticas y asintomaticas de fresa. En el caso de muestras vegetales, la
deteccion se realiza a partir de extractos crudos de plantas, por lo que el protocolo no

precisa de extraccion de ADN. Esto permite el andlisis de un elevado niimero de
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muestras de una forma rdpida y menos costosa. En el protocolo se ha incluido ademas
un control interno positivo para eliminar la deteccion de falsos negativos debido a la
posible presencia de inhibidores de la ADN polimerasa en el suelo o en los extractos

crudos de las plantas.

Sin embargo, ninguno de los dos protocolos anteriores es capaz de diferenciar
aislados de F. oxysporum patdgenos de los no patdogenos. La identificacion de aislados
patdgenos de F. oxysporum se lleva a cabo mediante pruebas de patogenicidad, las
cuales son laboriosas, de larga duracién, y en las que solo se permite el analisis de un
limitado nimero de aislados por ensayo. Por ello, se han desarrollado técnicas
moleculares, basadas en la deteccion de factores de patogenicidad y marcadores
moleculares, que permitan su discriminacion sin la necesidad de inocular el patégeno en

la planta.

Los factores de patogenicidad son muy diversos y constituyen un amplio abanico
de genes cuya presencia o activacion permiten al hongo abandonar su estado saprofito
para convertirse en patégeno (Gomez-Lama, 2012). Existen genes que codifican
factores de transcripcion que modulan la expresion de otros genes mediante regulacion
transcripcional. En este sentido, Martin-Rodrigues y col. (2005) y Ramos y col. (2005)
describieron un nuevo gen que codifica para el factor de transcripcion denominado
Fusarium transcription factor 1 (fifl) que estd presente en cepas patdgenas de F
oxysporum t. sp. phaseoli pero ausente en cepas no patogenas. Este gen se expresa en F.
oxysporum f. sp. phaseoli durante la colonizacion de la judia (de Vega-Bartol y col.,
2011) y su expresion esta relacionada con el grado de agresividad de la cepa patdgena.
La relacion de fif1 con la patogenicidad ha sido también observada en F. oxysporum f.
sp. lycopersici y f. sp. cubense (de Vega-Bartol y col., 2009; Ghag y col., 2014). Pero no
existen referencias acerca de la relacion entre dicho gen y la patogenicidad de los

aislados de F. oxysporum procedentes del cultivo de la fresa.

Por otro lado, se han desarrollado marcadores moleculares para identificar las
formae speciales, razas o patotipos de F. oxysporum. Mediante la amplificacion
aleatoria de ADN polimérfico (RAPD) se detectdé un fragmento de ADN
correspondiente a un elemento transponible, especifico de aislados de F. oxysporum
patdgenos de fresa (Suga y col., 2013). La secuencia de este fragmento sirvid para el

disefio de cebadores especificos para la deteccién de F. oxysporum f. sp. fragariae
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(Suga y col., 2013). Este método de deteccion especifica se validd usando cepas
patogénicas y no patégénicas de F. oxysporum procedentes de plantas de fresa

cultivadas en Japon.

OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo han sido estudiar la incidencia de F. oxysporum, M.
phaseolina y P. cactorum en suelos y material vegetal de viveros de produccion de
plantas de fresa de Castilla y Ledn y de campos de produccion de fruto de la provincia
de Huelva; desarrollar o aplicar métodos moleculares fiables, sensibles y especificos
para detectar la presencia de estos patdgenos en suelo y en material vegetal, incluso
antes de que se hayan desarrollado sintomas de enfermedad; caracterizar
molecularmente los aislados de F. oxysporum, M. phaseolina y P. cactorum que infectan
a fresa mediante secuenciacion y analisis filogenético; y caracterizar patogénicamente
los aislados de Fusarium spp. procedentes de suelo y de plantas de fresa con o sin

sintomas de enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo
Suelos procedentes de viveros de altura

Las muestras de suelo se tomaron durante tres afios consecutivos (2011, 2012 y
2013) en tres viveros comerciales de plantas de fresas localizados en las principales
provincias productoras de planta de fresa de Espafia: Segovia, Avila y Valladolid. En
cada parcela de 500 ha, se tomaron aleatoriamente doce muestras de 20 cm de
profundidad, con una barrena de 35 mm de didmetro, de suelos desinfestados con
diferentes productos quimicos antes de la plantacion de fresas y de suelos no

desinfestados donde se habia cultivado fresa en la campafia anterior.
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Suelos procedentes de campos comerciales de produccion de fruto

Las prospecciones se llevaron a cabo durante tres campafias consecutivas
(2011/12, 2012/13 y 2013/14) en dos campos comerciales de produccion de fruto de
fresa localizados en dos zonas geograficas de la provincia de Huelva: Comarca Litoral
(Palos de la Frontera) y Comarca Costa (Cartaya). En cada campo se muestrearon dos y
tres macrotuineles respectivamente, cada uno de ellos con seis lomos. En cada lomo, se
tomaron aleatoriamente cinco muestras de suelo a la profundidad mencionada
anteriormente, en suelos desinfestados antes de la plantacion (suelo pre-plantacion) y al
finalizar la campafia (suelo post-plantacion). Ademas, se tomaron muestras en aquellos

puntos donde se recogieron plantas con sintomas o muertas a lo largo de cada campaiia.

Plantas madre prebase

Se muestrearon plantas prebase, en tres viveros de altura pertenecientes a las
provincias de Segovia, Avila y Valladolid, durante tres afios consecutivos (2011, 2012 y
2013). El primer afio se analizaron un total de 314 plantas de diez variedades distintas
(Amiga, Benicia, Candonga, Camarosa, Sabrina, Favette, Fortuna, Primoris, San
Andreas y Viva), el segundo afo se analizaron 180 plantas de nueve variedades
(Benicia, Candonga, Camarosa, Sabrina, Festival, Fortuna, Primoris, San Andreas y
Viva) y el tercero, un total de 207 plantas de las variedades Candonga, Fortuna, Merced

y Sabrina.

Plantas certificadas o plantas hija

Durante tres afios consecutivos (2011, 2012 y 2013) se analizaron plantas
certificadas o plantas hija, antes de su trasplante a campos de produccion, procedentes
de 23 viveros de altura localizados en Avila, Segovia, Valladolid, Holanda y Polonia. En
la campana 2011 se muestrearon 480 plantas hijas de once variedades distintas (Amiga,
Antilla, Benicia, Camarosa, Candonga, Festival, Fortuna, Primoris, Sabrina, San
Andreas y Splendor), en 2012 se analizaron 200 plantas de seis variedades (Camarosa,
Candonga, Fortuna, San Andreas, Sabrina y Splendor), y en 2013 se analizaron 340
plantas de siete variedades (Camarosa, Fortuna, Honor, Merced, Primoris, Sabrina y
Splendor).
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Plantas con sintomas de enfermedad o muertas

Una vez al mes durante tres campafias consecutivas (2011/12, 2012/13 y
2013/14) se tomaron muestras de plantas con sintomas o plantas muertas en los mismos
macrotuneles donde se realizaron las prospecciones de suelo de los campos de
produccion de fruto de la provincia de Huelva. Las plantas se llevaron al laboratorio

para su analisis.

Procesamiento de las muestras de suelo

Las muestras de suelo se secaron a temperatura ambiente, se pulverizaron con
ayuda de un mortero, se homogeneizaron y se tamizaron con un tamiz de 1 mm de luz
de malla. Las 12 muestras de suelo de cada parcela de vivero se unieron y se tomaron
tres submuestras para analizar. Para el andlisis de los suelos de campos de produccion
de fruto de Huelva, las cinco muestras de cada lomo se unieron en una y se hicieron tres
réplicas por lomo o, alternativemente se unieron todas las nuestras de un macrotunel en
una sola muestra compleja y se analizaron tres réplicas por macrotinel. La
cuantificacion del indculo (UFC) de F. oxysporum y M. phaseolina en el suelo se
realiz6 utilizando el método tradicional de dilucidén en placa y siembra posterior en
medio semiselectivo y por otra parte, mediante PCR en tiempo real con cebadores y

sondas especificas para cada hongo.

Aislamiento del patogeno en medio de cultivo semiselectivo

Los aislamientos en medio semiselectivo se llevaron a cabo durante la primera campafia

(2011-2012). El procedimiento utilizado vari6 segun el patdgeno.
Fusarium spp

Se afiadieron 3 0 5 g de suelo tamizado a un frasco de 250 mL de capacidad,
conteniendo 150 mL de AA al 0.1% (DIFCO™). Los frascos se agitaron durante 1 min
en un agitador magnético, posteriormente se tomd 1 mL y se extendio en una placa de

Agar Jugo V8, disponiendo un total de cinco placas/muestra de suelo. El mismo
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procedimiento se repitié para las diluciones (10" y 10?) de cada una de las muestras.
Las placas se incubaron a 24°C durante dos dias en oscuridad y 3 dias mas con

fotoperiodo de 12 h.

M. phaseolina

En un vaso de precipitado de 1 L de capacidad, conteniendo 250 mL de una
solucion al 0.4% de hipoclorito de sodio, se afadieron 10 g de suelo homogeneizado. El
suelo y la solucion se mezclaron con una batidora convencional en dos pasos de mezcla
durante 30 s y reposo durante tres minutos, repetidos hasta un total de tres veces. La
mezcla final se paso a través de un tamiz de 45 um y los residuos que permanecieron en
el tamiz se lavaron bajo el grifo durante un minuto. Posteriormente, el contenido
residual del tamiz se transfirio, usando ADE, a un vaso de precipitado de 100 mL
(dilucion 1:10) en agitacion. Se sembraron en césped alicuotas de 1 mL de la solucién
en agitacion en cinco placas con medio PDA-DOPCNB preparado con uno o dos dias
de antelacion. Las placas se incubaron en oscuridad a 28°C durante 7 dias y se

cuantific6 el nimero de UFC de M. phaseolina.

Extraccion ADN de las muestras de suelo

El ADN genémico total del suelo se obtuvo a partir tres réplicas de 500 mg de
suelo por muestra mediante el uso de PowerSoil® DNA Isolation Kit de MoBio seglin
instrucciones del fabricante. La concentracion de ADN se determind en un
espectofotometro ND-100 NanoDrop (NanoDrop Products, Wilmington, DE). E1 ADN
obtenido se utiliz6 para la amplificacion y cuantificacion de F. oxysporum, M.
phaseolina y P. cactorum mediante PCR en tiempo real. Los resultados se expresaron
como la media de las tres réplicas incluyendo los resultados de muestras negativas.
Debido a la heterogénea distribucion de los patégenos en el suelo no se muestran las

desviaciones estandar.
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Procesado del material vegetal

Las plantas (plantas madre prebase, plantas hija o plantas sintomaticas de
campos de cultivo) se lavaron bajo el grifo para eliminar restos de tierra, se cort6 la
parte aérea de las plantas, y las raices a una distancia de unos 7 cm de la corona, se
desinfectaron durante dos minutos sumergiéndolas en una soluciéon de hipoclorito de
sodio al 1% y se enjuagaron en agua destilada (AD). Posteriormente, cada planta se
dividié en dos partes, una de ellas se utilizo para aislamientos y la otra para la deteccion

de F. oxysporum, M. phaseolina y P. cactorum mediante PCR en tiempo real.

Aislamiento del patogeno en medio de cultivo

Se tomaron muestras de raices nuevas y viejas, corona y peciolo de cada una de
las plantas, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% durante 1 min, se
enjuagaron en agua destilada estéril y se dejaron secar en campana de flujo laminar. El
tejido vegetal se recortd mediante bisturi estéril en pequenas piezas que se colocaron en
placas de APD (suplementado con sulfato de estreptomicina (0.5g/1)) y se incubaron a
25°C durante 2 dias en oscuridad y 5 dias mas en fotoperiodo de 12 h (OSRAM L 18
W/21-840 Hellweiss Lumilux Cool White, 75 pE m-2 s-1). Posteriormente, se anot6 la
presencia de Fusarium spp, Oomicetes y M. phaseolina crecidos a partir de cada una de
las plantas analizadas. Se hicieron réplicas de los hongos de interés y se obtuvieron
cultivos monoconidicos de las especies de Fusarium, monoesclerociales de M.
phaseolina y monozoospoéricos de las especies de Phytophthora y se conservaron en

glicerol 80% a -80°C para su posterior analisis.

Preparacion de extractos crudos a partir del material vegetal

La mitad de cada planta destinada al analisis mediante PCR tiempo real se peso
y se introdujo en una bolsa de extraccion (BIOREBA®) en presencia de 1/10 (p/v) de
tampon PBS (0.14 M NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na,HPO4 ¢ 2 H,O, 1.76 mM
KH,PO,, pH 7.2-7.4) suplementado con 2% Polyvinylpyrrolidona (PVP-40) y 0.2%
sodium diethyl dithiocarbamato (DIECA). El tejido vegetal se homogeneizd mediante

un rodillo manual hasta obtener un extracto crudo. Las bolsas BIOREBA® poseen en su
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interior una malla fina que permite retener los restos de material vegetal y separarlos del
extracto crudo que se usarda como muestra en la PCR. Del extracto obtenido se tomo 1
mL, se incubd a 95°C durante 10 minutos y se conservo a -20°C. Para el analisis por

PCR en tiempo real se usaron como muestra 5 pL. de una dilucion 1:20 (v:v) en ADE.

Deteccion y cuantificacion mediante PCR en tiempo real

Las reacciones de PCR en tiempo real para la deteccion y cuantificacion de F.
oxysporum, M. phaseolina y P. cactorum se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos en
un termociclador Chromo 4.0 (Bio-Rad), utilizando el kit SensiMix ™ Probe (Bioline).
Los cocteles de reacciéon para cada patogeno contenian tampén SensiMix™ (Bioline)
1x, 900 nM de cada uno de los primers, 100 nM / 150 nM de sonda TagMan (F
oxysporum | M. phaseolina y P. cactorum, respectivamente), 1 mg/mL BSA y 5 ul de
extracto diluido de planta o ADN gendmico de suelo. Los cebadores y las sondas
utilizadas se describen en la Tabla I.1. El ciclado de las reacciones de PCR consistio en
un ciclo a 95°C durante 10 min seguido de 45 ciclos de 1552 95°C,30sa61°Cy30sa
72°C para F. oxysporum, y 15 s a 95°Cy 60 s a 61°C para M. phaseolina 'y P. cactorum.

Para descartar falsos negativos, se introdujo un control positivo interno en las
muestras analizadas consistente en 0.05 ng de ADN del bacteriofago lambda, el cual se
amplifico en reacciones paralelas de PCR utilizando el tampén SensiMix™ SYBR®
Green No-Rox (Bioline) 1x, 50 nM de cada cebador (Tabla I.1), 1 mg/mL BSAy 5 uL
de extracto diluido de planta o ADN genomico de suelo. Las condiciones de
amplificacion fueron las mismas que las descritas anteriormente.

Para la cuantificacion de los patogenos en las muestras de suelo y en los
extractos crudos de las plantas se construyeron dos curvas estdndar. La primera de ellas
se realizo a partir de diluciones seriadas de ADN gendmico de los aislados de M.
phaseolina MAC16, F. oxysporum G2-4 y P. cactorum PC305 diluido en extracto de
planta de fresa sana, o en ADN extraido a partir de 500 mg de suelo estéril para la
cuantificacion en planta o en suelo, respectivamente. La segunda curva de calibracion se
realiz6 para cuantificar el nimero de UFC/g suelo de F. oxysporum y M. phaseolina.
Para ello, se infestaron 500 mg de suelo estéril con diluciones seriadas de una
suspension de conidias de concentracion conocida de F  oxysporum, o de
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microesclerocios de M. phaseolina, respectivamente (tres réplicas de cada dilucion) y
seguidamente se extrajo el ADN de cada una de las réplicas. Paralelamente se tomaron
tres réplicas de 1 mL de cada una de las diluciones y se sembraron en placas de APD.
Las placas de F. oxysporum se incubaron durante 5 dias a 25 °C en fotoperiodo de 12 h.,
y las de M. phaseolina se incubaron durante 5 dias a 28°C en oscuridad. Transcurrido
este tiempo, se anotd el numero de colonias crecidas por placa. El valor de los ng de
ADN, y de las UFC de cada muestra se obtuvo extrapolando los valores de Ct obtenidos
en la amplificacion usando el software de andlisis MJ Opticon Monitor version 3.1. En
el caso de las muestras de suelo, se analizaron tres réplicas técnicas a las que se calculd

el promedio y el error estandar.
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Tabla I.1. Secuencias de cebadores y sondas TagMan usadas en este estudio para la deteccion y cuantificacion de Fusarium oxysporum,

Macrophomina phaseolina, Phytophthora catorum en suelos y en plantas de fresa mediante PCR en tiempo real. Se incluye el control
interno positivo basado en el bacteridfago lambda (A).

Organismo Nombre Secuencia (5°-3°) Tamaiio Quimica Gen diana Referencia
Foxy-F  GACCTGGYGGGGTATTTCTCA
F ] Factor de Capitulo 4 de esta
g
HArtHI Foxy-R  ACCGCACTGGTAGATCAAGTG 239pb  TagMan®  elongacion lo PO~
oxysporum EF-1a) tesis
Foxy-P  FAM-AAGTCAACATACTGACATCGT-MGB (
MpTgK-F  GCCTTACAAGGGTCTCGTCAT
Macrophomi
azmp (mea MpTgK-R  CCCTTGGCGATGCCGATA 150pb  TagMan® SCAR Babu y col., 2011
pnaseotina
MpTq-P  6-FAM-CAGGCCACAGGATCTT-MGB
Ypt-cac-F3 CATGGCATTATCGTGGTGTA
Phytophth Protef
VIOPRINOTA  yrt-cac-R3  GCTCTTTTCCGTCGGC 122pb  TagMan® roteina ras Liy col., 2013
cactorum (Ipt1)
P-cac4  VIC-CGGACCAGGAGTCGTTCAACAAC-MGB
Bacteriofago A-F CTGCGGCCTTTTACACATGA 71bp SYBR® Capitulo 4 de esta
Lambda A-R AAACGGCAGGAGGTTGTTAGC Green tesis
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Caracterizacion molecular de los aislados mediante secuenciacion y analisis

filogenético

Se realiz6 la caracterizacion molecular de los aislados procedentes de plantas
sintomdticas o muertas, caracterizados morfolégicamente como Fusarium spp., M.

phaseolina y Oomycetes.

Extraccion de ADN genomico

La extraccion de ADN se realizd utilizando el ISOLATE II Plant DNA Kit
(Bioline) segun las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones: el micelio
en crecimiento activo de cada uno de los hongos se raspé con un bisturi estéril y se
introdujo en tubos de 0,5 mL (no méas de 100 mg por tubo). El material fungico se
tritur6 mediante un pistilo acoplado a un taladro en presencia del tampon de extraccion
y se prosiguio el protocolo del fabricante. La concentracion de ADN se determind en un
espectofotometro ND-100 NanoDrop (NanoDrop Products, Wilmington, DE). EIl ADN

obtenido se utilizo para amplificacion por PCR y secuenciacion.

Amplificacion, purificacion y secuenciacion de fragmentos de ADN

Los aislados de Fusarium spp. y de M. phaseolina se caracterizaron mediante la
amplificacion seguida de secuenciacion de un fragmento del gen del factor de
elongacion de la transcripcion la (EF-Ia) con los cebadores EF1 y EF2 (O’Donnell y
col., 1998) y EF446f y EF1035r (Inderbitzin y col., 2005), respectivamente (Tabla 1.2).
Para la caracterizacion de los Qomycetes se amplifico y secuencid la region ITS1 del
ADN ribosomal usando los cebadores ITS6 e ITS7 (Cooke y col., 2000) (Tabla 1.2). Los
productos de PCR se visualizaron en un transiluminador mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1,5% en TAE 0,5x (Sambrook y col., 1989 tesis CGL) gracias a la tincion
con RedSafe™ (Intron Biotechnology), usando como marcador de peso molecular la
escalera de 100 pb (Intron Biotechnology). Los productos de PCR se purificaron a partir
de la mezcla de reaccion o desde la banda recortada en el gel de agarosa mediante el uso

del kit FavorPrep™ Gel/PCR Purification (Favorgen). Los fragmentos se secuenciaron
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en ambos sentidos por la empresa Stabvida (Portugal) y los resultaros se compararon
con las secuencias existentes en las bases de datos del GeneBank y Fusarium-1D
mediante el programa BLAST.

Tabla L.2. Cebadores utilizados en este estudio para la identificacion de Fusarium spp.,
M. phaseolina y Oomycetes mediante amplificacion por PCR y secuenciacion.

Cebadores Secuencia (5°-3) Region Referencia
EF1 ATGGGTAAGGARGACAAGAC EF-To O’Donnell y
EF2 GGARGTACCAGTSATCATGTT col., 1998
EF446f  TCACTTGATCTACAAGTGCGGTGG EF-] Inderbitzin y
EF1035r GGTGATACCACGCTCACGCTC * col., 2005
ITS6 GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG TSI Cooke y col.,
ITS7 AGCGTTCTTCATCGATGTGC 2000
Anadlisis filogenético

Se analizo la secuencia parcial del gen EF-1a de 92 aislados de Fusarium spp. y
de 22 aislados de M. phaseolina, y la region ITS1 de 13 Oomycetes procedentes de
plantas y suelos de campos de produccién de fresa. Las secuencias parciales se
alinearon usando el programa Mega 5.1 (Tamura y col.,, 2011) y se editaron
manualmente. Se llevd a cabo el analisis filogenético de las mismas mediante la
construccion de un arbol de Maéxima Probabilidad (Maximum Likelihood, ML)
utilizando el modelo Kimura-2 parametros (K2) con una distribucion gamma (G=5). En
el analisis de Fusarium se utilizd como raiz del arbol un aislado de Fusarium staphyleae
(N° acceso del GenBank DQ247563) y se calcul6 la diversidad nucleotidica (w) dentro

de cada poblacion (especie) mayor de diez individuos.

Disefio de una sonda TagMan® para la deteccion y cuantificacion de F. oxysporum

mediante PCR en tiempo real

Las secuencias amplificadas de la region parcial de EF1-a obtenidas en este
estudio se alinearon mediante el programa MEGA 6 (Tamura y col., 2013) junto con
dos secuencias de esta misma regién de cada una de las especies de Fusarium

reportadas en el GeneBank en 2011: Nectria rigidiuscula, F. denticulatum, F. dimerum,
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Giberella fijikuroi, F. globosum, F. guttiforme, F. hostae, G. konza, F. lactis, F.
mangiferae, F. merismoides, F. miscanthi, F. napiforme, F. nelsonii, F. nisikadoi, F.
nurragi, F. nygamai, F. phyllophilum, F. polyphialidicum, F. pseudoacantophylum, F.
pseudocircinatum, F. graminearum, F. pseudograminearum, F. pseudonygamai, F.
ramigenum, F. sacchari, F. incarnatum, F. sterilihyphosum, F. subglutinans, F.
succisae, G. thapsina, F. torulosum, F. tricinctum, F. udum, F. venenatum, G.
intermedia, G. moniliformis, F. lateritium clado I, F. lateritium clado 1B, F. lateritium
clado Ill, G. zeae, F. culmorum, F. poae, F. sambucinum, F. sporotrichioides, F.
foetens, F. acutatum, F. andiyazi, F. redolens, F. cereales, F. commune, F. solani, F.
acuminatum, F. anthophilum, F. armeniacum, F. avenaceum, F. aywerte, F. begoniae,
F. beomiforme, F. brevicatenulatum, F. bulbicola, F. chlamydosporum, F. circinatum,

F. falciforme, F. equiseti, F. proliferatum y F. decemcellulare.

Se identificaron regiones consenso para F. oxysporum y variables para el resto
de las especies donde se disefiaron un par de cebadores y una sonda TagMan® usando
el programa PrimerExpress® software version 2.0 (Applied Biosystems®). La sonda
especifica se marco con el fluoro6foro FAM en su extremo 5’ y una molécula MGB en el
extremo 3’ para incrementar la Ty y aumentar la especificidad. Para determinar la
sensibilidad de la reaccién se amplificaron diluciones seriadas (10? a 10°) de ADN
gendémico de F. oxysporum de fresa (aislado G2-4). La especificidad de la reaccién se
comprobo incluyendo en la reaccion de amplificacion otros aislados de Fusarium spp. y
de otras especies de hongos no relacionados con el género Fusarium (Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Aislados fungicos usados para comprobar la especificidad de la sonda
TagMan® disefiada para la deteccion de F. oxysporum.

Aislado Especie Huésped Cedido por
Foal GC 1,6 F.oxysporum f.sp allium Ajo Dra. M? José Basallote
Foalpl?_allaége 2 F.oxysporum f.sp allium Ajo Dra. M? José Basallote
Foal GRVV S1D2 L F. oxysporum f.sp. allium Ajo Dra. M? José Basallote
Fod F. oxysporum f. sp dianthi Clavel Dra. Ana Pérez

Fod Candela F. oxysporum f. sp dianthi Clavel Dr. José M? Melero

Fod Albatros F. oxysporum f. sp dianthi Clavel Dr. José M? Melero
Fo MW-1 F. oxysporum f.sp. asparragi  Esparrago Dra. M2 José Basallote
Fo MW-3-1 F. oxysporum f.sp. asparragi  Esparrago Dra. M2 José Basallote

Foa GR-4S-C1 F. oxysporum f.sp. asparragi  Esparrago Dra. M2 José Basallote
Foa GR-4S-B3 F. oxysporum f.sp. asparragi  Esparrago Dra. M2 José Basallote
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Focic 7982
Focic 8602
Focic 8012

Focic 8408

Fog
Fopi 207
Fopi 35
Fom
Fom CR-8101
Fom CR-10901
Foc
Fop 22
Fop 2B

Foly RAF 70
Foly 071
For-ly 10/05-1

For-ly 10/05-20

G2-2
G2-4
E2-1
G3-1
Fp
Fver CECT 2982
Fsp
Fsam
Far
Fcu
Fpoae
F.av
Fsp C2*
M16
Cac CECT 20240
Pcac

F. oxysporum f.sp. ciceris
Raza 0
F. oxysporum f.sp. ciceris
Raza 0
F. oxysporum f.sp. ciceris
Raza 5
F. oxysporum f.sp. ciceris
Raza 5
F. oxysporum f. sp gladioli
F.oxysporum f.sp pisi Raza 5
F.oxysporum f.sp pisi Raza 5
F.oxysporum f.sp melonis
F.oxysporum f.sp melonis
F.oxysporum f.sp melonis
F. oxysporum f. sp canariensis
Fusarium oxysporum f. sp pini
Fusarium oxysporum f. sp pini
F.oxysporum f.sp lycopersici
Raza 1
F.oxysporum f.sp lycopersici
Raza 0
F. oxysporum f.sp. radicis-
lycopersici
F. oxysporum f.sp. radicis-
lycopersici
F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. fragariae
F. oxysporum
F. proliferatum
F. proliferatum
F. verticilloides
F. sporotrichioides
F. sambucinum
F. graminearum
F. culmorum
F. poae
F. avenaceum
F. equiseti
Macrophomina phaseolina
Colletotrichum acutatum
Phytophthora cactorum

Garbanzo

Garbanzo

Garbanzo

Garbanzo

Gladiolo
Guisante
Guisante
Melon
Melon
Melon
Palmera
Pino
Pino

Tomate

Tomate

Tomate

Tomate

Fresa
Fresa
Fresa
Fresa

Dra. Blanca Landa
Dra. Blanca Landa
Dra. Blanca Landa

Dra. Blanca Landa

Dra. Ana Pérez
Dra. Blanca Landa
Dra. Blanca Landa

Dra. Ana Pérez
Dra. Blanca Landa
Dra. Blanca Landa

Dra. Ana Pérez
Dr. Fernando Alves
Dr. Fernando Alves

Dra. Blanca Landa
Dra. Blanca Landa
Dr. Julio Tello

Dr. Julio Tello

Dr. Francisco Arroyo
Dr. Francisco Arroyo
Dr. Francisco Arroyo
Dr. Francisco Arroyo
Dra. M? José Basallote
CECT
Dra. Ana Pérez
Dra. Ana Pérez
Dra. Ana Pérez
Dra. Ana Pérez
Dra. Ana Pérez
Dra. Ana Pérez
Dra. M? José Basallote
Dr. Manuel Avilés
CECT
PF-305
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Caracterizacion patogénica de los aislados mediante test de patogenicidad

Para caracterizar patogénicamente los Fusarium spp. aislados de plantas de fresa
enfermas, durante las prospecciones realizadas en esta tesis, se realizaron un total de
nueve pruebas de patogenicidad en condiciones controladas en camara de cultivo. Los
indculos utilizados fueron aislados monoconidicos (Summerell y col., 2006) de distintas
especies de Fusarium previamente identificadas morfologica y molecularmente (Tabla
1.17). Todos los aislados procedian de Espana, excepto dos aislados de F. oxysporum f.
sp. fragariae estadounidenses y cinco japoneses de probada patogenicidad en fresa en
sus respectivos paises, que se usaron como controles de la enfermedad. Se utilizaron
plantas de fresa del cultivar Camarosa procedentes de cultivo de meristemo in vitro que
se aclimataron durante un mes en macetas de 9 cm de didmetro conteniendo turba
humedecida estéril (Gramoflor Blumenerde®) (70 min a 121°C, dos dias consecutivos)
mezclada con perlita estéril en una proporcion 1:1 en condiciones controladas de camara

de cultivo, hasta su inoculacion.

Incremento del inoculo e inoculacion

El in6culo se incrementd en frascos con 150 mL de CPD (DIFCO™) con cinco
discos de 8 mm de didmetro tomados del margen en crecimiento activo de las colonias
fungicas en PDA (DIFCO™), Los cultivos se incubaron durante 10 dias a temperatura
ambiente (25°C) en un agitador orbital a 150 r.p.m. con un fotoperiodo de 12 h. Las
suspensiones de conidias se filtraron a través de cuatro capas de gasa estéril, su
concentracion se estimd mediante conteo en un hematocitometro (cdmara de Thoma) y

se ajusto a 10° condias/mL.

Las plantas se extrajeron cuidadosamente del sustrato de la maceta y se
inocularon por inmersion de las raices y la corona en la suspension de conidias durante
30 min. Como controles se utilizaron plantas que se trataron de forma similar a las
inoculadas, excepto por la inmersion en CPD en el que se habian colocado cinco discos
de PDA de 8 mm sin micelio de hongo. Las plantas inoculadas se transplantaron a
macetas de 13 cm de diametro con turba humedecida estéril (Gramoflor Blumenerde®)

(70 min a 121°C, dos veces) mezclada con perlita estéril (Gramoflor Premium Perlite®)
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en una proporcion 9:1. Se incluyeron ocho macetas por cada aislado. Todas las macetas
se dispusieron durante tres meses en una camara de cultivo ajustada a 25/18°C y 40-
75% HR dia/noche y 16 h de luz. La disposicion de las plantas en la cdmara de
crecimiento fue completamente al azar. Las macetas se regaron con agua segun las
necesidades hidricas de las plantas y se fertilizaron a los 15 dias del trasplante con 0,3 g

de Osmocote®.

Evaluacion de la enfermedad

La patogenicidad de los aislados de Fusarium sp. se estimdé mediante i) el
porcentaje de necrosis en corona, ii) el porcentaje de raices nuevas, 1iii) el porcentaje de

plantas muertas y iv) en algunos casos, el peso de las plantas.

La observacion de la parte aérea de las plantas se realizd semanalmente,
anotandose la descripcion de los sintomas o su ausencia. Al final de cada ensayo, las
plantas retiradas de las macetas se lavaron cuidadosamente bajo el grifo para eliminar
los restos de tierra, se dejaron secar superficialmente en un papel de filtro y se observo
la sintomatologia del sistema radical. Ademas, se hicieron aislamientos en APD de
trozos de raiz, corona y peciolo de las plantas muertas, las plantas con sintomas y de

plantas asintomaticas, asi como de las testigo no inoculadas.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) de acuerdo con
un disefio completamente al azar. Previamente se realizdé la transformacién angular
(arcoseno VY/100) de los datos porcentuales. La medias se compararon utilizando el test

de minima diferencia significativa LSD (P=0,05).

Caracterizacion patogénica de los aislados mediante amplificacion especifica

Los aislados de F. oxysporum caracterizados anteriormente mediante test de
patogenicidad, también fueron analizados para determinar la presencia o ausencia de los

genes que codifican para el factor de transcripcion fif1 y el marcador molecular fofra.
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La extraccion de ADN gendmico de los aislados se realizd como se ha explicado
anteriormente en este capitulo. La amplificacion por PCR de un fragmento del gen fif1
se realizo segin Goémez-Lama (2012) y se llevéd a cabo en un volumen total de 25 pL
conteniendo 2,5 pL de tampon BIOTAQ™ (Bioline) 1x, 3 mM de MgCl,, 0.2 uM de
cada uno de los cebadores (Tabla 1.4), 0,2 mM de cada dNTP, 0,6 U de ADN polimerasa
BIOTAQ™ (Bioline) y 50 ng de ADN genémico. Las reacciones se realizaron en un
termociclador MJ Research PTC-100 (Bio-Rad) con un programa de desnaturalizacion
inicial de 5 min a 94°C, seguido de 40 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 65°C y 2 min a
72°C. Los productos de amplificacion (796 pb) se separaron mediante electroforesis en

gel de agarosa al 1% en TAE 0.5x (Sambrook y col., 1989 tesis CGL).

La amplificaciéon por PCR del fragmento fofra se realiz6 segin Suga y col.,
(2013), en un volumen final de 10 pL conteniendo tampon BIOTAQ™ (Bioline) 1x, 2
uM de cada uno de los cebadores (Tabla 1.4), 2,5 U de DNA polimerasa BIOTAQ™
(Bioline) y 50-100 ng de ADN genomico. La reaccion se llevo a cabo en las condiciones
de 2 min a 94°C y 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 63°C y 1 min a 72°C. Los
productos de amplificacion (239 pb) se separaron mediante electroforesis en gel de

agarosa al 2,5% en TAE 0.5x (Sambrook y col., 1989 tesis CGL).

Como controles negativos se usaron mezclas de reaccion sin ADN molde. Los
geles se tifieron con RedSafe™ (Intron Biotechnology) y se visualizaron en un
transiluminador. Como marcador de peso molecular se usé una escalera de 100 pb

(Intron Biotechnology).

Tabla 1.4: Cebadores usados en este estudio para la deteccion del factor de
transcripcion fif1 y el marcador molecular fofra en aislados de Fusarium oxysporum

Cebadores Secuencia (57-3) Tamafio Region Referencia
B5 CGTTTCCCTACTAGATCACACCCA 796 pb A Ramos y
M17.5% GCTCCTGTATCTCCTCGGAG col., 2007

FofraF CAGACTGGGGTGCTTAAAGTT Suga y col.,

239 pb fofra

FofraR AACCGCTAGGGTCGTAACAAA 2013
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Analisis muestras de agua

Durante el Gltimo afio de muestreo se tomaron muestras de agua de riego en las
fincas de Palos de la Fra. y Cartaya. El agua se filtré con ayuda de una jeringa a través
de un filtro de 0,45 um. A partir de estas muestras se extrajo el ADN gendmico total
mediante el kit de extraccion PowerSoil® DNA Isolation Kit de MoBio con
modificaciones del primer paso. Antes de comenzar la extraccion, el filtro ain humedo
se cortd en en pequefios segmentos que se colocaron en los ‘Bead Tube’ incluidos en el
kit. Posteriormente, el proceso continué segun instrucciones del fabricante. La
concentracion de ADN se determind en un espectofotometro ND-100 NanoDrop
(NanoDrop Products, Wilmington, DE). EI ADN obtenido se utilizé para detectar y

cuantificar, mediante PCR en tiempo real el oomiceto P. cactorum.

RESULTADOS

Deteccion y cuantificacion de F. oxysporum, M. phaseolina y P. cactorum en

muestras de suelo

Suelos de viveros de altura de Castillay Leon

Los resultados de los aislamientos de muestras de suelo en medio de cultivo
semiselectivo mostraron que Fusarium spp. se detectd en los suelos de viveros de las
tres provincias analizadas, siendo los niveles de aproximadamente el doble en los suelos
sin desinfestar que en los desinfestados en la provincia de Segovia y muy similares en la
provincia de Valladolid y en suelos desinfestados de Avila. Este sistema de analisis
demostré una baja sensibilidad de deteccion de M. phaseolina, ya que no se detecto
este patdgeno en los suelos de viveros de altura desinfestados o no, durante la campafia
2011/12, aungue si se detecté mediante PCR en tiempo real. Al disponer de una

herramienta molecular para la deteccion sensible y especifica de M. phaseolina, F.
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oxysporum y P. cactorum se desestimo el analisis de suelo por métodos tradicionales en

las siguientes campanas.

Los resultados de deteccion y cuantificacion de F. oxysporum en suelos de
viveros de altura mediante PCR en tiempo real mostraron que existen poblaciones de
este hongo en los suelos donde se producen las plantas de fresa. La cantidad de F.
oxysporum en las parcelas de viveros pertenecientes a las provincias de Segovia y
Valladolid fue menor en suelos desinfestados con 1,3-D+CP (1,3
dicloropropeno+cloropicrina, 61:35) que en los no desinfestados de las mismas fincas
en las tres campafas analizadas (Fig. 1.1A). En cambio, en los suelos de viveros de la
provincia de Avila, la cantidad de ADN de F. oxysporum fue mayor en suelos
desinfestados con MetamNa (N-metildiocarbamato de sodio) o Dazomet (Tetrahidro-
3,5-dimetil-1,3,5-tiadiazina-2-tiona) que en no desinfestados en esa misma finca y
periodo (Fig.l.1A). Los niveles de F. oxysporum en suelos de viveros de altura durante
los tres afios variaron entre 35,9 y 1845 pg ADN /g suelo y 75,8 y 11260,0 pg ADN /g

suelo en suelos no desinfestados.

En viveros de la provincia de Segovia solo se detectdé M. phaseolina en suelos
desinfestados con 1,3-D+CP el tercer afio de prospeccion y a niveles muy bajos (1,2 pg
ADN/g suelo). En las provincias de Avilay Valladolid, este patdgeno se detect6 en los
tres afios de prospecciones con valores variables, independientemente de si los suelos
estaban o no desinfestados (Fig 1.1B). Los niveles de M. phaseolina en suelos de
viveros de altura durante los tres afios variaron entre 3,5y 109 pg ADN /gy 115y

275,6 pg ADN /g suelo en suelos no desinfestados

P. cactorum sélo se detectdé en suelos sin desinfestar, el primer afio de
prospecciones en viveros de la provincia de Valladolid y el tercer afio en las provincias
de Segovia y Avila con niveles que variaron entre 6,3 y 6992,0 pg ADN/g suelo. No se
detectd P. cactorum en suelos desinfestados con 1,3-D+CP, MetamNa o Dazomet

ningun afio de prospeccion (Fig. 1.1C).
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Figura 1.1. Cantidad de ADN de A) Fusarium oxysporum, B) Macrophomina
phaseolina y C) Phytophthora cactorum por gramo de suelo detectada mediante PCR
en tiempo real en viveros de altura pertenecientes a las provincias de Segovia, Avila y
Valladolid durante tres campafias consecutivas (2011/12, 2012/13 y 2013/14).
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Suelos de campos de produccion de la provincia de Huelva

F. oxysporum se detecto en todos los campos de produccion analizados incluso
en los suelos desinfestados antes de la plantacion. Los niveles aumentaron a lo largo de
cada campafia de produccion en todas las fincas y, en el caso de Palos de la Fra.,
también aumentaron a lo largo de las tres campafas (Fig I.2A). Los niveles de F.
oxysporum en los campos de produccion variaron entre 0,0014 y 6,25 ng/g suelo en
suelos preplantacion y entre 0,00032 y 9,60 ng/g suelo en suelos postplantacion M.
phaseolina también se detectd en las fincas analizadas de las dos localidades, y los
niveles del patdgeno fueron superiores al final de la campafia, a pesar de que en algunas
fincas no se detectd M. phaseolina en suelos desinfestados pre-plantaciéon (Fig. 1.2B).
Los niveles de este patdgenos variaron entre 0,0013 y 1,35 ng/g suelo en suelos
preplantacion y entre 0,0029 y 2,41 ng/g suelo en suelos post-plantacion. P. cactorum se
detectd a niveles del orden de 1000 veces inferiores que los otros dos patdgenos y
variaron entre 11 y 24,3 pg/g suelo en suelos preplantacion y 11 y 50,1 pg/g suelo en
suelos postplantacion. No se detectd P. cactorum en la finca de Cartaya en la primera
campafia (2011-2012), aunque si en las dos posteriores. Los niveles del patdgeno
también aumentaron a lo largo de cada campafia en las fincas de las dos localidades, a

excepcion de la ultima campafia en la finca de Cartaza (Fig. 1.2C).
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Figura 1.2. Cantidad de ADN de A) Fusarium oxysporum, B) Macrophomina
phaseolina y C) Phytophthora cactorum por gramo de suelo detectada mediante PCR en
tiempo real en suelos de viveros de altura pertenecientes a las provincias de Segovia,
Avila y Valladolid durante tres campafias consecutivas (2011/12, 2012/13 y 2013/14).
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Deteccién y cuantificacién de F. oxysporum, M. phaseolina y P. cactorum en

material vegetal

Plantas madre prebase

No se detectdé M. phaseolina ni P. cactorum en ninguna de las plantas madre
prebase analizadas a lo largo de las tres campafias, por ninguno de los métodos de
deteccion utilizados (aislamiento a partir de tejido en medio de cultivo y PCR en tiempo
real). En cambio, se aisl6 Fusarium spp. de un 11,7%, 9,4% y un 12,0% de las plantas
analizadas en los afios 2011, 2012 y 2013, respectivamente (Fig. 1.3A) de los cuales se
identificaron un 3,5%, 1,6% y 3,6% como F. oxysporum cuando se analizaron mediante

PCR en tiempo real (Figura 1.3B).
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Figura 1.3. Porcentaje de plantas madre infectadas con Macrophomina phaseolina,
oomicetos / Phytophthora cactorum y Fusarium spp. / Fusarium oxysporum detectadas
durante los tres afios consecutivos (2011, 2012 y 2013) de prospeccion, mediante
aislamiento en medio de cultivo (A) y PCR en tiempo real (B), respectivamente.

Plantas hija certificadas

Los resultados de los aislamientos de tejidos de las plantas hija en medio de
cultivo, mostraron que antes de su plantacion, el 0,8%, 8.5%, 3.5% de las plantas se
encontraban infectadas con con oomicetos y el 16,9%, 16,5% y 30% con Fusarium spp.,
durante las campafas en 2011, 2012 y 2013, respectivamente (Fig. 1.4A). Mediante

PCR tiempo real se comprobd que P. cactorum estaba presente en el 1,2 %, 3% y 15,4%
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y F. oxysporum en el 5%, 9,5% y 18% de las plantas analizadas en 2011, 2012 y 2013,
respectivamente. No se detectd6 M. phaseolina en ninguna de las plantas hija en los tres

afios analizados por ninguno de los métodos de deteccion utilizados (Fig. 1.4B).
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Figura 1.4. Porcentaje de plantas hija infectadas con Macrophomina phaseolina,
oomicetos / Phytophthora cactorum y Fusarium spp. / Fusarium oxysporum detectado
durante tres afios consecutivos (2011, 2012 y 2013), mediante las técnicas de
aislamiento en medio de cultivo (A) y PCR en tiempo real (B), respectivamente.

Plantas muertas en los campos de produccion de fruto

Los resultados de los analisis de plantas muertas durante las campafas 2011/12 y
2012/13 en los macrotineles de Cartaya sembrados con plantas de fresa ‘Sabrina’
indicaron que la muerte de las plantas se concentr6 en el mes de mayo y fue

principalmente causada por M. phaseolina y Fusarium spp. (Figura 1.5A).

En esta misma localidad, en el macrotinel sembrado con plantas de fresa
‘Fortuna’, se registraron plantas muertas a lo largo de toda la campana en 2012/13 y
2013/14, principalmente durante los meses de enero a mayo, siendo este Gltimo mes el
que presentd el mayor nimero de muertes. En este caso, de las plantas muertas se
aislaron Fusarium spp. y oomicetos. M. phaseolina solo se aislé de las plantas muertas

en los meses calidos, principalmente en mayo (Figura 1.5B).

En la finca de Palos de la Fra., durante la primera campafia, se cultivd la

variedad Fortuna. Fue la campafia que mayor muerte de plantas registrd de las tres
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analizadas. Las plantas murieron a lo largo de toda la campafia con un incremento
considerable de plantas muertas en el mes de mayo. De los tejidos de estas plantas se
aislaron oomycetes y Fusarium spp., ademéas de M. phaseolina en el mes de mayo
(Figura 1.6A). Durante las dos siguientes campafias se cultivé la variedad Splendor. En
estas campafias el nimero de plantas muertas fue mucho menor y se concentrd
principalmente en el mes de mayo durante la campafia 2012/2013. Estuvo provocada en
mas de la mitad de los casos por M. phaseolina, correspondiendo el resto a oomycetes y
Fusarium spp. (Figura 1.6B). En la campafia 2013/2014, la baja tasa de muerte de
plantas se repartio entre los meses de marzo y abril, ya que a principios del mes de
mayo se retiraron la totalidad de las plantas del invernadero y no se tomaron datos sobre

muerte de plantas en ese mes (Figura 1.6C).
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Figura 1.5. Numero de plantas muertas de las variedades Sabrina (A) y Fortuna (B) en tres macrotineles de campos de produccion de
fruto de fresa en la localidad de Cartaya (Huelva) durante tres campafias consecutivas: 2011/12, 2012/13 y 2013/14.
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Caracterizacién molecular de los aislados

De las prospecciones realizadas en viveros de altura y campos de produccion de
fruto se obtuvieron para su caracterizacion 93 aislados de Fusarium spp, 21 aislados de
M. phaseolina y 13 aislados de oomicetos, de los cuales se obtuvieron cultivos
monospdricos. Los resultados de la identificacion mediante amplificacion y posterior
secuenciacion de un fragmento del factor de elongacion EF-1a (cebadores EF1 y EF2)

de los aislados de Fusarium spp., se recogen en la Tabla I.5.

Tabla 1.5. Lista de aislados de Fusarium spp. utilizados en este trabajo, indicando su

identificacion a nivel de especie y el afio, localidad, fuente y cultivar de procedencia.

Especie Afio” Localidad  Fuente®  Cultivar® Aislado®

F. Oxysporum f. sp. i Japon i i MAFF
fragariae 305557

F. oxysporum f.sp. i Japon i i MAFF
fragariae 305558

F. oxysporum f.sp. i Japon i i MAFF
fragariae 712071

F. oxysporum f.sp. i Japon i i MAFF
fragariae 727510

F. oxysporum f.sp. i Japon i i MAFF
fragariae 744009

F. oxysporum f.sp. NRRL

fragariae i EEUU i i 26438

F. oxysporum f. sp. ATCC

fragariae i EEUU i i 18138

F. oxysporum 2008/09 Moguer Planta - G2-4

F. proliferatum 2008/09 Moguer Planta - G3-1
F. solani 2010/11 Moguer Suelo - TOR-01

F. oxysporum 2010/11 Moguer Suelo - TOR-02
F. oxysporum 2010/11 Moguer Suelo - TOR-03
F. oxysporum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-04
F. oxysporum 2010/11 Moguer Suelo - TOR-06
F. solani 2010/11 Moguer Suelo - TOR-07

F. incarnatum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-09
F. solani 2010/11 Moguer Raiz - TOR-11

F. oxysporum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-12
F. tricinctum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-17

F. oxysporum 2010/11 Moguer Corona - TOR-19
F. acuminatum 2010/11 Moguer Corona - TOR-22
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F. proliferatum 2010/11 Moguer Corona - TOR-23

F. acuminatum 2010/11 Moguer Corona - TOR-24
F. oxysporum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-25
F. acuminatum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-26
F. oxysporum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-27
F. acuminatum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-28
F. oxysporum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-29
F. oxysporum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-30
F. oxysporum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-31
F.acuminatum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-32
F. oxysporum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-43
F. oxysporum 2010/11 Moguer Corona - TOR-44
F. equiseti 2010/11 Moguer Corona - TOR-45
F. acuminatum 2010/11 Moguer Corona - TOR-53
F. proliferatum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-55
F. oxysporum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-56
F. acuminatum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-57
F. commune 2010/11 Moguer Raiz - TOR-58
F. oxysporum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-60
F. oxysporum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-84
F. oxysporum 2010/11 Moguer Raiz - TOR-85
F. oxysporum 2011/12 Segovia Corona Splendor TOR-109 V
F. proliferatum 2011/12 Avila Corona  San Andreas TOR-115 111
F. commune 2011/12 Avila Corona  San Andreas TOR-115 IV
F. oxysporum 2011/12 Avila Corona  San Andreas TOR-115V
F. oxysporum 2011/12 Avila Raiz ~ San Andreas  TOR-116 |
F. commune 2011/12 Avila Raiz San Andreas TOR-116 IV
F. avenaceum 2011/12 Palos de la Fra. Corona Fortuna F-POST 2
F. oxysporum 2011/12  Palos de la Fra. Raiz Fortuna F-POST 3
F. oxysporum 2011/12 PalosdelaFra. Raiz Fortuna F-POST 5
F. oxysporum 2011/12  Palos de la Fra. Raiz Fortuna F-POST 6
F. avenaceum 2011/12 Palosde laFra.  Raiz Fortuna F-POST 7
F. avenaceum 2011/12 Palos de la Fra. Corona Fortuna F-POST 10
F. oxysporum 2011/12 PalosdelaFra. Raiz Fortuna F-POST 11
F. oxysporum 2011/12 Palos de la Fra. Corona Fortuna F-POST 13
F. equiseti 2011/12 Palos de la Fra. Corona Fortuna F-POST 15
F. avenaceum 2011/12  Palos de la Fra. Corona Fortuna F-POST 16
F. avenaceum 2011/12  Palos de la Fra. Corona Fortuna F-POST 18
F. oxysporum 2011/12 Palosde laFra.  Raiz Fortuna F-POST 19
F. avenaceum 2011/12 Palos de la Fra. Corona Fortuna F-POST 20
F. oxysporum 2011/12  Palos de la Fra. Raiz Fortuna F-POST 21
F. oxysporum 2011/12 PalosdelaFra. Raiz Fortuna F-POST 30
F. avenaceum 2011/12  Palos de la Fra. Raiz Fortuna F-POST 35
F. oxysporum 2011/12 PalosdelaFra. Raiz Fortuna F-POST 36
F. avenaceum 2011/12 Palos de la Fra. Corona Fortuna F-POST 40
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F. avenaceum 2011/12 Palos de la Fra. Corona Fortuna F-POST 41
F.avenaceum 2011/12  Palos de la Fra. Corona Fortuna F-POST 43
F. avenaceum 2011/12 Palos de la Fra. Corona Fortuna F-POST 48
F. solani 2011/12 Cartaya Corona Sabrina F-POST 81
F. oxysporum 2011/12 Cartaya Corona Sabrina F-POST 82
F. oxysporum 2011/12 Cartaya Corona Sabrina F-POST 83
F. oxysporum 2011/12 Cartaya Corona Sabrina F-POST 84
F. oxysporum 2011/12 Cartaya Corona Sabrina F-POST 85
F. oxysporum 2011/12 Cartaya Raiz Sabrina F-POST 86
F. proliferatum 2011/12 Cartaya Corona Sabrina F-POST 90
F. oxysporum 2011/12 Cartaya Corona Sabrina F-POST 91
F. oxysporum 2011/12 Cartaya Raiz Sabrina F-POST 92
F. solani 2012/13 Moguer Corona Fortuna TOR-393
F. solani 2012/13 Moguer Suelo - TOR-397
F. solani 2012/13 Moguer Suelo - TOR-725
F. solani 2013/14 - - - TOR-743
F.proliferatum 2012/13 Cartaya Corona Fortuna F-POST 117
F. oxysporum 2012/13 Cartaya Corona Fortuna F-POST 140
F. oxysporum 2012/13 Cartaya Corona Fortuna F-POST 143
F. commune 2012/13 Cartaya Corona Fortuna F-POST 153
F. oxysporum 2012/13 Cartaya Corona Fortuna F-POST 162
F. solani 2012/13 Cartaya Raiz Fortuna F-POST 164
F. solani 2012/13 Cartaya Corona Sabrina F-POST 169
F. oxysporum 2012/13 Cartaya Corona Sabrina F-POST 170
F. oxysporum 2012/13 Cartaya Corona Sabrina F-POST 172
F. solani 2012/13 Palos de la Fra. Corona Splendor F-POST 174
F. solani 2012/13 Cartaya Corona Fortuna F-POST 176
F. oxysporum 2012/13 Palos de la Fra. Corona Splendor F-POST 179
F. solani 2012/13 - Raiz Camarosa E 111

% MAFF: aislados procedentes del Ministerio de Agricultura, Silvicultura y Pesca de Japén
(Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries of Japan); ATCC: aislados procedentes de la
coleccién americana de cultivos tipo (American Type Culture Collection); NRRL: aislados
procedentes de la coleccidn del servicio de investigacién agricola de cultivos tipo de EEUU
(Agricultural Research Service Culture Collection); G: aislados cedidos por el Dr. Francisco
Arroyo; TOR: aislados cedidos por la Dra. Berta de los Santos; F-POST: aislados obtenidos en
las prospecciones realizadas durante esta tesis doctoral

®(-): dato desconocido

Los resultados de la identificacion mediante amplificacion y posterior
secuenciacion de un fragmento del factor de elongacion EF-1la (cebadores EF446 y
EF1035) de los aislados caracterizados morfoldégicamente como M. phaseolina, se

recogen en la Tabla I.6.
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Tabla 1.6. Aislados de Macrophomina phaseolina utilizados en este trabajo

Especie Afo Localidad Fuente Cultivar Aislado®
M. phaseolina 2006 Gibraledn Corona - M1
M. phaseolina 2006 Gibraledn Corona Coral M2
M. phaseolina 2006 Gibraledn Corona - M3
M. phaseolina 2008 Gibraledn Corona - M16
M. phaseolina Ar 178/09
M. phaseolina F59/09
M. phaseolina F315/11
M. phaseolina ZOJiO/l TOR99
M. phaseolina 20121/ 1 Cartaya Corona Sabrina MAC 1
M. phaseolina 20121/1 Cartaya Raiz Sabrina MAC 2
M. phaseolina 20121/1 Cartaya Corona Sabrina MAC 3
M. phaseolina 20121/1 Cartaya Corona Sabrina MAC 4
M. phaseolina 20121/1 Cartaya Raiz Sabrina MAC 5
M. phaseolina 20121/1 Cartaya Corona Sabrina MAC 6
M. phaseolina 20121/1 Cartaya Raiz Sabrina MAC 7
M. phaseolina 20121/1 Cartaya Corona Sabrina MAC 9
M. phaseolina 20121/1 Cartaya Raiz Sabrina MAC 10
M. phaseolina 20121/1 Cartaya Corona Sabrina MAC 11
M. phaseolina 20121/1 Cartaya Raiz Sabrina MAC 12
M. phaseolina 20121/1 Cartaya Corona Sabrina MAC 13
M. phaseolina 20121/1 Palos de la Fra. Raiz Fortuna MAC 14

& M: aislados cedidos por el Dr. Manuel Avilés; Ar y F: aislados cedidos por D. Juan Bascén;
TOR: aislado cedido por la Dra. Berta de los Santos; MAC: aislados obtenidos en las

prospecciones realizadas durante esta tesis doctoral

®(-): dato desconocido

Los resultados de la identificacion mediante amplificacién y posterior

secuenciacion de la region ITS1 del ADN ribosomal (cebadores ITS6 y ITS7) de los

aislados caracterizados morfoldégicamente como oomicetos, se recogen en la Tabla 1.7.
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Tabla 1.7. Oomicetos aislados de una finca comercial de Palos de la Frontera (Huelva)
durante la campafia 2011/12.

Especie Fuente Cultivar Aislado
Viveros
Pythium rostratifingens Marifrancis Candonga PF 149
Raiz
Phytophthora cactorum Raiz Fortuna PF 236
Phytopythium litorale Corona Fortuna PF 239
Phytophthora cactorum Peciolo Fortuna PF 241A
Phytophthora cactorum Corona Fortuna PF 252
Phytophthora cactorum Corona Fortuna PF 253
Phytophthora cactorum Corona Fortuna PF 254
Phytophthora cactorum Corona Fortuna PF 255A
Phytophthora cactorum Corona Fortuna PF 255B
Phytophthora cactorum Raiz Fortuna PF 256
Phytophthora cactorum Corona Fortuna PF 275
Phytophthora cactorum Corona Fortuna PF 305
Phytopythium litorale Raiz Fortuna PF 320

Andlisis filogenético de los aislados

Las secuencias EF-1la del conjunto de los aislados de Fusarium spp. fueron
comparadas entre si para determinar las relaciones filogenéticas existentes entre ellos y
determinar la variabilidad de las poblaciones. Como resultado, se obtuvo un érbol
filogenético dividido en dos cluster principales: A y B (Fig. 1.7). El cluster A estaba
integrado por los aislados de F. solani. El cluster B incluia el resto de los aislados de
Fusarium spp. Dentro del cluster B se distinguian, a su vez, dos clusters: B1 y B2. El
cluster B1 estaba formado por tres ramas, a saber: el cluster B11, constituido por los
aislados de F. oxysporum; el cluster B12 que incluia los aislados de F. commune; vy el
cluster B13 constituido por aislados de F. proliferatum. Dentro del cluster B2 se
distinguian dos clusters: B21 constituido por aislados de F. equiseti y F. incarnatum y

B22 que incluia aislados de F. tritinctum, F. acuminatum y F. avenaceum.

F. solani presentd la mayor diversidad nucleotidica intrapoblacional de las
especies de Fusarium analizadas (Tabla 1.8) y la especie que mostré la mayor distancia
geneética con el resto de las especies de Fusarium (Tabla 1.9). La mayor distancia

genetica se establecio entre las especies de F. solani y F. acuminatum.
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El anélisis filogenético de la region EF-la de los aislados de M. phaseolina
demostro una escasa variabilidad entre estos aislados, en el que se distinguieron tres
haplotipos que diferian tan solo en un nucledtido (Figura 1.8). Por tanto, la variabilidad

nucleotidica intrapoblacional calculada fue muy baja (m= 0.002 + 0.001).

El anélisis filogenético de la region 1TS1 de los aislados oomicetos separé a las
poblaciones en tres clusters bien diferenciados. El cluster A estaba formado por todos
los aislados de P. cactorum entre los que se detect6 s6lo un haplotipo y por tanto, una
variabilidad nucleotidica nula en la poblacién. Las especies de Phytopythium y Pythium

se separaron en clusters By C (Figura 1.9).
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Figura 1.7. Arbol filogenético ML (Maximum Likelihood) de 93 aislados de distintas
especies de Fusarium procedentes de plantas de fresa y suelos de cultivo, basado en la
secuencia parcial del gen del factor de elongacion la (EF1-o). Los niimeros en los
internodos representan >70% confiabilidad (bootstrap 1.000 réplicas)
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Tabla 1.8. Diversidad nucleotidica de las distintas especies de Fusarium aisladas de
suelo y material vegetal del cultivo de la fresa durante tres campafias de cultivo,
calculadas en base a la secuencia del factor de elongacion-1la (EF-1a) por el método de
Maéxima Probabilidad (Tamura y col., 2004).

Especie de Fusarium

Diversidad nucleotidica ()

F. oxysporum
F. acuminatum
F. avenaceum
F. commune
F. proliferatum

F. solani

0.009 + 0.002
0.005 + 0.002
0.007 + 0.002
0.002 + 0.001
0.007 +0.002
0.022 + 0.003

Tabla 1.9. Distancias genéticas entre las distintas especies de Fusarium aisladas de
suelo y material vegetal del cultivo de la fresa durante tres campafas de cultivo,
calculadas en base a la secuencia del factor de elongacion-lo (EF-1a) por el método de
Maxima Probabilidad (Tamura y col., 2004)°.

S % S @ g
= £ &8 = E§ %
Especie de Fusarium & = S £ 2 S
< 3 g 3 S 2
© @ ®© g = N
L W L L W
F. oxysporum 0.015 0.015 0.007 0.014 0.011
F. acuminatum 0.171 0.007 0.015 0.015 0.015
F. avenaceum 0.170 0.033 0.015 0.015 0.015
F. commune 0.041 0.156 0.163 0.014 0.010
F. proliferatum 0.088 0.176 0.174 0.070 0.016
F. solani 0.197 0.244 0.238 0.197 0.210

*En negro se indica la distancia genética y en azul el error estandar.
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Figura 1.8. Arbol filogenético de 21 aislados de Macrophomina phaseolina procedentes
de plantas de fresa y suelos de cultivo de la provincia de Huelva, basado en la secuencia
parcial del gen del factor de elongacion 1o (EF1-a) siguiendo el modelo Jukes-Cantor
(bootstrap 500 réplicas). Se incluyen la secuencia de dos aislados tomados del
GenBank (n° acceso KF553897 y KF226710).
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Figura 1.9. Arbol filogenético de 13 aislados oomicetos procedentes de plantas de fresa
de la provincia de Huelva, basado en la secuencia ITS1 del ADN ribosomal siguiendo el
modelo de Maxima Probabilidad (ML) (bootstrap 500 réplicas). La diversidad
nucleotidica intrapoblacional = 0

Caracterizacion patogénica de los aislados mediante test de patogenicidad

Los aislados de Fusarium spp. testados en el experimento 1 (Tabla 1.10) no
mostraron diferencias significativas respecto el control, en cuanto al porcentaje de
necrosis en corona. Pero las plantas inoculadas con un aislado de F. oxysporum (TOR-
27) y con dos de F. commune (TOR-115 IV y TOR-116 IV) emitieron una mayor
proporcion de raices nuevas que el resto, incluidas las no inoculadas (P=0,0250) (Tabla
1.10).

Los aislamientos realizados al final del experimento mostraron que los aislados
de F. oxysporum (TOR 115 V y F-POST 3) y el aislado de F. proliferatum (TOR-115
I11) fueron capaces de penetrar las plantas y llegar a la altura de la corona. El resto de
los aislados se recuperaron principalmente de las raices. En el caso de las plantas testigo

no se reaislo ningn Fusarium spp.
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Tabla 1.10. Patogenicidad de aislados de Fusarium spp. en plantas de fresa "Camarosa’
(Experimento 1)*

. Necrosis corona (%) Raices nuevas (%6)
Aislados (NS) (P=0,0250)
Control 25+£25 55,0 £9,6 cd
F. oxysporum
TOR-04 50+5,0 494+80d
TOR-19 0,0+0,0 63,1 + 4,9 abcd
TOR-27 0,0+0,0 75,6 5,4 ab
TOR-115V 0,0+0,0 56,3 + 3,7 bed
F-POST 3 0,0+0,0 63,8 + 3,8 abcd
F-POST 6 0,0+0,0 70,6 £ 5,7 abc
F. commune
TOR-115 IV 0,0+0,0 80,0+51a
TOR-116 IV 19+13 75,6 £53ab
F. proliferatum
TOR-115 Il 0,0+0,0 66,6 = 11,5 abcd

¥Cada valor de la tabla es la media con el error estandar de ocho repeticiones (plantas). EI ANOVA se
realiz6 previa transformacidn angular de los datos porcentuales. Cada valor de la tabla es la media con el
error estandar de ocho repeticiones (plantas). NS: no hubo diferencias significativas entre las medias.
Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segun el test LSD (P < 0,05).

Los aislados de F. oxysporum y F. proliferatum analizados en el experimento 2
no mostraron sintomas de enfermedad con respecto al control. En cambio, el aislado de
F. solani (TOR-1) causé la muerte de tres de las ocho plantas inoculadas, ocasiond el
mayor porcentaje (P=0,0001) de necrosis en corona y disminuy6 la emision de raices
nuevas (P=0,0013) (Tabla I.11).

Los aislamientos llevados a cabo tras finalizar el experimento mostraron que
todos los aislados analizados fueron capaces de penetrar las plantas a través de las raices
y alcanzar la corona y el peciolo. A partir de las plantas testigo no se aislé ningun

Fusarium spp.
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Tabla 1.11. Patogenicidad de aislados de Fusarium spp. en plantas de fresa "Camarosa’
(Experimento 2) ®

Necrosis corona (%) Raices nuevas (%) Plantas muertas

Aislados
(P=0,0001) (P=0,0013) (%)
Control 0,0+0,0b 73,1+17,1ab 0
F. oxysporum
F- POST 19 0,0+£00b 63,8+151b
F-POST 30 06+£06Db 88,1+70a
F. solani
TOR-01 238+99a 425+36,5¢ 37.5
F. proliferatum
TOR-23 19+09b 47,0 £24,1 bc 0

#Cada valor de la tabla es la media con el error estandar de ocho repeticiones (plantas). EI ANOVA se
realizd previa transformacion angular de los datos porcentuales. Cada valor de la tabla es la media con el
error estandar de ocho repeticiones (plantas). NS: no hubo diferencias significativas entre las medias.
Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segln el test LSD (P < 0,05).

En el experimento 3, el aislado de F. solani (TOR-11) ocasioné (P=0,0332) el
mayor porcentaje de necrosis en corona y causé la muerte de tres de las ocho plantas
inoculadas (Tabla 1.12). El aislado G2-4 de F. oxysporum también indujo la muerte de
dos de las ocho plantas inoculadas y pequefias lesiones necrdticas en las coronas de las
plantas inoculadas (Tabla 1.12). El resto de los aislados de F. oxysporum y de F.
proliferatum evaluados en este experimento el experimento 5-1 no ocasionaron
sintomas (Tabla 1.12).

Los aislamientos llevados a cabo tras finalizar el experimento mostraron que
todos los aislados evaluados fueron capaces de penetrar las plantas a través de las raices
y alcanzar la corona y el peciolo, excepto el aislado TOR-19 que sélo fue reaislado a
partir de las raices. Los aislamientos realizados a partir de las plantas no inoculadas

(control) resultaron negativos en cuanto a presencia de Fusarium spp.
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Tabla 1.12. Patogenicidad de aislados de Fusarium spp. en plantas de fresa "Camarosa’
(Experimento 3) ®

Necrosis corona (%)  Raices nuevas (%) Plantas muertas

Aislados (P=0,0332) (NS) (%)
Control 0,0+£00b 85,6 +4,3 0
F. oxysporum

ATCC 18138 06+06b 775+3,1 0

G2-4 56+5,0ab 81,9+53 25

TOR-19 06+06b 725+72 0

TOR-109 V 0,0+£00b 80,0+6,1 0

F-POST 11 0,0+£00b 788+ 34 0

F-POST 13 31+16ab 75675 0

F. solani

TOR-11 106+55a 60,6 £ 12,0 37.5

F. proliferatum 0
G3-1 06+06Db 76,9+ 84 12.5

#Cada valor de la tabla es la media con el error estandar de ocho repeticiones (plantas). EI ANOVA se
realiz6 previa transformacion angular de los datos porcentuales. Cada valor de la tabla es la media con el
error estandar de ocho repeticiones (plantas). NS: no hubo diferencias significativas entre las medias.
Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segln el test LSD (P < 0,05).

Los aislados de Fusarium spp. testados en el experimento 4 no mostraron
sintomas de enfermedad con respecto al control. Las diferencias en cuanto al porcentaje
de necrosis en corona no fueron significativas y el porcentaje de raices nuevas fue
mayor (P=0,0025) en el caso del aislado TOR-116 (Tabla 1.13).

El aislado TOR-115 fue el Unico capaz de penetrar en la planta hasta nivel de
peciolo. El resto de los aislados mostraron un bajo nivel de infeccién (menos de la
mitad de las plantas inoculadas). En el caso de las plantas testigo no se reaislo ningin

Fusarium spp.
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Tabla 1.13. Patogenicidad de aislados de Fusarium spp. en plantas de fresa "Camarosa’
(Experimento 4)

_ Necrosis corona (%) Raices nuevas (%)
Aislados
(NS) (P=0,0025)
Control 0,6 +0.6 58,8 + 6,7 bc
TOR-115 mezcla 6,3+ 2,6 57,5+5,3bc
TOR-115 masal 6,9+6,2 46,3+9,4c¢c
TOR-116 mezcla 0,0+£0,0 80,6 +3,2a
TOR-116 masal 06+06 788+49a
F-POST 8 1,3+0,8 62,5+ 4,5 abc
F. oxysporum
TOR-31 0,6+0,6 73,1+8,3ab
F-POST 21 0,0+£0,0 55,0 £ 7,6 bc
F-POST 36 0,6+0,6 725+7,0ab
F. avenaceum
F-POST 18 1,3+0,8 719+40ab

#Cada valor de la tabla es la media con el error estandar de ocho repeticiones (plantas). EI ANOVA se
realiz6 previa transformacién angular de los datos porcentuales. Cada valor de la tabla es la media con el
error estandar de ocho repeticiones (plantas). NS: no hubo diferencias significativas entre las medias.
Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segln el test LSD (P < 0,05).

En el experimento 5, el aislado de F. solani (F-POST 81) fue el Unico capaz de
(P=0,0001) ocasionar necrosis en corona, disminuir el peso fresco (P=0,0003) y causar
la muerte de tres de las ocho plantas inoculadas (Tabla 1.14). El resto de los aislados

analizados en este experimento no ocasionaron sintoma (Tabla 1.14).

Los aislamientos llevados a cabo tras finalizar el experimento mostraron que
todos los aislados analizados fueron capaces de penetrar las plantas a través de las
raices, pero solo el aislado de F. solani F-POST-81 fue reaislado a partir de muestras de
corona y peciolo. Los aislamientos realizados a partir de las plantas no inoculadas

(control) resultaron negativos en cuanto a presencia de Fusarium spp.

69



Tabla 1.14. Patogenicidad de aislados de Fusarium spp. en plantas de fresa "Camarosa”
(Experimento 5)

Necrosis Raices nuevas Peso fresco Plantas
Aislados corona (%) (%) () ml(J(%;tas
(P=0.0001) (NS) (P=0.0003)
Control 14+14a 67,1 +6,4 15.7+18a 0
F. oxysporum
TOR-84 43+206a 63,1+ 7,7 198+18a 0
F. solani
TOR-07 00+00a 475+84 158+18a 0
E-POST 81 38,1+118hb 36,3+16,4 8.1+18Db 37.5

#Cada valor de la tabla es la media con el error estandar de ocho repeticiones (plantas). EI ANOVA se
realiz6 previa transformacién angular de los datos porcentuales. Cada valor de la tabla es la media con el
error estandar de ocho repeticiones (plantas). NS: no hubo diferencias significativas entre las medias.
Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segun el test LSD (P < 0,05).

En el experimento 6 Unicamente se testaron aislados de F. solani. El Unico
aislado que no mostro sintomas de enfermedad fue el aislado F-POST 164. El resto de
aislados testados si causaron enfermedad y difirieron significativamente en su
patogenicidad sobre plantas de fresa "Camarosa’, determinada tanto por la severidad de
las necrosis en corona (P=0,0001), como por el porcentaje de raices nuevas emitidas
(P=0,0003) vy el peso fresco total de las plantas (P=0,0001) (Tabla 1.15). Los aislados
que resultaron mas virulentos, ocasionando la muerte de mas de la mitad de las plantas
inoculadas, fueron TOR-393, TOR-397, TOR-725 y F-POST 169.

Los resultados de los aislamientos mostraron que todos los aislados inoculados
fueron capaces de penetrar en la planta hasta nivel de peciolo. En el caso de las plantas

testigo no se reaislo ningun Fusarium spp.
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Tabla 1.15. Patogenicidad de aislados de Fusarium spp. en plantas de fresa "Camarosa’

(Experimento 7)

Necrosis Raices nuevas Peso fresco Plantas
Aislados corona (%) (%) () mt(;g/(r);as
(P=0.0001) (P=0.0003) (P=0.0001)
Control 0.3+0.0a 995+0.0a 35.0+16a 0
F. solani
TOR-393 86.8+7.1d 05+0.0d 23+0.2c 100
TOR-397 43.8 +14.1 bc 376+18.1cd 9.4 +3.8bc 62.5
TOR-725 53.1 +14.6 bc 25.3+16.2 cd 6.8+ 2.9bc 75
fposT 164 11t06a  87.1:105ab  34.0:26a 0
F-POST 169 46.3 +14.3 bc 25.3+16.2 cd 6.9+29bc 75
E-POST 174 53.0+17.7 cd 471 +17.7c 12.1+4.1b 50
F-POST 176 53.1 £ 14.7 bed 50.0 £ 18.7 bc 9.0+2.4bc 50
EN 21.3+9.6ab 50.0 £ 50.0 bc 12.7+35b 50

#Cada valor de la tabla es la media con el error estandar de ocho repeticiones (plantas). EIl ANOVA se
realiz6 previa transformacidn angular de los datos porcentuales. Cada valor de la tabla es la media con el
error estandar de ocho repeticiones (plantas). NS: no hubo diferencias significativas entre las medias.
Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segun el test LSD (P < 0,05).

En el experimento 7, los aislados de F. oxysporum MAFF 723510, NRRL 26438
y F-POST 140 ocasionaron mayor porcentaje de necrosis en las coronas (P=0,0001),
emitieron menor proporcion de raices nuevas (P=0.0001) y disminuyeron
significativamente el peso fresco de las plantas (P=0,0001), y ademas causaron la
muerte de un alto porcentaje de plantas inoculadas (100, 62,5 y 37,5, respectivamente).
Con el aislado F-POST 166 no se observd ningdn tipo de sintomas, pero produjo la
muerte de una de las plantas inoculadas. En el caso de los aislados F-POST 153, F-
POST 170 y F-POST 179 s6lo se observé una reduccion significativa en el peso fresco
total de las plantas inoculadas con respecto al control (P=0,0001), pero ninguno de ellos
provoco otros sintomas. El resto de los aislados analizados no mostraron sintomas de

enfermedad con respecto al control (Tabla 1.16).

Los aislamientos llevados a cabo tras finalizar el experimento mostraron que los
aislados MAFF 723510 y NRRL 26438 fueron capaces de penetrar en las plantas y

alcanzar niveles de peciolo. En cambio, el resto de los aislados aunque penetraron en las
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plantas, se establecieron principalmente a nivel de corona. Los aislamientos realizados a

partir de las plantas no inoculadas (control) resultaron negativos en cuanto a presencia

de Fusarium spp.

Tabla 1.16. Patogenicidad de aislados de Fusarium spp. en plantas de fresa "Camarosa’

(Experimento 7)?

Necrosis Raices nuevas Peso fresco Plantas
Aislados corona (%) (%) (@) ml(f/g ;tas
(P=0.0001) (P=0.0001) (P=0.0001)
Control 0.0+00a 43.8+3.2ab 82+08a 0
F-POST 166 5.0%+5.0ab 40.6 £ 6.8 abc 7.0+ 0.6 abcd 12.5
F. oxysporum
MAFE 723510 ©6-25+16.5¢ 16.9+5.0d 16+02f 100
NRRL 26438 18:8%14.0 b 20.0+35cd 15+03f 62.5
F-POST 140 16:3%121 b 319+9.3cd 55+ 0.7 cde 37.5
F-POST 143 0.0+0.0a 38.1+3.9abc 7.3+ 0.6 abc 0
F-POST 162 0.0+00a 538*45a 7.0 £ 0.5 abcd 0
F-POST 170 0.0+0.0a 30.0+4.2bc 44+04¢e 0
F-POST 172 0.0+00a 43.1+3.0ab 6.8 £ 0.6 abcd 0
E-POST 179 0.0+0.0a 43.1+3.9ab 5.4+0.6de 0
F. commune
E-POST 153 1.0 00a 38.8+3.9abc 6.3+ 0.7 bed 0
F. proliferatum
F.pOST 117  44*44ab 53.8+3.2a 7.6+0.8ab 0

#Cada valor de la tabla es la media con el error estandar de ocho repeticiones (plantas). EI ANOVA se
realiz6 previa transformacion angular de los datos porcentuales. Cada valor de la tabla es la media con el
error estandar de ocho repeticiones (plantas). NS: no hubo diferencias significativas entre las medias.
Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segin el test LSD (P <0,05).

Amplificacion especifica de ftfl y fofra

Se detecto la presencia del gen ftf1 en todos los aislados de F. oxysporum que
resultaron patgenos en los tests de patogenicidad, asi como en el F. oxysporum f. sp.

lycopersici y f. sp. pisi de probada patogenicidad sobre sus huéspedes (tomate y
72



guisante, respectivamente), amplificAndose mediante PCR un fragmento del tamafio
esperado (796 bp). El aislado patdgeno F-POST 140 no se comprob6. Sin embargo, en
aislados cuya patogenicidad sobre plantas de fresa “Camarosa” resultd negativa, esta
amplificacion fue positiva en algunos casos y negativa en otros (Tabla 1.17).

Por el contrario, cuando se empled la pareja de cebadores FofraF/FofraR,
disefiados para amplificar el marcador molecular de patogenicidad fofra, sélo se detecto
el fragmento esperado de 239 pb en el aislado MAFF 744009 de F. oxysporum f. sp.
fragariae japonés. No se amplifico este fragmento en los aislados de F. oxysporun f. sp.
fragariae de EEUU de probada patogenicidad en fresa, ni en ninguno de los aislados
procedentes de campos de produccion de fruto de la provincia de Huelva,

independientemente de que hubieran resultado patogénicos o no (Fig. 1.10).
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MAFF 744009

Figura 1.10. Resultado de la amplificacion por PCR del fragmento fofra en aislados de
Fusarium oxysporum procedentes de campos de cultivo de fruto de fresa de la provincia
de Huelva y aislados de F. oxysporum f. sp. fragariae procedentes de EEUU (NRRL
2638 y ATCC 18138) y Japon (MAFF 744009. M: marcador de peso molecular 100 pb
(marca); C-: control negativo (sin ADN molde).

Tabla 1.17. Aislados de Fusarium oxysporum usados en este estudio, indicando los
resultados de los test de patogenicidad en plantas de fresa "Camarosa” y de las
amplificaciones por PCR de factor de transcripcion ftfl y del marcador molecular de

patogenicidad fofra.

Aislado” Patogenicidad ftfl fofra
MAFF 305557 ND + ND
MAFF 305558 ND + +
MAFF 712071 ND + ND
MAFF 727510 ND + ND

MAFF 744009 + + +
NRRL 26438 + + -
ATCC 18138 - + -
G2-4 - - -
TOR-02 ND - -

TOR-03 ND + -
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TOR-04 - + -

TOR-06 ND - -
TOR-12 ND - -
TOR-19 - - ND ND
TOR-25 ND ND ND
TOR-27 - + -
TOR-29 ND + ND
TOR-30 ND + -
TOR-31 - - + -
TOR-43 - + -
TOR-44 ND - -
TOR-56 ND - -
TOR-60 ND - -
TOR-84 - + -
TOR-85 - + -
TOR-109 V - ND ND
TOR-115V - ND ND
TOR-116 | ND ND ND
F-POST 3 - - -
F-POST 5 ND - -
F-POST 6 - - -
F-POST 11 - - -
F-POST 13 - + -
F-POST 19 - ND ND
F-POST 21 - + -
F-POST 30 - - -
F-POST 36 - - -
F-POST 82 - ND -
F-POST 83 - ND -
F-POST 84 - ND ND
F-POST 85 - ND ND
F-POST 86 - ND ND
F-POST 91 - ND -
F-POST 92 - ND -
F-POST 140 + ND -
F-POST 143 - ND -
F-POST 162 - ND -
F-POST 170 - ND -
F-POST 172 - ND -
F-POST 179 - ND -
Foly RAF 70 ND + -
Fopi 207 ND + -
Focic 7982 ND ND -

®MAFF: aislados procedentes del Ministerio de Agricultura, Silvicultura y Pesca de
Japon (Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries of Japan); ATCC: aislados
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procedentes de la coleccion americana de cultivos tipo (American Type Culture
Collection); NRRL.: aislados procedentes de la coleccién del servicio de investigacion
agricola de cultivos tipo de EEUU (Agricultural Research Service Culture Collection);
G: aislados cedidos por el Dr. Francisco Arroyo; TOR: aislados cedidos por la Dra.
Berta de los Santos; F-POST: aislados obtenidos en las prospecciones realizadas
durante esta tesis doctoral; Foly, Fopi y Focic: aislados cedidos por la Dra. Blanca
Landa, de probada patogenicidad sobre plantas de tomate, guisante y judia.

®(+): amplificacién positiva; (-): amplificacion negativa; y (ND): no determinado

DISCUSION

F. oxysporum se detectd en todos los suelos de viveros de altura analizados,
presentandose mayores niveles de indculo en suelos sin desinfectar que en los
desinfestados con 1,3D+CP. En cambio los suelos pertenecientes a la provincia de
Avila, desinfestados con metamNa o dazomet, mostraron niveles de F. oxysporum
superiores a los suelos sin desinfestar en esta misma provincia, e incluso a los suelos
desinfestados con 1,3D+CP en el resto de provincias en ese mismo afio, indicando la
baja eficacia de estos productos en la disminucion de los niveles de F. oxysporum en
suelo. La presencia de F. oxysporum en suelos desinfestados que van a ser dedicados al
cultivo de plantas de fresa puede explicar la deteccién de este hongo en las plantas hija
antes de su plantacion en los campos de produccion de fruto; presencia que ha ido
aumentando a lo largo de las tres campafas analizadas (5%, 9.5% y 18.0% de las
plantas analizadas en 2011, 2012 y 2013, respectivamente). Otro posible origen de F.
oxysporum en las plantas hija puede ser una infeccion previa en las plantas madre, en las
que también se detectd este hongo en el 3.5%, 1.6% y 3.6% de las plantas analizadas en

los afios 2011, 2012 y 2013, respectivamente.

Los dos campos de produccion analizados en la provincia de Huelva se
desinfestaron con el mismo agente quimico 1,3D+CP. En ambos casos se observd como
los niveles de inoculo de F. oxysporum en el suelo aumentaron a lo largo de las tres
campafias analizadas, y en el caso de Palos de la Fra. también aumentaron durante los

tres afios de estudio. Este resultado es indicativo de que los actuales métodos de
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desinfescidn del suelo no son suficientemente eficaces para disminuir las poblaciones de
F. oxysporum y que este hongo se va acumulando con el tiempo gracias a su capacidad
de formar estructuras de supervivencia de elevada persistencia en el tiempo. Aun asi, la
incidencia de plantas afectadas con Fusarium spp. ha dependido en gran medida de la
variedad de fresa que se cultiva cada afio. Los resultados de la incidencia de Fusarium
spp. en los campos de produccion analizados mostraron que se detectaron aislados de
Fusarium spp. en plantas ‘Fortuna’ a lo largo de toda la campafia de produccion de fruto
(desde diciembre/enero hasta mayo) y en cambio, en las variedades ‘Sabrina’ y

‘Splendor’, el nUmero de las plantas muertas se concentré en el mes de mayo.

Aungue los niveles de aislados patdgenos de F. oxysporum procedentes del
cultivo de la fresa durante las tres campafias analizadas no son alarmantes (sélo uno de
los 30 aislados testados resultd positivo en test de patogenicidad), creemos que es
necesario establecer un protocolo de alerta para la deteccion temprana de F. oxysporum
f. sp. fragariae. Se sabe que el uso de material vegetal infectado es una de las
principales causas del establecimiento de un nuevo patdégeno en un cultivo. En Espafia,
el material vegetal de partida para la obtencién de plantas madre procede en buena parte
de paises extranjeros, sobre todo EEUU, donde F. oxysporum f. sp. fragariae es un
patdgeno extendido y causa graves pérdidas en la produccién de fresa (Islas, 2012). A
pesar de los controles fitosanitarios existentes, F. oxysporum no estd dentro de los
hongos que deben ser detectados en el programa de certificacion de plantas de fresa.
Debido a ello, se podria producir una entrada de F. oxysporum f. sp. fragariae,
procedente de otros paises. Una vez establecido en los campos de produccion los
aislados patogenos podrian propagar la patogenicidad hacia los aislados de F.
oxysporum no patdgenos por transferencia horizontal de cromosomas (portadores de
genes de patogenicidad) (Ma'y col., 2010).

El hongo de suelo M. phaseolina no ha sido detectado en ninguna de plantas
madre prebase analizadas en los tres afios de analisis. Sin embargo, este patdgeno esta
presente en los suelos de viveros de altura pertenecientes a dos de las tres provincias
analizadas (Avila y Valladolid), incluso en aquellos campos sometidos a tratamientos
quimicos de desinfescion con 1,3D+CP, dazomet o metamNa. Anteriormente, M.
phaseolina nunca se habia referenciado en viveros de altura (Redondo y col., 2012). En

el caso de la provincia de Segovia solo se detect6 en la Gltima campafa (2013/14), a
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niveles muy bajos, en uno de los campos desinfestados analizados. El hecho de que no
se haya detectado M. phaseolina en ninguna de las plantas hija analizadas durante el
estudio puede ser debido a que los niveles de este hongo en suelo son muy bajos,
cuando son comparados con los de F. oxysporum y P. cactorum. En este sentido, estos
niveles podrian no ser suficientes para provocar infeccion en las plantas hija crecidas en
estos suelos, a pesar de que en los viveros de altura también se dan las condiciones
propicias de temperatura para que M. phaseolina sea infectivo (temperaturas >22°C con
un méaximo de capacidad infectiva entorno a los 32°C) (Fang y col., 2011). En cuanto a
los campos de produccién de fruto analizados en la provincia de Huelva, se observaron
plantas de fresa muertas por la Podredumbre carbonosa durante todos los afos de
estudio. Ademas, en los suelos de los campos de produccion se detectd una densidad de
indculo de M. phaseolina 50 veces mayor que en los suelos de viveros de altura. En
todos los campos analizados el nivel de in6culo fue menor en los suelos desinfestados
antes de la plantacién que en los suelos muestreados después de la campafia, pero esta
desinfescion no es del todo completa, puesto que en la mayoria de los campos quedé un
nivel residual de inéculo. Todo ello sugiere que el origen de las infecciones por M.
phaseolina en el cultivo de la fresa radica en los suelos de campos de produccién, donde
la desinfescion no parece ser lo suficientemente eficaz para controlar los niveles de este

patogeno.

P. cactorum es un hongo de suelo considerado como organismo nocivo que debe
estar excluido en las plantas certificadas de fresa, segin la normativa del Reglamento
técnico de control y certificacion de plantas de vivero de frutales (B.O.E. de 12 de
febrero de 2011). A pesar de que no se ha detectado en las plantas madre prebase
analizadas, si se ha detectado mediante PCR en tiempo real en un 1.3, 3.0 y 15.4% de
las plantas hija certificadas analizadas en 2011, 2012 y 2013, respectivamente. En
viveros de altura, este patdgeno no se ha detectado en suelos desinfestados antes de la
plantacion de fresa, pero si en suelos no desinfestados, por lo que los métodos de
desinfestacion en estos campos parecen ser los adecuados para la erradicacion del
patdgeno. En este sentido, la presencia de P. cactorum en plantas hija se podria explicar
por un fallo en la sensibilidad de los sistemas de deteccién de P. cactorum utilizados o
por una posible contaminacion del agua de riego, tal y como se ha evidenciado en otros

cultivos (Rivero y col., 2010; Bienaplf y Balci, 2014).
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En los campos de produccién de fruto de la provincia de Huelva, se puede
establecer una relacién entre la variedad de fresa cultivada durante una campafa y la
presencia de P. cactorum al final de la campafa e inicios de camparias posteriores. En
los muestreos de los suelos preplantacion desinfestados durante la campafia 2011/2012
no se detectd la presencia de P. cactorum en ninguna de las dos fincas analizadas. Al
finalizar esta primera campafia, encontramos que el nivel de P. cactorum en la finca de
Palos de la Fra. era de 3 pg ADN/g suelo y en cambio en la finca de Cartaya no se
detectd la presencia del patdgeno. Esto concuerda con el hecho de que en Palos de la
Fra. se aislaran oomicetos a partir de las plantas muertas durante la campafia y no a
partir de las plantas ‘Sabrina’ muertas en Cartaya durante esta campafia. En la siguiente
campafia analizada (2012/13) la presencia de P. cactorum en la finca de Cartaya sigue
siendo negativa, y en cambio en la finca de Palos de la Fra. encontramos un nivel de
indculo de 1,8 ng ADN P. cactorum/g suelo. Al terminar esta segunda campafia,
observamos que la cantidad de P. cactorum en el suelo de las fincas de Cartaya fue
bastante alta, lo cual concuerda con la presencia de oomicetos observada en las plantas
muertas de la variedad Fortuna sembradas durante esta campafia en uno de los
macrotineles analizados. Durante este mismo afio, en la finca de Palos de la Fra. se
sembrd la variedad Splendor. De las plantas muertas en diciembre se aislé un porcentaje
bajo de oomicetos, y el nivel alcanzado del patdgeno en el suelo subié de 1,8 a 2,5 ng
ADN/g suelo. En la ultima campafia de estudio, en Palos de la Fra. se volvieron a
sembrar plantas de fresa ‘Splendor’ y los niveles de indculo se comportaron de la
misma forma que en la campafia anterior. En el caso de Cartaya, en este Ultimo afio si se
detectaron grandes cantidades de indculo al inicio de la campafia, el cual probablemente
procedia de la campafa anterior y no fue completamente eliminado por medio de la
desinfestacion. Al final de la campafia no sube mas xq se retiraron las plantas antes??-->
en resultados?? Todo esto sugiere que las infecciones en los campos de produccion se
originan, a partir de las plantas hija procedentes de vivero y, posiblemente, a través del

agua de riego tal y como se detect6 en una de las camparias en la finca de Cartaya.

Ademas de la caracterizacion patogénica de los aislados de F. oxysporum
presentes en este trabajo, también se llevaron a cabo pruebas de patogenicidad con otros
aislados de Fusarium spp. En este sentido, se han encontrado aislados de: plantas hija,

de plantas en produccion muertas y de suelos de campos de produccion, pertenecientes a
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F. solani, entre los cuales nueve de los once testados resultaron patdégenos en los test de
patogenicidad realizados en plantas de fresa ‘Camarosa’. De esta forma, a partir de este
trabajo se referencio a F. solani como un nuevo patogeno detectado en el cultivo de la

fresa en Esparia (Pastrana y col., 2014).

De los cuatro aislados de F. oxysporum previamente referidos como patdgenos
de fresa e incluidos en este estudio, sélo tres: uno americano, otro japonés y el ultimo
espafiol (NRRL 26438, MAFF 744009 y G2-4, respectivamente) confirmaron su
patogenicidad en nuestros tests. Pero el aislado G2-4 no lleg6 a ser tan virulento como
los dos anteriores, o los aislados de F. solani patégenos. En cambio, el aislado
americano ATCC 1813 no mostrd ningin signo de patogenicidad en los ensayos
realizados. No se conoce con claridad cual es la causa de que este aislado, de
patogenicidad anteriormente confirmada, no haya resultado patégeno en nuestros
experimentos, pero no es la primera vez que sucede algo parecido con aislados de F.
oxysporum. Weeb y col., 2013 proponen dos posibles explicaciones a este hecho. La
primera de ellas se basa en las diferencias en la metodologia de inoculacion y la
segunda, en la forma en la que los aislados son almacenados o mantenidos. En el caso
del aislado espafiol, no se observan grandes diferencias en cuanto a la metodologia,
aunque si parece que existieron diferencias en las condiciones de crecimiento de las
plantas durante el experimento. En el caso del aislado americano, se desconoce tanto la
metodologia como la forma de almacenamiento, pero lo que queda claro es que es
necesario encontrar buenos métodos de almacenamiento y mantenimiento de F.
oxysporum f.sp. fragariae que no alteren su patogenicidad y agresividad. Ademas, se ha
referido en otros trabajos la existencia de genes “prescindibles” de virulencia en
cromosomas de F. oxysporum. Se desconoce el mecanismo por el cual se pierde este
ADN prescindible y la gran frecuencia con la que esto sucede en aislados procedentes
del campo (Funnell y col., 2002). EI genoma de F. oxysporum esta constituido por un
grupo de cromosomas conservados en todos los aislados (‘core’), y un grupo de
pequefios cromosomas polimorficos que confieren patogenicidad y especificidad por el
huésped (cromosomas LS ‘Linage Specific’). Los cromosomas LS estan ausentes en F.
oxysporum no patdgenos y se pueden transferir horizontalmente entre linajes distintos
de F. oxysporum confiriendo patogenicidad a los aislados que lo reciben (Ma y col.,

2013). Del mismo modo, un aislado patégeno puede perder los cromosomas LS cuando
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no los requiera, y por tanto la patogenicidad (p.e. después de muchas réplicas sucesivas
en medios de cultivo ricos en nutrientes). En este sentido, la transferencia horizontal de
los factores relacionados con la especificidad de huésped, entre aislados de F.
oxysporum procedentes de linajes genéticamente diferentes, puede explicar el aparente
origen filogenético de la especializacion de huésped y la rapida emergencia de nuevos
linajes patogénicos procedentes de fondos genéticos distintos e incompatibles (Ma y
col., 2010).

En el presente estudio se ha disefiado una sonda TagMan® para la deteccion
especifica y cuantificacion de F. oxysporum en muestras de suelo y extractos crudo de
material vegetal mediante PCR en tiempo real. Anteriormente, ya se disefid un
protocolo para esta misma deteccion en muestras de ADN extraido a partir de suelo y de
plantas mediante PCR en tiempo real usando la quimica SYBR®Green (Jiménez-
Ferndndez y col., 2010). Las sondas TagMan® fueron disefiadas para mejorar la
especificidad de la reaccion y aumentar la fiabilidad de la cuantificacion gracias a la
unién complementaria de la sonda especifica. Ademas, otras de las ventajas de la
quimica TagMan® es que las sondas pueden ser marcadas con diferentes fluoroforos, lo
cual permite la deteccidn de varios patdgenos en una misma reaccion (Aroca y col.,
2008; Bilodeau y col., 2009). De esta forma, se podria utilizar una sola reaccién de

multiplex PCR para la deteccién de los tres hongos patdgenos estudiados en esta tesis.

Existen estudios que reportan técnicas moleculares capaces de diferenciar
aislados de F. oxyporum patdgenos de los no patdgenos. Algunos de ellos se basan en la
deteccion de genes reguladores que se expresan de forma especifica en los primeros
estadios de la infeccion, como por ejemplo el gen que codifica para el factor de
transcripcion ftfl (Ramos y col., 2007). En este sentido, Gomez-Lama, 2012 puso de
manifiesto que todos los aislados de F. oxysporum f. sp dianthi de alta virulencia,
independientemente de la raza, contienen el gen ftfl como se demostré mediante
amplificacion por PCR y que en la gran mayoria (23 de un total de 25) de los aislados
de baja virulencia no se detecta dicho gen. En nuestro caso, se detectd la presencia de
este factor en todos los aislados reportados como virulentos (en fresa, en guisante y en
tomate) a excepcion de G2-4, pero ademas también se detecté en ocho de los 13
aislados testados como no virulentos en test de patogenicidad. De este modo, no se

encontrd relacion entre la presencia del gen ftfl y la patogenicidad de los aislados de F.
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oxysporum de fresa, aunque la presencia de un gen no necesariamente implica su
expresion. En este estudio, no consideramos relevante analizar la relacion entre el
numero de copias de ftfl y el grado de agresividad de los aislados, tal y como se ha
descrito en otros trabajos realizado con F. oxysporum f. sp. phaeoli (Ramos y col.,
2007; Vega-Bartol y col., 2011) o con F. oxysporum f. sp. dianthi (Gomez-Lama,
2012), ya que en nuestro caso no se encontraron niveles de agresividad diferentes entre

los aislados.

La presencia del marcador molecular fofra tampoco parece ser una buena
herramienta para la discriminacion entre aislados patégenos y no patégenos de F.
oxysporum en fresa. La especificad de la técnica desarrollada por Suga y col., 2013 en
los aislados de F. oxysporum f. sp. fragariae procedentes de Japon no generd falsos
negativos, es decir, todos los aislados japoneses analizados amplificaron la region fofra.
En cambio, no fue especifica para los aislados patégenos procedentes de Espafia y
EEUU. Aunque en el sentido contrario, Suga y col., 2013 también encontraron
incongruencias en su misma técnica, puesto que encontraron aislados positivos en
presencia del marcador y negativos en test de patogenicidad. Los autores de estos
cebadores dan tres posibles explicaciones a esta controversia. La primera de ellas se
atribuye a que es posible que existan diferencias en la agresividad de los aislados de F.
oxysporum f. sp. fragariae y que los aislados con baja agresividad pueden no ser
detectados cuando se ha usado un solo cultivar de plantas de fresa en los test de
patogenicidad, como es nuestro caso (cv. Camarosa). La segunda, como ya se comentd
anteriormente en esta discusion, es la pérdida de patogenicidad durante las sucesivas
réplicas en medio de cultivo enriquecido. La ultima de las posibilidades que mencionan,
y que se clarifica en este estudio, es que existe una alta diversidad genética entre los
aislados de F. oxysporum f. sp. fragarie (Suga y col., 2013) y en el estudio realizado por
Suga y col., 2013 sélo se tuvieron en cuenta los aislados japoneses. Por ello, seria
conveniente realizar un estudio mas amplio con aislados de origenes geograficos

diferentes.

Después de todo lo analizado anteriormente, creemos que las técnicas
establecidas en este estudio son lo suficientemente rapidas y sensibles como para ser
incluidas en los programas de seleccion fitosanitaria y en el andlisis de plantas madre e

hija antes de su siembra en viveros de produccion de plantas de fresa, o0 en campos de
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produccion de fruto, respectivamente. Ademas, los desinfestantes de suelo utilizados
parecen no ser los adecuados para la erradicacion de los patdgenos en los campos de
cultivo, por lo que habria que considerar el uso de nuevas alternativas de control. En el
caso de la deteccién de P. cactorum en el agua de riego de los campos de produccién de
fruto, se deberia de considerar la realizacion de un estudio mucho mas exhaustivo que

ayude a clarificar la circulacién de este patdgeno en los sistemas de riego.
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CAPITULO 1.

DETECCION SIMULTANEA DE TRES HONGOS PATOGENOS
DE FRESA MEDIANTE HIBRIDACION MOLECULAR NO
RADIOACTIVA USANDO UNA POLISONDA

INTRODUCCION

La deteccion del patdgeno en etapas tempranas de la infeccidn constituye una de
las principales vias de control de las enfermedades de plantas. Los métodos basados en
la observacion de la sintomatologia y en los aislamientos tradicionales del patogeno
pueden ser indicativos del patégeno o grupo de organismos que estan implicados en una
enfermedad. Sin embargo, para un diagnostico definitivo, se requiere la utilizacion de
otros métodos, rapidos, especificos y de suficiente sensibilidad como para garantizar
una identificacion mas precisa del agente causante de la infeccion. Durante los ultimos
afios, los métodos de deteccion y diagnostico se han basado en la hibridacion de acidos
nucleicos o la amplificacion selectiva de fragmentos del genoma mediante la utilizacion
de cebadores especificos. En el caso de la certificacion de plantas, donde lo importante
es la deteccién de los patdgenos y no su cuantificacion, se estan abriendo paso las
técnicas de hibridacion molecular con sondas especificas no radioactivas, ya que la
deteccion multiple de patdégenos (mas de tres) mediante PCR en tiempo real es un
proceso muy complejo debido al solapamiento de los espectros de emisiéon de los
fluordforos y la interaccion de los distintos oligonucledtidos (cebadores y sondas) en la

reaccion de amplificacion.

La hibridacion molecular sobre soporte sélido se utilizé por primera vez como
método de diagnosis en el caso de patdgenos tipo viroide (Owens y Diener, 1981) y
posteriormente, se aplicd a la deteccion de virus de RNA y DNA en tejidos vegetales
(Garger y col., 1983; Maule y col., 1983). EI método mas comun de hibridacion
molecular es la denominada hibridacion tipo dot-blot basada en la aplicacion directa de
los &cidos nucleicos sobre un soporte sélido (membranas de nylon o nitrocelulosa) y su
posterior hibridacion con sondas de secuencia complementaria a la secuencia a detectar.

El marcaje de la sondas permite la visualizacion de las moléculas hibridadas mediante
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diferentes métodos de deteccion. Hasta hace poco, la mayoria de las técnicas de
hibridacion desarrolladas en biologia molecular utilizaban sondas marcadas con
precursores radioactivos (fundamentalmente 3P y *S), pero debido a los riesgos
inherentes que conlleva el uso de la radioactividad, y a la dificultad de su utilizacion en
sistemas de diagndstico rutinario, el uso de sondas marcadas radioactivamente quedd
restringido a laboratorios muy especializados por lo que se comenzo a trabajar en el
desarrollo de metodos de deteccion utilizando precursores marcados no

radioactivamente (Pallas y col., 1997).

La utilizacion de precursores no radioactivos para marcar los acidos nucleicos ha
permitido que la técnica de hibridacion molecular sea cada vez mas utilizada en el
campo de la diagnosis. Entre estos precursores no radioactivos, los méas usados son los
derivados de las moléculas de biotina y digoxigenina, siendo la biotina la primera
molécula utilizada para marcar no radioactivamente &cidos nucleicos (Forster y col.,
1985) y aplicada en el diagndstico de virus (Habili y col., 1987) y viroides (Candresse y
col., 1990), pero la presencia de biotina endogena en la planta o la presencia de
glicoproteinas que unen biotina puede producir un inaceptable ruido de fondo. Por ello,
en los ultimos afios se ha extendido de forma muy importante el uso del esteroide de
origen vegetal digoxigenina como precursor para marcar acidos nucleicos de forma no
radioactiva. Esta molécula se une mediante un brazo espaciador de siete residuos de
carbono a nucleotidos de uridina, los cuales son incorporados a la molécula que servira

como sonda.

Habitualmente, en la hibridacion molecular no radioactiva se pueden utilizar dos
tipos de sondas. En el caso de las sondas de DNA, el nucleétido marcado es incorporado
a la molécula utilizando cebadores al azar, o mediante la técnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). En las sondas de RNA, el nucle6tido marcado es
incorporado mediante una reaccion de transcripcion in vitro utilizando la RNA
polimerasa adecuada. También pueden utilizarse como sondas oligonucledtidos
marcados enzimaticamente en su extremo 3. Una vez hibridada la sonda, la utilizacion
de un anticuerpo frente a la molécula de digoxigenina, conjugado con una enzima
(fosfatasa alcalina o peroxidasa), permite la posterior visualizacion usando el substrato

adecuado (colorimétrico, quimioluminiscente, bioluminiscente o fluorescente).
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Para reducir en tiempo y dinero el analisis de las muestras, se han desarrollado
técnicas de hibridacion molecular no radioactiva capaces de detectar simultaneamente
hasta diez sondas. En primer lugar, se desarrollaron para procesos de certificacion en
plantas de tomate (Saldarelli y col., 1996), para la deteccion de virus patdgenos en
clavel (Sanchez-Navarro y col., 1999) y en la deteccion de llarvirus que afectan a
frutales de hueso (Saade y col., 2000). En todos los casos, la mezcla de las
correspondientes sondas individuales no redujo la sensibilidad de la deteccion en
comparacion con las sondas individuales. Otra alternativa estudiada para la deteccion
multiple ha sido el uso de polisondas (Herranz y col., 2005). Esta estrategia implica la
clonacién, en tandem, de las secuencias parciales de cada patdégeno diana y permite la
sintesis de una Unica sonda llamada polisonda. Las polisondas han sido desarrolladas
para detectar dos, cuatro y hasta seis virus de plantas de tomate (Herranz y col., 2005;
Aparicio y col., 2008), cuatro viroides de naranjo (Cohen y col., 2006) y ocho virus y
dos viroides patogenos en frutales de hueso (Peird y col., 2011). En todos estos casos, se
confirmé que el uso de las polisondas es comparable al de las sondas individuales en

términos de sensibilidad y especificidad.

Hasta el momento, esta técnica no se ha utilizado para la deteccion de patdgenos
de plantas distintos a virus y viroides. Durante este trabajo, hemos desarrollado una
estrategia de deteccion multiple de hongos patégenos para el cultivo de la fresa (F.
oxysporum f. sp. fragarie, M. phaseolina y Verticillium dahliae), la cual podria
implementarse en programas de certificacion de plantas de fresa.

OBJETIVO
Disefio de una polisonda para la deteccion simultanea de los hongos patdgenos de fresa

F. oxysporum f. sp. fragarie, M. phaseolina y V. dahliae mediante hibridacion

molecular no radioactiva.
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MATERIALES Y METODOS

Material fungico
Se utilizaron aislados monosporicos crecidos en PDA, raspados y almacenados

en tubos a -80°C (Tabla II.1).

Tabla IL.1. Aislados fungicos utilizados para el disefio de sondas marcadas con
digoxigenina para hibridacion molecular.

Especie Aislado Procedente de

Ministerio de Agricultura, Silvicultura y

Fusarium oxysporum f. sp. fragariae  MAFF 744009
Pesca de Japon

Fusarium oxysporum F-POST 143 Este trabajo
Macrophomina phaseolina MAC-9 Este trabajo
Botryosphaera dothidea - Universidad de Cordoba
Verticillium dahliae F-52 Sanidad vegetal (Huelva)
Verticillium alboatrum CECT2693 Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo

Material vegetal

Se utilizaron plantas de fresa lavadas bajo el grifo, desinfectadas en una solucién
de hipoclorito de sodio al 1%, enjuagadas en agua destilada, secadas a temperatura

ambiente en papel de filtro estéril y almacenadas en bolsas Bioreba a -80°C (Tabla I1.2).
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Tabla I1.2. Plantas utilizadas para el disefio de sondas marcadas con digoxigenina para
hibridacion molecular.

Cultivar de fresa Infectada por Procedente de
Camarosa Fusarium oxysporum f. sp. fragariae Inoculacion artifical
Fortuna Macrophomina phaseolina Inoculacion artificial
Splendor Verticillium dahliae Campo de cultivo (Huelva)
Camarosa Planta sana Cultivo de meristemo in vitro

Extraccion de acidos nucleicos totales

Las extracciones de acidos nucleicos se realizaron a partir de 0.4 g del micelio
crecido de los hongos y de 1 g de tejido de raiz, corona y peciolo de las plantas
infectadas. Para ello, el material se pulveriz6 en un mortero con nitrégeno liquido. Tras
transferir el material a un tubo de microcentrifuga previamente enfriado con nitrégeno
liquido, se afiadi6 un volumen del tamp6n de extraccion (Glicina 0,35 M, NaOH 48
mM, NaCl 034 M, EDTA 40 mM y SDS al 4%), un volumen de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25/24/1) y se agité durante 2 min en un agitador
tipo vortex. Tras centrifugar a 14.000 rpm durante 10 min a 4°C se recupero el
sobrenadante y se afiadio un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25/24/1)
y se agitd en un agitador tipo vértex. Este Gltimo paso se repitid dos veces mas.
Porsteriormente, se tomo el sobrenadante y se afiadio 1/20 volumenes de AcNa 3M pH
5,2 y 2,5 volumenes de EtOH absoluto. Esta mezcla se incub6 a -20°C durante 30 min.
Transcurrido este tiempo, se centrifugd a 14.000 rpm durante 10 min a 4°C. Se elimino
el sobrenadante y el precipitado se resuspendio en 100 ul de agua estéril, utilizando 10
ul para su visualizacién en geles de agarosa-TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM) al
1% (p/v).
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Disefio y elaboracion de sondas marcadas con digoxigenina

Amplificacién y digestion de regiones especificas de F. oxysporum f. sp. fragariae, M.

phaseolinay V. dahliae

La amplificacion de la region especifica seleccionada para cada uno de los
hongos en estudio se llevd a cabo con la pareja de cebadores modificados y las
condiciones de ciclado reportadas para cada uno de ellos (Tabla I1.3). La modificacion
de los cebadores utilizados consistié en afiadir en el extremo 5’ la secuencia CACA
ademas del sitio de corte de la enzima Xhol (CTCGAG) o Sall (GTCGAC) (cebador
directo o reverso, respectivamente). Los productos amplificados se analizaron en geles
de agarosa al 1% en tampo6n TAE 1X con 0,05 ul de bromuro de etidio y se visualizaron
en un transiluminador “Vilber Lourmat, ECX-20-M”. El marcador de peso molecular
utilizado fue la escalera de 1Kb (Thermo Scientific). Posteriormente, los productos se
purificaron mediante extraccion con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol y
acetato sddico (Sambrook y col., 1989).

La reaccion de digestion se realizé en un volumen final de 30 uL, utilizando 15
U de cada enzima (Xhol y Sall, Thermo Scientific) y 1x de tampén O (Thermo

Scientific). La mezcla se incubd a 37°C durante 2 h para su digestion.

Ligacion

Los productos de PCR purificados y digeridos se sometieron a una reaccion de
ligacion con el vector pBluescript®SK(+/-) phagemid (pSK) (Agilent) previamente
digerido con la enzima de restriccion Xhol y desfosforilado. La reaccion de ligacion
para cada hongo se realizé en un volumen final de 5 uL, utilizando 1 pL del inserto
correspondiente, 0.5 uL del vector pSK y 0.5 uL de la enzima DNA ligasa (1-3 U/uL,

Promega). La mezcla de ligacion se incubo a 16°C durante al menos 2 h.

Transformacion de las células competentes y purificacion del plasmido recombinante.

Para la preparacion de células competentes se utilizo la cepa de E. coli DH5q, de

alta frecuencia de transformacién y que permite la seleccion de los clones
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recombinantes por el crecimiento de colonias blancas (ausencia de coloracion azul) al
utilizar como substrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactopiranésido
(X-gal). EI método utilizado para la preparacion de células competentes fue el descrito
por Sambrook y col., (1989). Alicuotas de 50 ul de células competentes almacenadas a -
70°C fueron transformadas con 2,5 ul de la mezcla de ligacién para cada hongo
mediante electroporacion a 1400 voltios (BioRad® Gene Pulse Xcell Electroporation
System). A continuacion, las mezclas de ligacion se incubaron con 300 uL de medio
Luria-Bertani (LB, Bacto-triptona 1% (p/v), Bacto-extracto de levadura 0,5% (p/v),
NaCl 1% (p/v), pH 7,0) a 37°C durante 30 min. Finalmente, se sembraron 150 pl del
cultivo en placas de medio LB sélido suplementado con 50 mg/mL de ampicilina y 30
ul de X-gal (20 mg/mL) como substrato cromogénico. Las placas se incubaron en

posicion invertida durante toda la noche a 37°C.

Para la seleccion de las colonias transformadas con el inserto esperado se llevo a
cabo un anélisis por PCR en un termociclador Mastercycler Pro (Eppendorf) a partir de
una porcion de la colonia bacteriana pinchada por un palillo de dientes estéril e
introducido en el cdctel de reaccion de PCR. Estas reacciones se llevaron a cabo en un
volumen de 5 pl, conteniendo 5 pM de cada cebador (directo del plasmido pSK y
reverso del fragmento insertado), 1x tampdn GoTag® Green MasterMix (Promega), 20
mM MgCl, 2 mM dNTPs y 0.03 U GoTaqg® DNA polimerasa (Promega). Tras el
analisis en gel de agarosa, se seleccionaron como positivas aquellas colonias que
presentaron el tamafio de inserto esperado.

Las colonias seleccionadas se inocularon en 5 mL de medio LB liquido
suplementado con 50 pg/mL de ampicilina. Los cultivos se crecieron durante toda la
noche a 37°C en agitacion, se centrifugaron a 6000 rpm durante 30 s a temperatura
ambiente, se descarto el sobrenadante y se procedio a la purificacion de los plasmidos
recombinantes, portadores de los insertos correspondientes, mediante el kit comercial
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific), siguiendo las indicaciones del

fabricante.

Digestion de los plasmidos recombinantes para comprobar el sentido del inserto
La reaccion de digestion de los plasmidos se llevd a cabo en un volumen final de

10 pL, utilizando 0.4 U de la enzima Apal (Thermo Scientific) y 0.2 U de la enzima
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Xhol (Thermo Scientific), 1x de tampén G (Thermo Scientific) y 2.5 uL de los
plasmidos purificados. La reaccién de digestion se llevo a cabo durante 1 h a 37°C. Los
productos de la reaccion se visualizaron en un gel de agarosa-TAE al 1%. Ademas, los
plasmidos recombinantes se secuenciaron con el cebador directo del plasmido (5°-
GTAAAACGACGGCCAGT-3") (Servicio secuenciacion IBMCP) para confirmar la

clonacion correcta de los insertos.

Digestion y desfosforilacion de los plasmidos recombinantes

La reaccion de digestion de los plasmidos se llevo a cabo en un volumen final de
30 pL, utilizando 2 pL del plasmido seleccionado, 15 U de la enzima Xhol (Thermo
Scientific) y 1x del tampdn R. La mezcla se incubd a 37°C durante 2 h. Los productos
se purificaron mediante extraccion con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol y
acetato sdédico (Sambrook et al., 1989). A continuacion, el plasmido digerido y
purificado se desfosforilé en un volumen final de 15 pl conteniendo 1.5 pl del tampon
10 x y 1.5 ul de la enzima fosfatasa alcalina FastAP (Promega Corp). La reaccion de
desfosforilacion se incub6 durante 10 min a 37°C, tras lo cual se procedio a inactivar la
fosfatasa incubando la reaccion a 75°C durante 10 min. El plasmido linearizado y
desfosforilado se purificé con fenol-cloroformo y posterior precipitacion con etanol y

acetato sodico (Sambrook et al., 1989).

Marcaje de las sondas con digoxigenina

Como se describié previamente por Mas y col., 1993 y Pallas y col., 1998, se
uso un microgramo del plasmido linearizado con la enzima de restriccion Xhol, 10 x del
tampdn de transcripcién, 0.5 pl de la mezcla de nucleétidos 10 x (ATP, CTP, GTP 10
mM, UTP 7,5 mM, dig-UTP 2,5 mM), 0.5 pl del tampédn de transcripcion 10 x, 6 U de
inhibidor de RNasa A RiboLock (Thermo Scientific) y 17,5 U de la ARN polimerasa T7
(Takara Bio Inc.) en un volumen final de 5 pL. La reaccion se incubo durante 2 h a
37°C. El producto resultante se analizé posteriormente en gel de agarosa-TAE al 1% y
tincion con bromuro de etidio.

Un microlitro del producto de la transcripcion se diluy6 en 10 mL de solucién de

hibridacién para su uso en el proceso de hibridacion.
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Amplificacion de las muestras de estudio

La amplificacion de los fragmentos especificos de los hongos a partir de micelio
0 material vegetal obtenidos en apartados anteriores se realizdé en un volumen final de
10 pL, utilizando 1 x del tampon MyTaq™ HS (Bioline), 1 x DMSO (Bioline), 3 uM de
los cebadores (par de cebadores individual o mezcla de cebadores total) (Tabla 11.4),
0.15 uL. ADN polimerasa MyTaq™ HS (Bioline) y 50-60 ng acidos nucleicos de la
muestra. Las reacciones se realizaron en un termociclador MJ Research PTC-100 (Bio-
Rad) con un programa de desnaturalizacion inicial de 3 min a 95°C, seguido de 30
ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 64°C y 15 s a 72°C. Los productos de amplificacion se
separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE 0.5x (Sambrook y
col., 1989).

Para comprobar la especificidad de las sondas, se utiliz6 como control negativo
el hongo genéticamente mas cercano al patdgeno a analizar. Como control negativo de
F. oxysporum f. sp. fragarie se us6 un aislado no patégeno de F. oxysporum de fresa (F-
POST 143). En el caso de M. phaseolina, el control negativo utilizado fue el hongo B.
dothidea, y en el caso de V. dahliae. el hongo V. alboatrum.
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Tabla 11.3. Secuencias de cebadores usados en este estudio para la obtencidn de sondas especificas para la deteccion de Fusarium oxysporum f.
sp. fragariae, Macrophomina phaseolina, Verticillium dahliae.

Organismo Cebadores Secuencia (5°-3°) Tamarno Gen diana Referencia
Fusarium Fofra_ps-F CACACTCGAGCAGACTGGGGTGCTTAAAGT 239 pb Elemento Modificado de Suga 'y
oxysporum Fofra_ps-R CACAGTCGACTTTGTTACGACCCTAGCGGTT transponible col., 2013
: ~150 p
phaseolina MpTq_ps-R CACAGTCGACCTGTCGGAGAAACCGAAGAC col., 2011
Verticillium dahliae  V9-F929-947_ps  CACACTCGAGGCCGTTTCCCGTTACT ~200 pb IGS . I\godlflcad:) d2e012
Vd-R1076-1094 ps CACAGTCGACTTTCGCTAGGCCTTCTGACG lodead'y col.,

®Las secuencias sefialadas en rojo y azul corresponden al sitio de corte de las enzimas de restriccion Xhol y Sall, respectivamente

Tabla 11.4. Secuencias de cebadores usados en este estudio para la amplificacion del fragmento especifico a hibridar sondas especificas para la
deteccion de Fusarium oxysporum, Macrophomina phaseolina, Verticillium dahliae.

Organismo Cebadores Secuencia (5°-3’) Tamarfo Gen diana Referencia

Fofra-F CAGACTGGGGTGCTTAAAGTT Elemento

Fusarium oxysporum Fofra-R AACCGCTAGGGTCGTAACAAA 239 pb transponible

Sugay col., 2013

. . MpTqg-F GCCTTACAAGGGTCTCGTCAT
Macrophomina phaseolina 150 pb SCAR Babu y col., 2011

MpTg-R CCCTTGGCGATGCCGATA

Verticillium dahlia Vd-F929-947  CGTTTCCCGTTACTCTTCT ~200 pb IGS Bilodeau y col., 2012

Vd-R1076-1094 GGATTTCGGCCCAGAAACT
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Hibridacion molecular con sondas marcadas con digoxigenina

Preparacion de las membranas

Los productos de amplificacién obtenidos a partir de material fangico y de
material vegetal infectado se aplicaron, a razén de un microlito por cuadro (0.5 x 0.5
cm), en una membrana de nylon cargada positivamente (Roche), se secaron a
temperatura ambiente durante 5-10 min y se fijaron mediante exposicién a luz
ultravioleta durante 3 min o en un entrecruzador de luz ultravioleta (700x100_J/cm?)
(Tabla 11.5).

Tabla 11.5. Esquema correspondiente a la colocacién de las muestras en las membranas
de nylon usadas para la hibridacion molecular con sondas de digoxigenina. Los
productos de PCR fijados en la primera y la tercera fila corresponden a amplificaciones
realizadas a partir del par de cebadores individual para cada hongo. En el caso de la
segunda y cuarta fila, los productos de PCR se originaron a partir de la mezcla de todos
los cebadores utilizadosen una reaccion multiplex. VD: V. dahliae; VA: V. alboatrum;
VD-P: planta infectada con V. dahliae; MP: M. phaseolina; BD: Botryosphaera
dothidea; MP-P: planta infectada con M. phaseolina; FOF: F. oxysporum f. sp.
fragariae; FO: aislado F-POST 143 de F. oxysporum no patdgeno en plantas de fresa;
TEST: planta sana no inoculada; C+: control positivo formado por el pasmido pSK con
el inserto correspondiente. C-: control negativo (sin ADN molde).

Plasmido VD C+  MP-P_ BD MP  VDP VA VD-P
Plasmido FOF - C+  MP-P  BD MP  VDP VA VD-P
Plasmido MP—C+  PC-P PN PC FO  FOF-P  FOF

TEST PC-P PN PC FO  FOF-P  FOF

Hibridacion molecular no radioactiva

La hibridacion molecular utilizando sondas marcadas con digoxigenina y su
posterior deteccion se realiz6 siguiendo esencialmente el protocolo descrito por Pallas y
col. (1997). En primer lugar, se realizé un blogueo de los sitios inespecificos de unién,
incubando las membranas en un horno de hibridacién (Stuart) a 68°C durante 1-2 h con
10 mL de solucion de prehibridacién compuesta de 50% de formamida desionizada, 5 x
SSC (NaCl 750 mM, citrato sodico 75 mM, pH 7,0), N-lauroilsarcosina 0,1% (p/v),

SDS 0,02% (p/v) y 2x agente blogueante (Roche). A continuacion, se retird la solucion
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de prehibridacion y se afiadié la de hibridacion, con la misma composicion que la
anterior pero conteniendo la sonda dig-RNA). Las membranas se incubaron en dicha
solucion a 55°C durante al menos 8 h. Tras realizar la hibridacion, las membranas se
lavaron 2 x 5 min a temperatura ambiente con la solucion de lavado | (2 x SSC y SDS
0,1%) y a continuacién 2 x 30 min a 60°C con la solucion de lavado Il (0,1 x SSC y
SDS 0,1%).

La deteccion se realizé incubando las membranas 10 min en el tampdn de lavado
(&cido maleico 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH 7,5, Tween-20, 0,3% (v/v) (Sigma P-1379))
para posteriormente incubar durante 30 min con la solucion de blogueo (agente
bloqueante 1x, Roche) diluido 1:10 en acido maleico 0,1 M y NaCl 0,15 M, pH 7,5. A
continuacion, se incubaron las membranas durante otros 30 min con una solucion anti-
digoxigenina-fosfatasa alcalina (Anti-Dogoxigenin-AP Fab Fragments, Roche) diluida
1:10.000 en la solucién de bloqueo. Para eliminar el exceso de anticuerpo no unido, las
membranas se lavaron 2 x 15 min con el tampén de lavado, y posteriormente se
equilibraron durante 5 min en el tampodn de equilibrado (Tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,1 M,
pH 9,5). Todos los pasos anteriores fueron realizados a temperatura ambiente.

El revelado de las membranas se realiz6 utilizando el sustrato
quimioluminiscente CPD Star 2-cloro-5-(4-metoxiespiro{1,2-dioxietano-3,2’-(5’-cloro)
triciclo [3.3.1.1%] decano}-4-il) fenil fosfato) (Roche). La solucién de sustrato fue
diluida 1:300 en el tampo6n de equilibrado. La membrana se incubd junto con esta
solucion en una bolsa de plastico y en oscuridad durante 5 min en 5 mL de solucién/100
cm? de membrana. Después de retirar los restos de sustrato, la membrana se expuso a la
pelicula Kodak X-Omat AR durante aproximadamente 30 s. La pelicula se revel6 en el
revelador Kodak X-Omat 2000.

Deteccion multiple

El uso multiple de esta técnica fue realizado mediante una mezcla de las sonda
especificas individuales sintetizadas anteriormente, en una misma solucion de
hibridacion (Saade et al. 2000; Saldarelli et al. 1996; Sanchez-Navarro et al. 1999).
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RESULTADOS

Amplificacion de las muestras de estudio

Se amplifico un fragmento del tamafio esperado a partir de las muestras ADN
procedentes de F. oxysporum f. sp. fragarie, M. phaseolina y V. dahliae y de las plantas
infectadas con los mismos. Esta amplificacion fue negativa en el caso de los hongos F.
oxysporum no patdgeno, Botryosphaera dothidea y V. alboatrum usados como controles
negativos. Se obtuvo el mismo resultado cuando se hicieron las amplificaciones con la

mezcla de cebadores en una reaccion multiplex (Figura 11.1).

Par cebadores individual Mezcla cebadores

o
7o)
=
[

Figura 11.1. Resultado de la amplificacion por PCR de los fragmentos especificos de
Verticillium dahliae, Macrophomina phaseolina y Fusarium oxysporum f. sp. fragarie
en reacciones de PCR simples o en multiplex. M: marcador de peso molecular 100 pb;
VD: V. dahliae; VA: V. alboatrum; VD-P: planta infectada con V. dahliae; MP: M.
phaseolina; BD: Botryosphaera dothidea; MP-P: planta infectada con M. phaseolina;
FOF: F. oxysporum f. sp. fragariae; FO: aislado F-POST 143 de F. oxysporum no
patdgeno en plantas de fresa ‘Camarosa’; TEST: planta sana no inoculada; C-: control
negativo (sin ADN molde).

Hibridacion molecular con sondas marcadas con digoxigenina

Las sondas individuales detectaron especificamente la presencia de los

patdgenos en muestras procedentes de micelio del hongo o material vegetal infectado.
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No se observo sefial en las muestras correspondientes a los hongos testigo ni en la
planta de fresa sana. El resultado obtenido a partir de la hibridacion con la polisonda fue

similar al obtenido con cada una de las sondas utilizadas individualmente.

SONDA M. phaseolina V. dahliae E oxysporum f.sp fragarie

SONDA Polisonda

@
a
® .o

.50
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Figura 11.2. Determinacion de la deteccion mediante hibridacién molecular no
radioactiva usando sondas individuales o la mezcla de las mismas. Los productos
obtenidos a partir de amplificacion se aplicaron a membranas de nylon. Se usd una
réplica de la misma membrana para la hibridacion con la sonda simple o con la mezcla
de las mismas. La hibridacion se realiz6 a una temperatura de 55°C y los lavados de las
membranas a 60°C. En el caso de las sondas individuales el sustrato de la reaccion se
diluyé 1/150 y en el caso de la mezcla de las sondas la dilucion fue 1/300. La deteccion
de la quimioluminiscencia se realizé tras 30 s de exposicion de la pelicula.

DISCUSION

En este trabajo se ha desarrollado un método de hibridacién molecular con
sondas no radioactivas para la deteccion simultanea de hongos patogenos de fresa. En
general estas técnicas han sido siempre aplicadas a la deteccion de virus y viroides, pero
nunca antes se habia comprobado su eficacia sobre otros patdégenos de plantas. Los
resultados obtenidos en este estudio nos muestran que, aunque con un paso previo de

amplificacion, esta técnica es til para la deteccion especifica de tres de los hongos
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patdgenos mas importantes actualmente en el cultivo de la fresa (F. oxysporum f. sp.
fragariae, M. phaseolina y V. dahliae). A partir de aqui, los esfuerzos deben ir dirigidos
a comprobar la sensibilidad de la técnica, su eficacia en un mayor niumero de muestras
de campo, y su ampliacién en cuanto al nimero de patdgenos a detectar.

En cuanto a la ampliacion del nimero de patdgenos a detectar, en este estudio
también se quiso incluir a otro de los hongos causantes de enfermedad en el cultivo de
la fresa, P. cactorum. El fragmento elegido en este caso fue el gen de la proteina
relacionada con ras (Yptl), muy utilizado para la discriminacion entre las especies
pertenecientes a este género mediante PCR en tiempo real (Li y col., 2013; Nath y col.,
2014), pero no suficientemente discriminatorio en el uso de sondas moleculares (datos
no mostrados).

Los resultados de este estudio se presentan como una primera fase de la posible
aplicacion de esta técnica para la deteccion multiple de hongos patdgenos de plantas.
Ademas, se podrian desarrollar ‘sondas especificas por cultivo’ que detectarian, en una
sola reaccidn, todos los patdgenos comunes en el correspondiente cultivo. En nuestro
caso, este método podria ser muy util en los programas de certificacion de plantas

madre de fresa.
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EVALUACION DE ESPECIES DE Trichoderma Y
Bacillus COMO AGENTES DE CONTROL
BIOLOGICO DE DOS ENFERMEDADES DE
FRESA OCASIONADAS POR HONGOS
PATOGENOS DE SUELO
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CAPITULO lII.

EVALUACION DE ESPECIES DE Trichoderma Y Bacillus COMO
AGENTES DE CONTROL BIOLOGICO DE DOS
ENFERMEDADES DE FRESA OCASIONADAS POR HONGOS
PATOGENOS DE SUELO

INTRODUCCION

La produccion en abundancia de alimentos de calidad necesita de un control de
las enfermedades de los cultivos por parte de los agricultores de todo el mundo. Ademas
de unas buenas practicas culturales, existen diferentes técnicas capaces de prevenir,
mitigar o controlar estas enfermedades, pero las mas utilizadas en los Gltimos afios se
han basado principalmente en el uso de fertilizantes quimicos y pesticidas. Este hecho
ha contribuido a un espectacular incremento en la produccion de alimentos en los
ultimos 100 afios (Heydari y Pessarakli, 2010). En este sentido, la produccion de fresa
en Espafia ha sido altamente dependiente de la utilizacién de Bromuro de Metilo (BM)
o cloropicrina, como tratamientos de desinfescion de suelo en viveros y campos de
produccion de fruto de fresa. Sin embargo, la contaminacion ambiental causada por el
uso excesivo de estos productos quimicos, su efecto indeseable sobre otros organismos
y el efecto carcindgeno de algunos compuestos, ha llevado a la busqueda de alternativas
respetuosas con el medioambiente y la salud humana. (Heydari y Pessarakli, 2010).
Actualmente, existen regulaciones muy estrictas sobre el uso de productos quimicos en
agricultura, hasta el punto de que debido a la presion politica se ha prohibido el uso y la
comercializacion de mas del 70% de las sustancias activas que se usaban regularmente
para el control de plagas y enfermedades de plantas. Esto ha ocasionado la reemergencia

de patdgenos que estaban controlados y la emergencia de otros nuevos.

En los ultimos afios, se han descrito nuevos hongos de suelo patdgenos de fresa
en la provincia de Huelva: Macrophomina phaseolina (Avilés y col., 2008) y Fusarium

solani (Pastrana y col., 2014). Algunos autores han asociado el establecimiento de M.
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phaseolina en el cultivo de la fresa con los cambios en los productos usados para
desinfestar el suelo y con su modo de aplicacion (Mertely y col., 2005; Zveibil y
Freeman 2005; Avilés y col., 2008; Koike, 2008a; Koike y col., 2012a, b). En Espafia,
desde su descubrimiento, y debido a la prohibicién paulatina del uso de muchos de los
fungicidas quimicos, la incidencia de M. phaseolina en la zona fresera onubense se ha

ido incrementando a lo largo de los afios (Bascén y col., 2008).

En 2012, se detectd F. solani en plantas de vivero de fresa con sintomas de
podredumbre de cuello (Redondo y col., 2012) y, durante las dos Gltimas campafias, en
campos de produccion de fruto en la zona fresera de Huelva asociado con sintomas de
enanismo, marchitez, necrosis y, ocasionalmente, muerte de las plantas (Pastrana y col.,
2014). Tambien se ha observado que desde la retirada del BM, el nimero de plantas con
sintomas de enfermedad causados por Fusarium spp. en los viveros de altura ha

experimentado un considerable aumento (Redondo y col, 2012).

Los métodos quimicos disponibles actualmente para el control de estos
patogenos en el cultivo de la fresa son ineficaces frente a M. phaseolina y desconocidos
para F solani. Tanto M. phaseolina como F. solani son capaces de sobrevivir largos
periodos de tiempo en el suelo gracias a la formacion de estructuras de resistencia,
esclerocios y clamidosporas respectivamente; ademas, se pueden dispersar facilmente a
través del viento, el suelo y el material infectado. ElI complejo de especies de F. solani
es tolerante a compuestos toxicos para otros hongos (Coleman y col., 2009) y es capaz
de degradar pesticidas en el suelo (Coleman y col., 2009). Todo ello ha impulsado la
busqueda de alternativas no quimicas para el control de las enfermedades ocasionadas

por hongos de suelo, entre las que se encuentra el uso de agentes de control biologico.

El control bioldgico o biocontrol se puede definir como “la reduccion de la
densidad de inéculo o de las actividades productoras de enfermedad de un patdgeno o
parasito, en su estado activo o durmiente mediante uno o mas organismos, lograda de
manera natural o a través de la manipulacion del ambiente del huésped o del
antagonista, o por la produccion masiva de uno o mas antagonistas” (Baker y Cook
1974). Las raices de las plantas se encuentran rodeadas de forma natural por diversos
tipos de microorganismos, algunos de los cuales son capaces de colonizar y mostrar
actividades de biocontrol si se les permite crecer vigorosamente (Cook, 1993). Estos

microorganismos son capaces de reducir las enfermedades gracias a que compiten con

102



los patégenos por el alimento, producen metabolitos que inhiben o reducen su
crecimiento y/o lo desplazan ocupando su nicho ecoldgico (Bais y col., 2004; Compant
y col., 2005; Emmert y Handelsman, 1999; Haas y Défago, 2005). Aquellos
microorganismos que no estdn naturalmente presentes en el ecosistema de la planta
también pueden ser introducidos artificialmente como agentes de control de
enfermedades (Cook, 1993). Debido a la facilidad con la que pueden ser cultivados, la
mayoria de las investigaciones sobre biocontrol se han centrado en un nimero limitado
de hongos y bacterias, entre los que destacan Trichoderma spp. y Bacillus spp. (Pal,
2006).

Trichoderma spp. es conocido, desde hace muchos afios, por su habilidad para
actuar como agente de control bioldgico contra patdgenos de plantas. Trichoderma
actua sobre el patégeno por medio de micoparasitismo, antibiosis y/o competencia por
el alimento y el espacio. También se han demostrado efectos sobre las plantas, tales
como la activacion de la resistencia sistémica inducida, la mejora del crecimiento y el
aumento de la absorcion de nutrientes (Harman, 2006). Trichoderma spp. es capaz de
colonizar la epidermis de la raiz y las capas corticales externas de la planta. Una vez
dentro, libera metabolitos bioactivos que inducen mecanismos bioquimicos que limitan
su crecimiento a una pequefia area, no proliferando a través de los haces vasculares
(Harman, 2006). Estudios de micoparasitismo también han demostrado que la
inhibicion por parte de Trichoderma puede deberse a la secrecion de enzimas
extracelulares como P-1.3-glucanasas, las cuales ayudan al micoparasito en la
colonizacion de sus hospedadores. Ademas, la inhibicion del patégeno también puede
ser debida a la produccién de metabolitos secundarios por parte de los antagonistas,
como glioviridina, viridina y gliotoxina (Kamlesh y Gurjar, 2002; Muhammad y
Amusa, 2003; Rehman y col., 2013). Entre estos metabolitos secundarios también se
encuentran las quitinasas, las cuales son consideradas el componente més efectivo
contra hongos patdgenos, ya que degradan las paredes celulares compuestas por quitina
(Lorito y col., 1996). Debido a todas sus caracteristicas, este organismo se utiliza en
agricultura, tanto para el control de enfermedades como para incrementar el rendimiento

de los cultivos.

Bacillus es un género de bacterias Gram-positivas formadoras de esporas.

Algunas especies de Bacillus pueden ser patdgenas para humanos. Otras, las mas

103



importantes para este estudio, son capaces de mejorar el vigor y el desarrollo de las
plantas. Su mecanismo de accién es mdaltiple: por un lado, la bacteria sintetiza
antibioticos u otros compuestos que tienen efectos inhibitorios sobre organismos
patdgenos en la rizosfera (Glick, 1995; Ahmad y col., 2008). Por otro lado, son capaces
de potenciar el crecimiento de las plantas a través de las sintesis y excrecion de
sustancias fitoestimulantes, tales como auxinas y citoquininas (Ahmad y col., 2008);
favorecen el acceso de la planta a los nutrientes, a traves de la solubilizacion de fosforo
y la reduccion de hierro en la rizosfera (Orozco-Mosqueda y col., 2012); e inducen en
las plantas resistencia sistémica adquirida (Rampach y Kloepper 1998; Romero y col.,
2007).

La mayoria de los agentes de biocontrol se aplican a traves del suelo. La
supervivencia en la rizosfera y el patrén de colonizacion de los agentes antagonistas son
factores cruciales a tener en cuenta cuando se introduce un agente de biocontrol en el
suelo (Cao y col., 2011). Por tanto, en un suelo pobre en nutrientes no se puede esperar
obtener un control biologico estable de los patdgenos presentes, puesto que para la
supervivencia de los antagonistas inoculados, estos deben de competir por los nutrientes
con el resto de microorganismos del suelo (El-Hassan y Gowen 2006; Kokalis-Burelle y
col., 2002). Por ello, el uso de agentes de biocontrol muestra siempre una alta

variabilidad de resultados de eficacia.

El control biologico, especialmente el llevado a cabo por Trichoderma y
Bacillus, se ha considerado un método alternativo eficaz contra las enfermedades de las
plantas, es medioambientalmente seguro y, en algunos casos, es la Unica opcion
disponible para proteger a las plantas frente a los patdgenos (Cook, 1993). Gracias a
ello, en los ultimos afios se han comercializado un gran namero de productos basados en
estos organismos, para el control de enfermedades fangicas de las plantas (Ardakani y
col., 2009).

OBJETIVO

El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia de aislados comerciales de

Trichoderma asperellum (T18, Prodigy®) y de dos especies de Bacillus (B. megaterium
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B157 y B. laterosporus B197, Fusbact®) en el control de las enfermedades del cultivo
de la fresa provocadas por M. phaseolina y F. solani. Para ello, se llevaron a cabo
enfrentamientos duales in vitro, y ensayos en camara de cultivo o invernadero, y en

condiciones de campo.

MATERIALES Y METODOS

Aislados fangicos

Para llevar a cabo los experimentos se utilizd un aislado monoesclerocial de M.
phaseolina (MAC-9) y un aislado monoconidico de F. solani (F-POST 81, nimero de
acceso en el GenBank: KF275032.1), ambos recuperados a partir de plantas muertas,
durante la campafia 2011/2012, en campos de produccién de fruto de fresa de la

provincia de Huelva.

Material vegetal

En todos los casos se usaron plantas de fresa certificadas de la variedad
‘Fortuna’ en los experimentos de control de M. phaseolina y ‘Camarosa’ en los

experimentos de control de F. solani.

Las plantas destinadas al ensayo en cdmara de cultivo e invernadero se lavaron
bajo el grifo para eliminar restos de tierra, se cortd su parte aérea a ras de la corona, y
las raices a una distancia de unos 7 cm de la corona, se desinfectaron durante 1 minuto

sumergiéndolas en una solucidn de hipoclorito de sodio al 1% y se enjuagaron en ADE.

Las plantas utilizadas para los ensayos en macrotunel se sumergieron antes de la

siembra en un contenedor con agua para eliminar los restos de tierra.
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Productos de control bioldgico y quimico

Los productos comerciales usados como agentes de control biologico fueron
Prodigy® y Fusbact® (AMC Chemical). Prodigy® (patente EP1594952) es un producto
comercializado como polvo mojable seco cuyo principal componente es Trichoderma
asperellum T18 (10%). Fusbact® (certificado CAAE) es un formulado liquido cuyos
componentes principales son Bacillus megaterium B157 y B. laterosporus B197 (10’

UFC/mL) (a partir de este punto referidos como Bacillus spp.).

Los productos fungicidas de origen quimico utilizados como controles fueron
Metiltiofanato-70% (v/v) (Enovit Metil®) para el control de M. phaseolina y
Carbendazima-50% (p/v) (Maypon® Flow) contra F. solani.

Enfrentamientos duales in vitro

Los experimentos in vitro se realizaron en placas de 90 mm de didmetro con 20
mL de APD en condiciones controladas. Para ello, se sembraron placas con los hongos
patdgenos M. phaseolina y F. solani, respectivamente y se incubaron durante 7 dias a
25°C en oscuridad. Paralelamente, se sembraron placas con T. asperellum y se

incubaron durante 3 dias a 25°C en oscuridad.

Se sembro un disco de 5 mm de diametro, con micelio de un cultivo activo del
patdgeno, a 2,5 cm de la periferia de una placa de APD. Se incubd a 25°C en oscuridad
hasta que la colonia alcanz6 un didmetro entre 2-2,5 cm (aproximadamente 2 dias). En
dicho momento, se depositd a una distancia de aproximadamente 5 cm del disco inicial
del patogeno, discos de 5 mm de un cultivo de Trichoderma asperellum cepa T18. Las
placas se incubaron en las condiciones anteriormente citadas (25°C en oscuridad) entre
3y 7 dias. Al finalizar la incubacién se determind el porcentaje de inhibicion radial del
crecimiento (% IRC) de la colonia de M. phaseolina o F. solani mediante la formula de
Royse y Ries (1978):

%IRC = [(R1 —R2) /R1] * 100
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donde R1 y R2 son el radio mayor y el radio menor desde el disco hasta el punto donde el
patégeno y T. aperellum se ponen en contacto, respectivamente.

Para evaluar la actividad antagonista de Bacillus sp., se colocd en el centro de
cada placa un disco de 5 mm de didmetro con micelio del patégeno crecido durante 5
dias a 25°C en oscuridad. Tras 48 h, cuatro gotas de 50 pl de una suspension bacteriana
de Bacillus sp. (10’ UFC/mL) se situaron equidistantemente en el borde de la placa.
Posteriormente, las placas se incubaron a 25°C durante 7 dias en oscuridad y se calculd

el % IRC mediante la siguiente formula:

% IRC = [(D1 - D2) /D1] * 100

donde D1 es el diametro de la colonia del patdgeno en las placas control y D2 el diametro en las
placas donde se enfrentd a las cepas bacterianas.

En ambos casos, los controles consistieron en cultivos puros de los patdgenos sin
la presencia de T. asperellum o Bacillus spp. Los experimentos se repitieron cinco veces

y los resultados son una media de las cinco réplicas.

Experimentos en camara de cultivo e invernadero

Para comprobar el efecto antagonista de los agentes de control biolégico T.
asperellum cepa T18 (Prodigy®) y Bacillus spp. (Fusbact®) frente a M. phaseolinay F.
solani en el cultivo de la fresa, se llevaron a cabo dos experimentos en maceta en una
camara de cultivo ajustada a 29/26°C y 60/40% de humedad relativa (dia/noche) y 16 h
de fotoperiodo (M. phaseolina) e invernadero (F. solani), durante tres meses. Se
incluyeron un total de ocho tratamientos; para cada uno de ellos se dispusieron ocho
macetas; vy, la unidad experimental estuvo constituida por dos macetas con una planta
cada una. El disefio experimental fue en bloques completamente al azar con cuatro

repeticiones (bloques).
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Los datos procedentes del segundo experimento de F. solani no se muestran en
el apartado de resultados, puesto que no se consideraron concluyentes debido a

problemas técnicos a lo largo del ensayo.

Tratamientos

La aplicacion de los tratamientos se llevo a cabo cinco dias antes (preventivos) o
cinco dias después (curativos) de la inoculacion con el patégeno. Se probaron dos
formas de aplicacion preventiva de los agentes de control bioldgico (ACBS): i)
inmersion de raices y corona en una suspension del agente de control bioldgico v ii)
aplicacion de la suspension del agente de control bioldégico mediante riego. Los

tratamientos aplicados se detallan en la Tabla I11.1.
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Tabla I11.1. Tratamientos quimicos y bioldgicos evaluados para el control de la Podredumbre carbonosa ocasionada por Macrophomina
phaseolina y la enfermedad causada por Fusarium solani en el cultivo de fresa

Tratamientos Patdgeno Materia activa Momento de Método de Abreviatura
aplicacién aplicacién

Quimicos M. phaseolina  etil-tiofanato 70% Preventivo Riego QPR
F. solani Carbendazima 50%
M. phaseolina  Metil-tiofanato 70% Curativo Riego QCR
F. solani Carbendazima 50%

Biologicos M. phaseolina  Trichoderma asperellum T 18 Preventivo Inmersion TPI
F. solani
M. phaseolina  Bacillus megaterium B197 + B. laterosporus B157  Preventivo Inmersion BPI
F. solani
M. phaseolina  Trichoderma asperellum T 18 Preventivo Riego TPR
F. solani
M. phaseolina  Bacillus megaterium B197 +B. laterosporus B157  Preventivo Riego BPR
F. solani
M. phaseolina  Trichoderma asperellum T 18 Curativo Riego TCR
F. solani
M. phaseolina  Bacillus megaterium B197 +B. laterosporus B157  Curativo Riego BCR
F. solani
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Los controles de este experimento consistieron en plantas no tratadas y no
inoculadas, plantas no tratadas e inoculadas con su respectivo patogeno, y plantas
tratadas con cada uno los formulados quimicos o biol6gicos y no inoculadas con ningln

patdgeno.

Los tratamientos aplicados mediante inmersion en una suspension del agente de
biocontrol se realizaron justo antes de la plantacion. Se prepararon soluciones de
Prodigy® al 1% (1 g / 100 mL ADE) y de Fusbact® al 1% (1 mL / 100 mL ADE) y se
sumergieron las raices y la corona de las plantas en la solucion correspondiente durante
30 min. Posteriormente, tanto las plantas tratadas por inmersion como el resto, se
plantaron en macetas individuales de 16 cm conteniendo turba (Gramoflor
Blumenerde®) humedecida, esterilizada previamente en autoclave durante 70 min a

121°C, dos dias consecutivos.

Los tratamientos por riego se llevaron a cabo tras la plantacién, cinco dias antes
(preventivos) o cinco dias después de la inoculacion con el patégeno (curativos), y
consistieron en el vertido alrededor de las plantas de 100 mL de una suspension de
Prodigy® al 0.086% (0.086 g / 100 mL ADE), de Fusbact® al 0.45% (0.45 mL / 100
mL ADE), de metiltiofanato-70% al 0.1% (1 g / 1000 mL ADE) o de carbendazima-
50% al 0.06% (0.6 mL / 1000 mL ADE). El resto de las plantas se regd con 100 mL de

agua. Durante el resto del experimento se rego segun necesidad.

Preparacion del indculo e inoculacion.

Se sembraron placas de M. phaseolina en APD y se incubaron en oscuridad a
28°C durante 15 dias. Tras la incubacion, el contenido de la placa, incluido el APD, se
trituré con una batidora convencional en presencia de 100 mL de ADE por placa hasta
obtener una suspension esclerocial del hongo. Antes de la inoculacién se realizé una
estimacion de la concentracion de esclerocios/mL mediante conteo bajo lupa binocular.
Las plantas correspondientes se inocularon con 50 mL de esta suspensién de M.
phaseolina ajustada a 10° esclerocios/mL y se colocaron en una camara de cultivo con
condiciones controladas a 29/26°C y 60/40% de humedad relativa (dia/noche) y 16 h de

fotoperiodo durante tres meses.
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Para incrementar el indculo de F. solani se sembraron placas de APD vy se
incubaron durante 7 dias a 25°C con un fotoperiodo de 12 h. Una vez desarrollados los
cultivos, se tomaron cinco discos de 5 mm didametro de micelio del hongo en
crecimiento activo y se aportaron a frascos con 100 mL de Caldo de Patata Dextrosa
(CPD). Estos se incubaron durante 10 dias en un agitador orbital a 150 rpm, 25°C y
fotoperido de 12 h. La suspension de conidias utilizada como in6culo se obtuvo
filtrando el CPD infestado a traves de cuatro capas de gasa estéril. Antes de la
inoculacion se realizd una estimacion de la concentracion de conidias/mL mediante
conteo en cdmara de Thoma. Las plantas correspondientes se inocularon con 50 mL de
una suspension de 10° conidias/mL mediante riego alrededor de la planta. Las macetas
se colocaron en un invernadero y se dejaron crecer durante tres meses bajo las

condiciones ambientales de la zona.

Parametros observados

Para evaluar la eficacia de los ACBs en el control de ambas enfermedades
fangicas se determinaron diferentes pardmetros. En el primer ensayo se determind la
incidencia de la enfermedad (porcentaje de plantas muertas al final del experimento) y
el area bajo la curva del progreso de la enfermedad estandarizado (ABCPEE), para
ambas enfermedades. En el segundo experimento, en el caso de la Podredumbre
carbonosa, también se determinaron la severidad de la enfermedad, expresada como el
porcentaje de necrosis en corona y la cantidad de ADN de este patdgeno en plantas
asintomaticas, sintomaticas y muertas al final del experimento, mediante PCR en tiempo

real.

Experimentos en campo

Para comprobar si el efecto antagonista de los ACBs se manifestaba en
condiciones de campo, se llevo a cabo un experimento en un macrotdnel perteneciente a
las instalaciones del centro IFAPA Las Torres-Tomejil (Alcala del Rio - Sevilla). El
macrotinel de dimensiones 25 x 7 m estaba cubierto con pléstico de polietileno
transparente de 150 um de espesor y en su interior se dispusieron 84 contenedores con
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un volumen aproximado de 100 L/contenedor (30 x 45 x 85 cm, alto x ancho x largo).
Para cada tratamiento se incluyeron cuatro contenedores, cada uno con ocho plantas,

distribuidos siguiendo un disefio experimental en bloques completamente al azar.

Preparacion y desinfescion del suelo

Se utilizo suelo procedente de fincas de produccion de fruto de fresa de Moguer
(Huelva), desinfestado con cloropicrina a razon de 5kg/ha aplicada por goteo bajo

plastico de polietileno durante 21 dias (Figura I11.1).

En el fondo de los contenedores se dispuso una capa de grava de unos 3 cm,
sobre la que se vertio suelo estéril con un volumen aproximado de 100 L. Previamente,
y para proporcionar una buena nutricién a las plantas, se afiadieron al suelo desinfestado
150 g/contenedor de Osmocote® Pro 16-11-10 (N-P-K) + 2MgO + TE de liberacion
lenta (8-9 meses) (Everris).
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Figura I11.1. Disposicion de un sistema de tubos en emparrillado sobre el suelo para
realizar la desinfescion con cloropicrina, a razon de 5kg/ha aplicada por goteo (A);
posterior cobertura con polietileno transparente (150um) durante 21 dias (B).

Preparacion del indculo e inoculacion del suelo

Para conseguir el indculo de M. phaseolina se sembraron placas de APD vy se
incubaron a 28°C en oscuridad durante 15 dias. Una vez crecidas, el contenido de la
placa, incluido el APD, se triturd con una batidora convencional en presencia de 25 mL
de ADE por placa. Se obtuvo una suspensién con 10 esclerocios de M. phaseolina/mL,
de consistencia espesa para poder mezclarla bien con la tierra. Se delimité en cada
contenedor la zona de plantacion para cada una de las plantas y en cada una de ellas, se
mezclaron 22,5 mL de la suspension esclerocial con 100 g de suelo a unos 8 cm de

profundidad.

113



F. solani se increment6 durante diez dias en CPD como se ha descrito
anteriormente en el experimento en invernadero. La suspension obtenida se ajustd con
ADE a 10 conidias/mL y se mezclé con talco industrial a razén de 100 mL por cada
100 g de talco previamente esterilizado durante 20 min a 120°C tres dias consecutivos.
Tras la homogeneizacion, el talco infestado se secé a temperatura ambiente durante 3
semanas para permitir la formacion de clamidosporas de F. solani. Antes de la
inoculacion del suelo, se determind el numero de unidades formadoras de colonias
(UFC) por gramo de talco. Para ello, se tomaron tres réplicas de 1 g de talco infestado y
se diluyeron en 100 mL ADE. A partir de esta dilucion, se hicieron nuevas diluciones
seriadas (1:10%, 1:10% 1:10%. Tres réplicas de 1 mL de cada dilucién se dispensaron en
placas de APD con estreptomicina (APDE) y se incubaron a 25°C durante 5 dias con un
fotoperiodo de 12 h. El talco infestado de F. solani (10" UFC/g talco) se mezcl6 con el
suelo de los contenedores a lo largo de la linea de plantacion a razon de 200 g de talco

por linea de cuatro plantas, a 8 cm de profundidad.

Los contenedores se cubrieron con plastico negro para evitar el crecimiento de
malas hierbas, simulando las condiciones del cultivo en campos de produccion de fruto
de Huelva. Las plantas crecieron en el macro tunel bajo las condiciones ambientales de
la zona durante todos los meses de campaiia, desde diciembre a junio 2013-2014,

siguiendo el manejo de cultivo de la zona de produccién fresera de Huelva.

Tratamientos

Se aplicaron tratamientos preventivos y curativos. Los tratamientos preventivos
se aplicaron el mismo dia de la plantacion mediante inmersion de la planta en una
suspension de Prodigy® al 1% (1 g / 100 mL ADE), de Fusbact® al 1% (1 mL / 100
mL ADE), de metiltiofanato-70% al 0.1% (1 g / 1000 mL ADE) o de carbendazima-
50% al 0,06% (0,6 mL / 1000 mL ADE) durante un par de minutos, respectivamente.
Posteriormente, tanto las plantas tratadas por inmersion como el resto se plantaron en

los contenedores del macrotunel que contenian suelo inoculado o sin inocular.

Los tratamientos curativos se aplicaron cuando se detectaron los primeros
sintomas de enfermedad (marzo 2014) y se llevaron a cabo en tres aplicaciones
sucesivas, separadas una semana cada una de ellas, mediante riego a una dosis de 1%
Prodigy, 1% Fusbact, 0.1% de metiltiofanato-70% y 0.06% de carbendazima-50%,
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respectivamente. Asi, se ensayaron un total de seis tratamientos: T. asperellum
preventivo por inmersién (TPI), Bacillus sp. preventivo por inmersion (BPI), quimico
preventivo por inmersion (QPI), T. asperellum curativo por riego (TCR), Bacillus sp.
curativo por riego (BCR) y quimico curativo por riego (QCR). Los controles de este
experimento consistieron en plantas no tratadas e inoculadas con su correspondiente
patdgeno, y plantas tratadas pero no inoculadas con ningun patégeno. Durante el resto

del experimento, los contenedores se regaron segun necesidad.

Densidad de indculo de M. phaseolina 'y F. solani en el suelo

Cuatro meses después de la inoculacion (marzo 2014), se cuantificaron las
poblaciones viables de M. phaseolina y F. solani existentes en el suelo. El conteo de
UFC/g suelo de F. solani se llevo a cabo de la misma forma explicada anteriormente en
este capitulo. En el caso de M. phaseolina, se tomaron muestras a 10 cm de profundidad
con una barrena de 3 cm de diametro. Se afiadieron 10 g de este suelo homogeneizado a
un vaso de precipitado de 1 L de capacidad conteniendo 250 mL de una solucion al
0.4% de hipoclorito de sodio. El suelo y la solucion se mezclaron con una batidora
convencional en dos pasos de mezcla durante 30 s y reposo por 3 min, repetidos hasta
un total de tres veces. La mezcla final se pas6 a través de un tamiz de 45 um y los
residuos que permanecieron en el tamiz se lavaron bajo el grifo durante un minuto.
Posteriormente, el contenido residual del tamiz se lavo con 100 mL de ADE sobre un
vaso de precipitado en agitacion. Se sembraron en césped alicuotas de 1 mL de la
solucidén en agitacion en cinco placas con medio PDA-DOPCNB preparado con uno o
dos dias de antelacion. Las placas se incubaron en oscuridad a 28°C durante 7 dias y se
cuantifico el namero de UFC de M. phaseolina con ayuda de una lupa binocular. Para
ambos hongos, el nimero de UFC/g de suelo se expresd6 mediante la media del nimero

de colonias / placa multiplicado por el factor de dilucién correspondiente.

Parametros observados

Se tuvieron en cuenta diferentes parametros a la hora de evaluar la eficacia de
los productos de control biol6gico contra ambas enfermedades fangicas: i) la incidencia

de la enfermedad (porcentaje de plantas muertas al final del experimento); ii) el area
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bajo la curva del progreso de la enfermedad estandarizada (ABCPEE), iii), la severidad
de la enfermedad, (porcentaje de necrosis en corona ocasionado por M. phaseolina); y

iv) la produccion, medida como el peso de frutos / planta.

Aislamiento de los patégenos del material vegetal

En todos los experimentos realizados, para confirmar la infeccion de las plantas
inoculadas con los patdgenos se llevaron a cabo aislamientos en APD de tejidos de
corona, raiz y peciolo de todas las plantas sintomaticas y no sintomaticas de la forma
descrita en el capitulo I.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) de acuerdo con
un disefio en bloques al azar. Previamente se realiz6 la transformacion angular de los
datos porcentuales (incidencia y necrosis en corona). La medias se compararon

utilizando el test de minima diferencia significativa LSD (P=0,05).

RESULTADOS

Enfrentamientos duales in vitro

Los experimentos duales in vitro entre T. asperellum T18 y los dos hongos
patdgenos, mostraron una inhibicion radial del crecimiento de M. phaseolina del 54,9%
y del 39,3% de F. solani (Figura 111.2). Durante todo el experimento se observé un

crecimiento mas rapido del ACB T18 que el de ambos patogenos.

En el enfrentamiento dual entre Bacillus sp. y M. phaseolina, el nivel de
inhibicion del crecimiento fue mayor cuando se us6 B. megaterium (49,8%) que con B.
laterosporus (30,2%). Cuando se utilizo la combinacion de ambas cepas como producto
comercial (Fusbact®) se alcanzd un porcentaje de IRC del 42,5%, algo mayor a la

media de ambas cepas por separado (Figura I11.2). El porcentaje de IRC provocado por
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B. megaterium (39,4%) sobre F. solani fue mayor que el causado por B. laterosporus
(30,4%). En esta ocasion, el porcentaje de IRC del producto comercial Fusbact®

(36,7%) fue mucho mas cercano al de la cepa con mayor inhibicion (Figura 111.2).

T. asperellum B197 + B157
CONTROL nspropigy® B- megaterium B. laterosporus FUSBACT®

36.7

Figura I11.2. Enfrentamientos duales entre M. phaseolina (A) o F. solani (B) y los
agentes de control bioldgico. De izquierda a derecha, se muestra el crecimiento de los
hongos patégenos: en ausencia de agente de control bioldgico (control), y enfrentados
con: Trichoderma asperellum T18 (Prodigy®), Bacillus megaterium B197, Bacillus
laterosporus B157 y Bacillus megaterium B197 + Bacillus laterosporus B157
(Fusbact®). Los numeros bajo las placas indican el porcentaje de inhibicién radial del
crecimiento del patégeno.

Experimentos en camara de cultivo e invernadero

En el primer experimento de control de M. phaseolina en condiciones
controladas, los resultados mostraron que la aplicacion de T. asperellum de forma
preventiva por inmersion (TPI) redujo significativamente, respecto al control, la
incidencia de plantas muertas por la Podredumbre carbonosa en un 25,2% (P=0.0003),
de forma similar que el tratamiento con QCR (37,6%). No obstante, el tratamiento mas
efectivo fue QPR con un 50% menos de plantas muertas. Del mismo modo, la
aplicacion preventiva por inmersion de Bacillus sp. (BPI) redujo la incidencia de plantas
muertas respecto al control (12,9%), aunque no de forma significativa (Tabla ). Todos
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los tratamientos, salvo los ACBs curativos aplicados por riego (TCR y BCR), fueron
capaces de reducir significativamente el ABCPEE (P=0.0002) (Tabla I11.2).

No se observaron sintomas de la enfermedad en las plantas correspondientes al

testigo agua y a los testigos tratados no inoculados.

Tabla 111.2. Efecto de diferentes tratamientos de control quimico y bioldgico sobre la
Podredumbre carbonosa causada por Macrophomina phaseolina en plantas de fresa
‘Fortuna’ incubadas en condiciones controladas ®. Experimento 1

Plantas muertas °©

Tratamientos® (%) ?li(():.opoEozE)c
(P=0.0003)

Control 100+0,0a 795+23a
QPR 50+£0,0d 31,8+ 3,9ef
QCR 62.4 +12.4cd 29,0+£6,0f

TPI 74,8 £ 14,3 bc 51,1+ 6,0 cde
BPI 87.1 12,4 ab 40,3 £ 14.0 def
TPR 100£0,0a 56,3 + 8,4 bcd
BPR 100+ 0,0a 54,5+ 1,9 bcd
TCR 100£0,0a 66,5 + 3,1 abc
BCR 100+0,0a 73,9+8,6ab

®En camara de crecimiento ajustada a 29/26°C y 60/40% de humedad relativa
(dia/noche) y 16 h de fotoperiodo, durante tres meses.

®Control: inoculado con el patégeno y no tratado; QPR: metil-tiofanato 70% aplicado de forma
preventiva por riego; QCR: metil-tiofanato 70% aplicado de forma curativa por riego; TPI:
Trichoderma asperellum T18 aplicado de forma preventiva por inmersién; BPI: Bacillus
megaterium B197 + Bacillus laterosporus B157 aplicado de forma preventiva por inmersién
(Fusbact®); TPR: Trichoderma asperellum T18 aplicado de forma preventiva por riego; BPR:
Bacillus megaterium B197 + Bacillus laterosporus B157 aplicado de forma preventiva por riego
(Fusbact®); TCR: Trichoderma asperellum T18 aplicado de forma curativa por riego; BCR:
Bacillus megaterium B197 + Bacillus laterosporus B157 aplicado de forma curativa por riego
(Fusbact®).

¢ Cada valor de la tabla es la media con el error estandar de cuatro bloques (repeticiones) con
dos plantas por bloque. Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segun el test LSD (P
<0,05).
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En el segundo experimento de control de M. phaseolina, los resultados
mostraron que la aplicacion de BPI o TPI redujo significativamente (P=0,0007) en un
74,7 y 62,4%, respectivamente, la incidencia de plantas muertas por la Podredumbre
carbonosa con respecto al tratamiento control. Los niveles de reduccion de la
enfermedad conseguidos por dichos tratamientos fueron similares a los obtenidos por el
fungicida quimico (87,1 y 74,7%, en aplicacion preventiva y curativa, respectivamente)
(Tabla 111.3).

Del mismo modo, ambos agentes de biocontrol aplicados de forma preventiva
por inmersion redujeron significativamente (P=0,0016) el ABCPEE de la enfermedad

(Tabla 111.3) alcanzando niveles similares al fungicida quimico.

Respecto a los sintomas de Podredumbre carbonosa, todos los tratamientos,
excepto Bacillus sp. aplicado preventivamente por riego (BPR), redujeron
significativamente (P=0,0016) el porcentaje de necrosis en corona con respecto al
control (Tabla I11.3).

No se observaron sintomas de la enfermedad en las plantas correspondientes al

testigo agua y a los testigos tratados no inoculados.

La cuantificacion mediante PCR en tiempo real de los niveles de M. phaseolina
presentes en las plantas inoculadas, y sometidas a los distintos tratamientos, mostré que
la menor colonizacién se obtuvo con QPR que fue el unico que se diferencid
significativamente (P=0.0013) del control, aunque la aplicacion de BPI o TPI también

disminuyd los niveles del patdgeno en la planta (Tabla 111.3).
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Tabla 111.3. Efecto de diferentes tratamientos de control biolégico y quimico sobre la
Podredumbre carbonosa causada por Macrophomina phaseolina en plantas de fresa
‘Fortuna’ incubadas en condiciones controladas ®. Experimento 2.

Plantas ABCPEE® Necrosis ng ADN

Tratamientos” muertas ° corona‘ hongo /g

(Pz(oo./ggon (P=0.0016) (P:%nge) (F?zlg)a.r(:g?;)
Agua 100+ 0.0a 51,8+104a 388+38a 369+79ab

QPR 129+124c 53+48¢c 10,3+6.0c 5.0+20c
QCR 25,3+ 14.3¢c 12,8+8.0¢c 6,4+23c 26.5 + 6.4 abc
TPI 37,6 £23.7bc 20,3+ 12.7 bc 94+21c 20.0+7.5bc
BPI 253+143c 8,3+48¢c 9.0+70c 15.4 +10.1 bc
TPR 748+248ab 48,3+16.0a 83+3.0c 31.6+5.0ab
BPR 748+143ab 464+120a 28,8+ 7.5ab 48.3+10.0a
TCR 748+ 143ab 41,1+105ab 113+21c 27.8 £ 8.0 abc
BCR 100+ 0.0a 46,4+9.4a 144+ 2.1 bc 36.3+£8.3ab

®En camara de crecimiento ajustada a 29/26°C y 60/40% de humedad relativa
(dia/noche) y 16 h de fotoperiodo, durante tres meses.

®Control: inoculado con el patdgeno y no tratado; QPR: metil-tiofanato 70% aplicado de forma
preventiva por riego; QCR: metil-tiofanato 70% aplicado de forma curativa por riego; TPI:
Trichoderma asperellum T18 aplicado de forma preventiva por inmersién; BPI: Bacillus
megaterium B197 + Bacillus laterosporus B157 aplicado de forma preventiva por inmersién
(Fusbact®); TPR: Trichoderma asperellum T18 aplicado de forma preventiva por riego; BPR:
Bacillus megaterium B197 + Bacillus laterosporus B157 aplicado de forma preventiva por riego
(Fusbact®); TCR: Trichoderma asperellum T18 aplicado de forma curativa por riego; BCR:
Bacillus megaterium B197 + Bacillus laterosporus B157 aplicado de forma curativa por riego
(Fusbact®).

“Cada valor de la tabla es la media con el error estandar de cuatro bloques (repeticiones) con dos
plantas por blogue. Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segun el test LSD (P <
0,05).

En el experimento de control de F. solani llevado a cabo en invernadero, TPl y
TPR, resultaron tan eficaces como la carbendazima, impidiendo el desarrollo de la
enfermedad. A pesar de que BPI fue capaz de reducir la incidencia de plantas muertas a

la mitad, con respecto al tratamiento control, esta diferencia no fue significativa, al igual

120



que la del resto de los tratamientos. Ese mismo efecto se observo respecto al ABCPEE
(P=0.0419) (Tabla I11.4). No se observaron sintomas de la enfermedad en las plantas

correspondientes al testigo agua y a los testigos tratados no inoculados.

Tabla 111.4. Efecto de diferentes tratamientos de control biolégico y quimico sobre la
enfermedad causada por Fusarium solani en plantas de fresa ‘Camarosa’ incubadas en
condiciones de invernadero®.

Plantas muertas ®

. ABCPEE"
Tratamiento (%)
(P=0.0419)
(P=0.0371)

Control 50.0+20.2a 515+233a
QPR 0.0+00b 0.0+00b
QCR 0.0+00b 0.0+00b
TPI 00+00b 00+00b

BPI 25.3+14.3ab 19.3+11.2ab
TPR 0.0+00b 0.0+00b
BPR 37.6+23.7a 17.0+98a
TCR 25.3+14.3ab 19.3+11.2ab
BCR 37.6+124a 26.7+9.0ab

®En condiciones de invernadero durante tres meses.

®Control: inoculado con el patdgeno y no tratado; QPR: metil-tiofanato 70% aplicado de forma
preventiva por riego; QCR: metil-tiofanato 70% aplicado de forma curativa por riego; TPI:
Trichoderma asperellum T18 aplicado de forma preventiva por inmersién; BPI: Bacillus
megaterium B197 + Bacillus laterosporus B157 aplicado de forma preventiva por inmersién
(Fusbact®); TPR: Trichoderma asperellum T18 aplicado de forma preventiva por riego; BPR:
Bacillus megaterium B197 + Bacillus laterosporus B157 aplicado de forma preventiva por riego
(Fusbact®); TCR: Trichoderma asperellum T18 aplicado de forma curativa por riego; BCR:
Bacillus megaterium B197 + Bacillus laterosporus B157 aplicado de forma curativa por riego
(Fusbact®).

‘Cada valor de la tabla es la media con el error estandar de cuatro blogues (repeticiones) con
ocho plantas por bloque. Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segln el test LSD
(P <0,05).
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Experimentos en campo

El tratamiento con TPI redujo en un 50% (P=0,0279) con respecto al control el
nimero de plantas muertas por M. phaseolina en condiciones de campo, del mismo
modo que el fungicida quimico aplicado de forma curativa (QCR) (Tabla I11.5). El resto

de los tratamientos no se diferencio significativamente del control inoculado.

En cuanto al progreso de la Podredumbre carbonosa (ABCPEE), no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos, aunque TPl y QCR disminuyeron en
promedio hasta en un 43% el ABCPEE (57,1 y 42,6%, respectivamente) (Tabla I11.5).
El porcentaje de necrosis en corona también se vio significativamente (P=0,0118)
reducido con respecto al control, tras la aplicacién de estos dos tratamientos (Tabla
[11.5). No se observaron sintomas de la enfermedad en las plantas correspondientes al
testigo agua y a los testigos tratados no inoculados (datos no incluidos en la tabla por
ser todos los valores 0). Cuando se analizaron los rendimientos no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos, aunque se obtuvieron valores muy
dispares, entre 11,2 y 33 g/planta respectivamente, para TCR y QPI en las plantas
inoculadas y tratadas (Tabla I11.5). Mientras que en los tratamientos control no
inoculados los rendimientos oscilaron entre 26 y 70 g/planta, para el fungicida y T.
asperellum aplicados como curativos por riego (QCR y TCR, respectivamente) (datos

no mostrados en la tabla).
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Tabla I111.5. Efecto de diferentes tratamientos de control quimico y bioldgico sobre la
Podredumbre carbonosa causada por Macrophomina phaseolina y sobre los rendimiento
de las plantas de fresa ‘Fortuna’, en un macrotinel bajo las condiciones convencionales
de cultivo en campo.

Plantas Necrosis fruta/
: 2 muertas”’ ABCPEE " corona’ g )
Tratamientos planta
(%) (NS) (%) g
(P=0.0279) (P=0.0118)

Agua 100.0+0.0a 65.3+11.8 62.0+14.3a 22.2+13.1
QPI 100.0+0.0a 51.0+45.3 48.6+115a 33.0+149
QCR 50.0+28.8b 37.5%+13.0 1.3+1.2b 20.3x7.3
TPI 458+ 15.7b 28.0+£12.0 8.0+£4.7D 26.0 £ 15.6
BPI 100.0+0.0a 56.5+10.6 39.2+13.0ab 24.4 +13.8
TCR 75.0+25.0ab 47.3+16.5 38.8+10.1ab 11.2+25
BCR 100.0+0.0a 60.0 £ 55.7 36.0+12.7ab 17.7+£4.2

& Control: inoculado con el patégeno y no tratado; QPI: metil-tiofanato 70% aplicado de forma
preventiva por inmersion; QCR: metil-tiofanato 70% aplicado de forma curativa por riego;
TPI: Trichoderma asperellum T18 aplicado de forma preventiva por inmersion; BP1: Bacillus
megaterium B197 + Bacillus laterosporus B157 aplicado de forma preventiva por inmersion
(Fusbact®); TCR: Trichoderma asperellum T18 aplicado de forma curativa por riego; BCR:
Bacillus megaterium B197 + Bacillus laterosporus B157 aplicado de forma curativa por riego
(Fusbact®).

® Para cada tratamiento se dispusieron cuatro repeticiones (contenedores de 100 L de capacidad)
con ocho plantas de fresa cada uno, que se colocaron en un macrotinel, de acuerdo con un
disefio en bloques completamente al azar. Cada valor de la tabla es la media con el error
estandar de las cuatro repeticiones. Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segun el
test LSD (P <0,05). NS = no hubo diferencias significativas entre las medias.

En el caso de F. solani, los tratamientos con TPl y BPI disminuyeron,
similarmente al tratamiento QCR (56,0-60.8%, P=0.0094) la incidencia de plantas
muertas con respecto control, pero con algo menos de eficacia que el tratamiento
quimico aplicado preventivamente por inmersion (QPI) que redujo en un 80% la
incidencia de la enfermedad. Respecto a las ABCPEE se observo un efecto similar,
correspondiendo las menores a los dos tratamientos quimicos y a BPI, que redujeron
cerca de 10 veces el ABCPEE respecto al control inoculado no tratado (Tabla 111.6). En

ninguno de los tratamientos control no inoculados se detectaron sintomas.
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Todos los tratamientos, excepto TCR en plantas inoculadas y tratadas y QCR en
plantas no inoculadas tratadas (22,2 y 26 g/planta), indujeron una mayor produccion de
frutos de fresa que el control inoculado (26,8g/planta) no tratado, pero esas diferencias

solo fueron significativas a P=0,0102 (Tabla I11.6).

Tabla 111.6. Efecto de diferentes tratamientos de control quimico y biologico sobre la
enfermedad ocasionada por F. solani y sobre los rendimientos de las plantas de fresa
‘Camarosa’, en un macrotinel bajo las condiciones convencionales de cultivo en
campo.

Plantas muertas

Tratamientos® (%) AB_CPEE b g frutcz/ planta®
(P=0.0004) (P=0.0018) (P=0.102)
Agua 85.3+86a 320+27a 268+7.2a
QPI 16.7+16.6 c 38+3.7b 66.6 + 25.3 ab
QCR 33.4+235hc 33+23b 107.9+62.8b
TPI 33.4+23.5hc 173+ 14.1ab 451+105a
BPI 37.5+239hc 3.7+36b 447+23.1a
TCR 54.2 +20.8ab 33.3+24a 222+46a
BCR 62.5+14.2 ab 245+40a 359+110a

& Control: inoculado con el patégeno y no tratado; QPI: metil-tiofanato 70% aplicado de forma
preventiva por inmersion; QCR: metil-tiofanato 70% aplicado de forma curativa por riego;
TPI: Trichoderma asperellum T18 aplicado de forma preventiva por inmersion; BPI: Bacillus
megaterium B197 + Bacillus laterosporus B157 aplicado de forma preventiva por inmersion
(Fusbact®); TCR: Trichoderma asperellum T18 aplicado de forma curativa por riego; BCR:
Bacillus megaterium B197 + Bacillus laterosporus B157 aplicado de forma curativa por riego
(Fusbact®).

®Para cada tratamiento se dispusieron cuatro repeticiones (contenedores de 100 L de capacidad)
con ocho plantas de fresa cada uno, que se dispusieron en un macrotinel, de acuerdo con un
disefio en bloques completamente al azar. Cada valor de la tabla es la media con el error
estandar de las cuatro repeticiones. Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segun el
test LSD (P <0,05). NS = no hubo diferencias significativas entre las medias.
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Aislamiento de los patdgenos del material vegetal

Los hongos patogenos se recuperaron de todas las plantas de fresa con sintomas
de enfermedad, mientras que de las plantas tratadas no inoculadas, solo se aislaron los
ACBs aplicados. Los aislamientos de las plantas no inoculadas y no tratadas resultaron
negativos. También se aislé el patdgeno correspondiente a partir de un bajo porcentaje
de las plantas inoculadas que no mostraron sintomas de enfermedad al finalizar los

experimentos.

Evolucion de las poblaciones de M. phaseolina y de F. solani en el suelo

Cuatro meses después de la infestacion del sustrato el numero de propagulos
viables de M. phaseolina en el suelo permaneci6 invariable (10* UFC /mL) (Tabla
111.7), mientras que el nivel de indculo de F. solani fue 100 veces menor (10° UFC/g de

suelo) (Tabla 111.8) que al inicio del experimento (10’ UFC/g talco) (Figura 111.3).

Tabla I11.7. Numero de unidades formadoras de colonias de M. phaseolina por gramo
de suelo cuatro meses después de la inoculacion.

Promedio n° colonias

Muestra UFC/g suelo
(UFC/mL)
1 130+x14 1300
2 29,6 £2,7 2960
3 74+16 740

Tabla 111.8. Numero de unidades formadoras de colonias de F. solani por gramo de
suelo cuatro meses despues de la inoculacion.

Promedio n° colonias

Muestra (dilucion 10 UFC/g suelo
(UFC/mL)
1 171,7 +17,9 5.16 x 10°
2 218,3+20,9 6.55 x 10°
3 67,0 4,9 2 x 10°
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Figura I11.3. Colonias de M. phaseolina (A) y F. solani (B) procedentes de muestras
de suelo de los compartimentos estancos usados en el experimento bajo macrotdnel.

DISCUSION

En los enfrentamientos duales realizados in vitro, un método mucho mas rapido
que los experimentos realizados en invernadero o campo (Renwick y col., 1991;
Anandhakumar y col., 2008), se observé el efecto antagonico de los formulados de T.
asperellum T18 (Prodigy®) y de B. megaterium B157 y B. laterosporus B197 (Fusbact
®), frente a M. phaseolina y F. solani. Ambos fueron capaces de inhibir el crecimiento
radial in vitro de los dos patdégenos en mas de un 30%. La eficacia de los dos agentes de
control bioldgico (ACBs) fue similar frente a F. solani. Sin embargo, T. asperellum
inhibié en mayor grado el desarrollo de M. phaseolina que Bacillus spp. Aunque estos
resultados no siempre son reproducibles en condiciones in vivo (Harman y Lumsden,

1990), en nuestro caso se corroboraron en los experimentos llevados a cabo en plantas.

El momento y el método de aplicacién de los ACBs y de los fumigantes en
general, juegan un importante papel en su eficacia frente al patdgeno. Las ventajas de
los tratamientos preventivos se basan en impedir o reducir la presencia del hongo
patdgeno. En el cultivo de la fresa, una practica muy extendida es el “mojado” de las
plantas antes de su plantacion en suelo, que consiste en sumergirlas en un fungicida
quimico como tratamiento preventivo de enfermedades. Para reproducir estas practicas

culturales en nuestro trabajo se han comparado tratamientos aplicados mediante
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inmersion de la raiz y la corona de las plantas en una suspensién del ACB, con
tratamientos por riego con esa misma suspension, y con un fungicida quimico

convencional aplicado de la misma manera.

Los resultados obtenidos en los experimentos in vivo muestran la eficacia del
formulado comercial de T. asperellum T18 en el control bioldgico de M. phaseolina
cuando se aplico por inmersion de las raices en una suspension del producto, antes del
trasplante (TPI), que fue similar a la obtenida con el fungicida quimico (metiltiofanato)
aplicado mediante riego, cinco dias antes (QPR) y después de la plantacion (QCR).
Ademas, los resultados bajo condiciones convencionales de campo fueron consistentes
con los observados en macetas en cadmara de ambiente controlado donde los
tratamientos mas eficaces para el control de M. phaseolina fueron TPl y QCR. El efecto
de TPl y QCR en el control de F. solani fue similar al observado frente a M.
phaseolina. No obstante, su eficacia en invernadero fue mayor que la obtenida en
condiciones de campo, ya que en el primer caso ambos tratamientos impidieron el

desarrollo de la enfermedad causada por F. solani.

La efectividad de Bacillus spp. como ACB de M. phaseolina fue menos
consistente que la mostrada por T. asperellum T18, variando su eficacia en funcion de
las condiciones experimentales. Cuando se aplicO como tratamiento preventivo de la
Podredumbre carbonosa por inmersion (BPI), en los experimentos en ambiente
controlado, mostré6 un comportamiento similar a TPl y QCR (en el segundo
experimento), pero en condiciones de campo, independientemente del momento y del
modo de aplicacion, resulto totalmente inefectivo. Asi, pudo haber una mayor eficiencia
en la colonizacion de las raices de las plantas por Bacillus spp. en macetas y en
ambiente controlado que en condiciones naturales. Las condiciones que se obtienen en
un ensayo en maceta en cdmara de cultivo, donde la raiz de la planta, el patégeno y los
agentes de control bioldgico estan restringidos a un espacio limitado y en unas
condiciones Optimas de crecimiento, son muy distintas a las que se consiguen en un
experimento en campo, donde las condiciones son mas variables y dependientes de la

climatologia.

Bacillus es capaz de colonizar rapidamente las raices de las plantas después de la
inoculacién y esta colonizacién es un requisito necesario para impedir la infeccion de la

planta por el hongo patégeno vy, por tanto, para reducir la incidencia de la enfermedad
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(Cao y col., 2011). El hecho de que este proceso sea tan crucial puede ser el responsable
de la variabilidad encontrada en la eficacia de este tratamiento segin el ambiente en el
que se desarrollaron los experimentos. También habria que comprobar si la viabilidad
del formulado de Bacillus spp. es la misma en condiciones controladas que en

condiciones de campo.

La efectividad de los tratamientos por inmersion de raices en una suspension de
inoculo de B. velezensis, se ha referido previamente en el control de la Fusariosis de la
fresa ocasionada por F. oxysporum f. sp. fragariae (Nam y col., 2008). En otros
cultivos, el agente de biocontrol se aplica sobre semillas (Adekunle y col., 2006; Rojo y
col., 2007; Abeysinghe y col., 2007; Kakvan y col., 2013) o mediante la mezcla de éste
con el sustrato, justo en el momento de la plantacién (Cao y col., 2011; Abdel-Monain y
col., 2014). Bacillus subtilis aplicado a las semillas de judia antes de la siembra redujo
significativamente la podredumbre radical ocasionada por F. solani f. sp. phaseoli
respecto al control no tratado, relacionandose ese hecho con la colonizacion de la
rizosfera de las plantas por el ACB y con una disminucién de la densidad de indculo del

patogeno en el suelo (Abeysinghe, 2007).

Los resultados de este trabajo también muestran que la aplicacién del ACB de
forma curativa, es decir, después de la inoculacién del patégeno o una vez que se
detectan los primeros sintomas de enfermedad en campo, no son efectivos, debido
posiblemente a que el patdgeno ya esta presente en el suelo y ha ocupado su nicho en la
rizosfera de la planta. Los tratamientos curativos tienen la ventaja de permitir el control
de las enfermedades de forma mas especifica y localizada tanto en el espacio como en el
tiempo. En los ensayos llevados a cabo en campo bajo macrotinel, los tratamientos
curativos se aplicaron tres veces mediante riego, simulando el manejo del cultivo
convencional de fresa en la provincia de Huelva. Aun asi, los tratamientos preventivos

con los agentes de biocontrol fueron siempre mas eficaces que los curativos.

Otra de las caracteristicas de los ACB es su capacidad de aumentar los
parametros de crecimiento de las plantas. En estudios en invernadero se ha observado
como la aplicacion de T. harzianum es capaz de aumentar la produccién de fruto por
planta en tomate (Sundaramoorthy y Balabaskar, 2013_De Abdel) y la aplicacion de T.
gamsii la aumenta en cereales y legumbres (Rinu y col., 2013). Recientemente, también

se ha referido en el patosistema berenjena / F. oxysporum f. sp. melongenae el efecto
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positivo inducido en el cultivo por diferentes especies de Trichoderma, que no sélo
redujeron significativamente la severidad de la Fusariosis, sino que incrementaron el
vigor de las plantas y la cantidad y calidad de los frutos de berenjena (Abdel-Monaim,
2014). En nuestro estudio, el tratamiento con T. asperellum T18 no indujo incremento
en los rendimientos respecto de las plantas control infectadas no tratadas. No obstante,
otros autores en estudios de biocontrol realizados en fresa frente a Botrytis cinerea y
Phytophthora cactorum (Kowalska y col., 2011; Porras y col., 2009), tampoco
encontraron diferencias significativas en el desarrollo y los rendimientos del cultivo
respecto del control no tratado en el primer afio, pero si las observaron a partir del

segundo afio de experimentacion.

En general, la existencia de variabilidad entre los experimentos de biocontrol
realizados en campo no es extrafia y la incapacidad para conseguir resultados
significativos en estas condiciones es el principal problema en el desarrollo de
productos de control bioldgico (De Anand, 2008). En este sentido, la variacién en los
resultados puede ser debida a diferentes factores bidticos y abidticos, asi como a la
virulencia de las cepas que naturalmente infectan los suelos. Aun asi, nuevas
repeticiones en condiciones de campo serian necesarias para poder evaluar de forma

totalmente satisfactoria estos productos de control biologico.

A pesar de que la aplicacion de los agentes de biocontrol no influye en el
rendimiento de frutos producidos por planta, si lo hace en el rendimiento total de la
cosecha, pues disminuyen el numero total de plantas muertas y afectadas por la

enfermedad y por tanto aumentan el rendimiento total de la finca.

Las conclusiones obtenidas en este estudio nos muestran que las formulaciones
utilizadas en estos experimentos son capaces de ofrecer una base para la supresion de
enfermedades provocadas por hongos patdgenos y podrian ser utilizadas, para mejorar
la produccidn del cultivo de la fresa, como alternativa bioldgica al uso de compuestos

quimicos.
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PATOGENICIDAD DE AISLADOS DE Fusarium
oxysporum Y Fusarium solani DE FRESA EN OTROS
CULTIVOS HORTICOLAS DE INTERES
ECONOMICO EN ANDALUCIA
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CAPITULO 1IV.

PATOGENICIDAD DE AISLADOS DE Fusarium oxysporum Y Fusarium
solani DE FRESA EN OTROS CULTIVOS HORTICOLAS DE INTERES
ECONOMICO EN ANDALUCIA

INTRODUCCION

Uno de los géneros fingicos mejor estudiados a lo largo de la historia ha sido
Fusarium Link. La importancia de este género se debe a que engloba a algunas de las
especies de hongos patdogenos mas destructivas para la agricultura: el complejo de
especies de Fusarium oxysporum (CEFO) y el complejo de especies de Fusarium solani
(CEFS). Cada complejo de especies incluye tanto cepas patdogenas como no patdgenas,
indistinguibles morfolégicamente. Los aislados pertenecientes a ambos complejos se
reproducen asexualmente y se encuentran distribuidos a lo largo de todo el planeta
(Baayen y col., 2000; Lievens y col., 2008; Aoki y col., 2014). Son capaces de
sobrevivir durante muchos afios como macro y microconidias en los restos de cultivos
infectados y como clamidosporas en el suelo, lo que hace que los restos organicos y el
suelo sean un reservorio de inodculo para cultivos posteriores y que el control de estos

hongos sea muy complicado (Abawi y Lorbeer, 1972; Brayford, 1996).

Las cepas no patdgenas se definen como aquellas para las cudles ain no se han
identificado plantas huéspedes (Lievens y col., 2008). Entre las cepas patdgenas, existen
mas de 100 especies de plantas que son huéspedes del CEFO (Lievens y col., 2008) y al
menos 111 del CEFS (Bogale y col., 2009), entre las que se encuentran cultivos
importantes como ajo, esparrago, fresa y tomate (Romberg y Davis, 2007; Lievens y
col., 2008; Molinero-Ruiz y col., 2011; Leoni y col., 2013; Borrego-Benjumea y col.
Capitulo libro, Fang y col., 2013; Pastrana y col., 2014). En general, tanto el CEFO
como el CEFS, poseen un amplio rango de huéspedes. En cambio, los aislados
patogenos usualmente solo infectan a una o a un conjunto de especies de plantas,
asignandosele el nombre de formae speciales basado en la especificidad de huésped
(Booth, 1971; Armstrong y Amstrong, 1976). En la practica, los aislados son
normalmente asignados a una unica forma specialis después de la realizacion de una
prueba de patogenicidad en un cultivo determinado. Sin embargo, la patogenicidad de

estos aislados es raramente, o nunca, comprobada en otros huéspedes. Por esta razoén, la
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utilidad del concepto formae speciales puede ser engaiosa cuando se refiere a aislados
de F. oxysporum y F. solani (Elmer, 2001). A nivel molecular, se ha asumido que
aislados englobados dentro de una misma forma specialis son mas similares
genéticamente que aislados con otra especificidad de huésped (Kistler, 1997). Sin
embargo, hay algunos ejemplos en los que aislados dentro de una forma specialis
pueden estar mds relacionados con aislados no patdogenos o con aislados que pertenecen

a otra forma specialis (Kistler, 1997; Recorbet y col., 2003; Lievens y col., 2008).

Actualmente, hay referidas mas de 120 formae speciales para F. oxysporum y 12
para F. solani (Michielse y Rep 2009; Aoki y col., 2014). F. oxysporum f. sp. fragariae
(Fof), como ya hemos comentado anteriormente, ha sido descrito en los principales
paises productores de fresa. Fof es capaz de infectar las plantas de fresa penetrando a
través de la raiz y afectando al crecimiento y desarrollo de raices y corona; esta
infeccion se traduce en una rapida marchitez y, en algunos casos, muerte de las plantas

(Fang y col., 2011, 2012).

No existe ninguna referencia sobre si Fof es especifico de fresa, o por el
contrario es capaz de infectar y/o producir sintomas en otros cultivos horticolas de
interés econémico en Andalucia, como pueden ser ajo, esparrago y tomate. Tampoco
existen estudios disponibles acerca de la patogenicidad de las respectivas formae
speciales cepae, asparagi y radicis-lycopersici en el cultivo de la fresa. Fusarium
oxysporum f. sp. cepae (Foc) es patdgeno para especies de Allium sp. (ajo, cebolla y
puerros), asi como para esparrago (Asparagus officinalis) (Leoni y col., 2013). Los
sintomas en las plantas de ajo infectadas con Foc son la curvatura, clorosis y/o necrosis
de los apices de las hojas que avanza progresivamente hacia abajo, y lesiones de color
castafio-rojizo en el disco basal, en los tejidos de reserva, y en las raices, que se van
necrosando a medida que avanza la enfermedad. Cuando el hongo infecta en estadios
tempranos del desarrollo de la planta se puede observar un crecimiento reducido de la

misma. (compendium of onion and garlic diseases).

FE oxysporum f. sp. asparagi (Foa) fue descrito basandose en pruebas de
patogenicidad que demostraron cierto nivel de especificidad hacia esparrago. Los
sintomas provocados por Foa en esparrago comienzan con la amarillez de los apices de
algunos frondes, la cual progresa hasta la base de la planta en pocos dias. En algunos

casos los tejidos se van necrosando hasta que la planta muere. Diferentes estudios han
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mostrado que aislados de F. oxysporum patdgenos para esparrago también son capaces
de provocar enfermedad en ajo, apio, cebolla, gladiolo y lupino (Elmer, 2001; Molinero-

Ruiz y col., 2011).

F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl) infecta a tomate (Solanum
lycopersicum), pero también puede provocar podredumbre de raiz y tallo en maltiples
huéspedes de diferentes familias de plantas (Menzies y col., 1990). La infeccion de las
plantas de tomate por Forl se produce a través de lesiones en las raices, o de los puntos
de insercién de las raices secundarias en las principales. Es muy frecuente que el hongo
se aisle cerca de las lesiones y no se propague sistémicamente. Las plantas infectadas
pueden marchitarse y morir o permanecer en un estado de debilidad, con la consiguiente
pérdida de produccion. Ademas, las raices dafiadas pueden ser colonizadas facilmente

por patdgenos secundarios (Szczechura y col., 2013).

F. solani f. sp. cucurbitae ha sido la Unica formae speciles descrita en nuestro
pais (referencia) afectando calabaza, calabacin y sandias injertadas (Garcia-Jiménez y
col., 1997; Armengol y col., 2000; Gémez-Vazquez y col., 2008). Aunque también
existen referencias de F. solani como patogeno de guisante (Tello y col., 1988), judia
(Tello y col., 1985), esparrago (Corpas-Hervias y col., 2006) y ajo (Basallote y col.,
2011). También se ha detectado recientemente como patdogeno en fresa causando
enanismo, marchitez y/o muerte en las plantas infectadas en campos de produccion
(Pastrana y col., 2014), y podredumbre de cuello en viveros de altura (Redondo y col.,
2012). Las forma specialis de F. solani son mucho menos conocidas o frecuentes que las
de F. oxysporum, pero del mismo modo que las de este, pueden ocasionar enfermedad
en uno o en varios huéspedes de diferentes familias botanicas (Chung y col. 2011;
Romberg y Davis, 2007). Como en el caso de Fof, se desconoce si los aislados de F.
solani procedentes de fresa son capaces de causar enfermedad en otros cultivos, o por el

contrario, son especificos de fresa.

OBJETIVOS

Evaluar si la especificidad de las cepas patdgenas de F. oxysporum y F. solani
procedentes de plantas de fresa son especificas de este huésped o son capaces de causar

enfermedad en plantas de ajo, esparrago y tomate.
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Determinar si las formae speciales de F. oxysporum descritas como patdgenas

para ajo, esparrago y tomate son capaces de causar enfermedad en el cultivo de la fresa.

MATERIALES Y METODOS

Para resolver los objetivos propuestos se realizaron dos tipos de experimentos
utilizando plantas crecidas en condiciones in vitro y en sustrato. El sustrato utilizado
varié dependiendo del cultivo, pero en todos los casos se esterilizd previamente en

autoclave durante 70 min a 121°C, dos dias consecutivos.

En ambos experimentos, las plantas se dispusieron siguiendo un disefio
experimental completamente al azar con 16 u ocho repeticiones (experimentos in vitro 'y

en sustrato, respectivamente).

Material Vegetal

Fresa

En el experimento in vitro se utilizaron plantas de un mes del cultivar Camarosa
obtenidas mediante cultivo de meristemos por la Dra. Mayte Ariza (IFAPA — Centro
Churriana) y proporcionadas en tubos individuales conteniendo medio Hoagland-Knop

(Tuite, 1969).

Para el experimento en sustrato se utilizaron plantas de fresa ‘Camarosa’ frescas,
proporcionadas por D. Antonio Refoyo (Fresas Nuevos Materiales S.A.). Las plantas se
sembraron en turba humedecida (Gramoflor Blumenerde®) estéril y se incubaron
durante 10 dias en una cdmara con ambiente controlado ajustada a 25/18°C y 40-75%

HR dia/noche y 16 h de luz.

Ajo
Se utilizaron dientes de ajo, sin ningln tipo de lesién y de tamaio intermedio,

del cultivar Morado de Castilla-La Mancha proporcionados por la cooperativa Santa
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Monica de Balazote (Albacete). Se realiz6 una limpieza exhaustiva de los dientes de ajo
bajo el agua del grifo, especialmente del disco basal. Se desinfectaron superficialmente
en una solucion acuosa de hipoclorito de sodio al 1% durante 5 min y se dejaron secar
en papel de filtro estéril en una camara de flujo laminar. En los experimentos in vitro,
los dientes de ajo se introdujeron en condiciones de asepsia, en botes de cristal de 100
mL con 40 mL de medio Hoagland-Knop (Tuite, 1969). A continuacion, se sellaron los
botes y se incubaron durante 7-10 dias a 18° C con un fotoperiodo de 12 h hasta su

inoculacion.

Para el experimento en sustrato, los dientes se sembraron directamente en

macetas de plastico de 1,3 L conteniendo sustrato infestado.

Esparrago

Semillas de esparrago del cultivar Ciprés se desinfectaron superficialmente en
una solucion acuosa de hipoclorito de sodio al 1% durante 2 min. Se enjuagaron dos
veces con agua destilada estéril (ADE) durante 2 min, a intervalos de 5 min, y una
tercera vez durante 17 h. Se secaron entre una inmersion y otra sobre papel de filtro
estéril y, finalmente, se dispusieron en placas de Petri conteniendo agar-agua (AA) al
0,6% para su germinacion (6-7 semillas/placa). Las placas se incubaron a 28°C en
oscuridad durante 7-10 dias hasta que emitieron una radicula de 1-1,5 cm. En los
experimentos in vitro, las semillas germinadas se transfirieron, individual vy
asépticamente, a tubos de vidrio (15 x 2,2 cm) conteniendo 20 mL de medio Hoagland-
Knop (Tuite, 1969). A continuacion, se sellaron los tubos y se dispusieron durante dos

semanas en una camara de cultivo ajustada a 25°C y con un fotoperiodo de 12 h.

En el experimento en sustrato, las semillas germinadas se sembraron en bandejas
con vermiculita estéril, y se mantuvieron durante 21 dias en las mismas condiciones
descritas para la fresa. Transcurrido este tiempo, las plantas se trasplantaron a macetas

con sustrato infestado.

Tomate

Semillas del cultivar Marmande Cuarenteno se desinfectaron de la misma forma

que las de esparrago, pero se germinaron directamente en tubos de ensayo con medio
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Hoagland-Knop (Tuite, 1969) para los experimentos in vitro. Para el experimento en
sustrato, las semillas se sembraron en bandejas de plastico con vermiculita estéril y se
mantuvieron durante 15 dias en una camara de crecimiento ajustada a las condiciones
descritas previamente. Transcurrido este tiempo, las plantas se trasplantaron a macetas

con sustrato infestado.

Aislados fiingicos

Se utilizaron cultivos monoconidicos almacenados en suelo estéril a 4°C o
conservados a -80°C de un aislado de Fusarium oxysporum f. sp. fragariae (Fof)
procedente de una planta de fresa con sintomas de enfermedad en Fukuoka (Japon)
(Suga y col., 2013); un aislado de F. solani recuperado de una planta hija de fresa
‘Camarosa’ sin sintomas, cuya patogenicidad se probo previamente (Pastrana y col.,
2014); y tres aislados de Fusarium oxysporum de probada patogenicidad en ajo (Foc
Bal, Basallote y Melero, 2011), esparrago (Foa 4, Corpas-Hervias y col., 2006), o

tomate (For/ Poc411, J. Gdbmez comunicacion personal).

Incremento del inoculo

Los aislados se repicaron a placas de Agar Patata Dextrosa (APD) (DIFCO™) y
se incubaron a 25°C durante 2 dias en oscuridad y otros 5 dias con un fotoperiodo de 12
h. Una vez transcurrido el periodo de incubacion se cortaron cinco discos de 8§ mm de
didmetro de APD con micelio en crecimiento activo y se afiadieron a frascos de cristal
conteniendo 100 mL de Caldo de Patata Dextrosa (CPD) (DIFCO™). Los frascos se
dispusieron en un agitador orbital a 150 r.p.m. y se incubaron a temperatura ambiente
durante 10 dias. Como testigo negativo se incluyeron frascos con CPD con discos de
APD sin colonizar. Todas las pruebas de patogenicidad in vitro y las de fresa en sustrato,

se llevaron a cabo con indculo incrementado en CPD.

Para incrementar el inoculo de las pruebas de patogenicidad realizadas en

sustrato con plantas de ajo, esparrago y tomate, se afiadieron dieciséis discos de APD de
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5 mm de didmetro, con micelio en crecimiento activo del aislado correspondiente, a un
bote de vidrio de 500 mL de capacidad con 400 mL de una mezcla arena:harina de
maiz:agua (AMA) (9:1:2, v:v:v) previamente esterilizada 70 min a 121°C, dos dias
consecutivos. La incubacién se realizé durante 15 dias a 25°C en oscuridad. Los botes
se agitaron cada dos dias para facilitar la aireacion y colonizacion del sustrato por parte

del hongo. Los botes testigo se sembraron con discos de APD sin colonizar.

Inoculacion

En las pruebas de patogenicidad in vitro, y en la realizada con fresa en sustrato,
la suspension de conidias utilizada como inoculo se obtuvo filtrando el CPD infectado a
través de cuatro capas de gasa estéril. Antes de la inoculacion se realiz6 una estimacion
de la concentracion de conidias/mL mediante conteo en cdmara de Thoma. Las plantulas
in vitro se inocularon con 1 mL (esparrago y tomate) 6 2 mL (ajo y fresa) de una
suspension ajustada a 10°- 107 conidias/mL, aplicada con una micropipeta a lo largo del
sistema radical, y se incubaron durante tres semanas bajo las condiciones descritas
anteriormente. Como control se usaron plantulas a las que se les afiadio 1 mL de ADE.

Se utilizaron ocho plantas por aislado.

Las plantas de fresa de un mes de edad crecidas en sustrato se desenterraron, y
las raices y coronas se sumergieron en una suspension ajustada a 10’ conidias/mL (20
mL/planta) durante 30 min. Las plantas testigo se trataron de forma idéntica, pero
fueron sumergidas en ADE. Transcurridos los 30 min se trasplantaron individualmente a
macetas de 13 cm de didmetro con turba humedecida estéril. Se incluyeron ocho
macetas por cada aislado. Todas las macetas se dispusieron en una camara de cultivo
con las condiciones descritas previamente, durante tres meses. La disposicion de las
plantas en la camara de crecimiento fue completamente al azar. El riego se realiz6 segin

necesidad.

Las pruebas de patogenicidad de ajo, esparrago y tomate en sustrato, se llevaron
a cabo mezclando el AMA colonizado por el aislado correspondiente con turba estéril en
la proporcion 1:4, (v:v). Esta mezcla se vertid en macetas de 13 cm de didmetro a las

que se trasplantaron una (esparrago) o dos (ajo y tomate) plantas por maceta.
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in 4 S

Figura IV.1. Germinacion, inoculacion y siembra del material vegetal. A) Plantas in
vitro de fresa ‘Camarosa’ obtenidas mediante cultivo de meristemos; B) Inoculacion
plantas hijas ‘Camarosa’ mediante inmersion en una suspension de indculo; C)
Germinacion de diente de ajo ‘Morado de Castilla - La Mancha’ en medio Hoagland-
Knop; D) Semillas de esparrago germinadas en agar-agua; E) Plantulas de esparrago
"Ciprés” creciendo en vermiculita; F) Semilla de tomate ‘Marmande Cuarenteno’
germinada en tubo de ensayo con medio Hoagland-Knop.

En los experimentos en sustrato, las plantas se fertilizaron a los 15 dias del
trasplante con 0,3 g de Osmocote® (ajo, fresa y tomate) o con 0,2 g de Floranid®

Permanent (esparrago).
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Sintomas de la enfermedad

La observacion de los sintomas se llevo a cabo semanalmente hasta un total de
tres semanas o tres meses, en los experimentos in vitro o en sustrato, respectivamente.
Una vez finalizados los experimentos, se sacaron las plantulas de los recipientes de
vidrio o de las macetas, se lavaron sus raices con agua, se secaron y se realizaron las
observaciones de los sintomas en la parte aérea y en las raices de las plantas. En esta
lectura final, se asign6 un valor a la sintomatologia mostrada en cada una de las plantas
utilizando una escala de severidad diferente para cada uno de los cultivos y tipo de

experimento (in vitro o sustrato).

Escala de severidad para fresa

Valor In vitro
1 No sintomas
2 Necrosis apical raices

Necrosis afectando < 50% del sistema radical y/o pocas raices y/o dos hojas

3
necrosadas
s Necrosis afectando > 50% del sistema radical y/o raices achaparradas y/o
mas de tres hojas necrosadas
5 4 + necrosis afectando a menos del 50% de los peciolos
6 4 + necrosis afectando a mas del 50% de los peciolos
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Escala de severidad para ajo

Valor In vitro En sustrato

1 No sintomas No sintomas

2 Necrosis apical raices Necrosis apical raices

2 + Necrosis disco basal y/o
3 2 + Necrosis disco basal podredumbre acuosa + <50% sistema
aéreo necrosado
3 + Necrosis extensas raices y/o pobre
4 3 + Necrosis extensas raices sistema radical + >50% sistema aéreo
necrosado
4 + Lesion o necrosis tejidos de 4 + Lesion o necrosis tejidos de
5

rescrva

reserva y/o muy pobre sistema radical

Escala de severidad para esparrago

Valor In vitro En sustrato
1 No sintomas No sintomas
2 Necrosis apical raices Necrosis apical raices
Necrosis en los puntos de insercion ~ Necrosis en los puntos de insercion de
3 de las raices y/o necrosis extensa en las raices y/o necrosis extensa en la
la raiz raiz
3+ Necrosis rizoma + Raices 3+ Necrosis rizoma + Necrosis y/o
4
abortadas clorosis de frondes
_ 4+ Necrosis del tallo y/o seca de
5 4 + Necrosis del tallo

cladodios
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Escala de severidad para tomate

Valor In vitro En sustrato
1 No sintomas No sintomas
2 Necrosis apical raices Necrosis apical raices
Necrosis extensa en raiz en los Necrosis afectando <50% raiz y en los
3 puntos de insercion de las raices + puntos de insercion de las raices +
Amarillez y/o defoliacion Amarillez y/o defoliacion

) 3+ necrosis afectando >50% raiz +

4 3+ Necrosis en la base del tallo .
Necrosis en la base del tallo

5 Planta muerta Planta muerta

Figura IV.2. Comparacion de sintomas, al final del experimento en sustrato, entre las
plantas testigo (izquierda) y las plantas inoculadas con F. solani (derecha). A) Fresa
‘Camarosa’; B) Ajo 'Morado de Castilla la Mancha’; C) Esparrago 'Cipres’; y D)
Tomate "Marmande Cuarenteno’.
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Tras la lectura de sintomas, las plantas se pesaron. Ademas, se midi6 la longitud
de las hojas en las plantas de ajo, la longitud de la raiz y del tallo de las plantas de
esparrago y tomate y, en fresa, se determiné el porcentaje de raices nuevas, el porcentaje
de necrosis de la corona y el numero de estolones y de frutos producidos. Cuando la
maceta (unidad experimental) contenia dos plantas, se utilizé la media de los datos de

ambas.

Se realizaron aislamientos en APD de trozos de raiz, disco basal y tejidos de
reserva de los dientes de ajo; de raiz principal, raices secundarias, rizoma y base del
tallo en el caso de las plantulas de esparrago; de raiz, zona de inserciéon de los
cotiledones y base del tallo, en tomate; y de raiz, corona y peciolos, en las plantas de

fresa.

Analisis estadisticos

Los datos se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) de acuerdo con
un disefio completamente al azar. Previamente se realiz la transformacion angular
(arcoseno VY/100) de los datos porcentuales. La medias se compararon utilizando el test

de minima diferencia significativa LSD (P=0,05).

RESULTADOS

Desarrollo de sintomas en los cuatro cultivos

Fresa

Todos los aislados inoculados en plantas de fresa in vitro ocasionaron necrosis
en raices, hojas y peciolos. En las plantas inoculadas, independientemente del aislado,
los porcentajes de necrosis en cada una de las zonas afectadas difirieron
significativamente (P=0.0001) de las plantas control, siendo mas severos los causados

por el aislado de Fusarium oxysporum patogeno de fresa (Fof) (Tabla IV.1).
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Tabla IV.1. Patogenicidad in vitro de aislados de distintas formae speciales de F.
oxysporum y de F. solani en plantas de fresa ‘Camarosa’.

) . Severidad”
Fusarium spp.

(P=0.0001)

Foc 4.1+£0.2bc

Foa 4.0+0.3 bc

Forl 43+03b

Fof 59+£0.1a

Fs 35+02c¢
Control 20+£00d

® Foc (Fusarium oxysporum f. sp. cepae); Foa (Fusarium oxysporum f. sp. asparagi); Forl (Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici); Fof (Fusarium oxysporum f. sp. fragariae) y Fs (Fusarium solani).

®Escala de severidad 1- 5, donde 1= planta sin sintomas y 5= planta con necrosis afectando a mas del
50% del sistema radical, y/o raices achaparradas, y/o mas de tres hojas necrosadas, y necrosis afectando a
mas del 50% de los peciolos. Cada valor de la tabla es la media con el error estandar de 16 repeticiones.
Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segtin el test LSD (P < 0,05).

En el experimento en sustrato, Fof fue el Unico aislado de F. oxysporum capaz
de ocasionar sintomas de necrosis, marchitez, enanismo y muerte de plantas (62 %),
redujo la emision de raices nuevas y anuld la emision de estolones. Ademas, redujo
significativamente (P=0.0001) el peso de las plantas respecto a los aislados restantes, y
disminuy6 el niumero de frutos producidos por planta. Las plantas inoculadas con el
aislado de esparrago (Foa) y con el de ajo (Foc) produjeron un mayor niimero de frutos,
y las correspondientes a los aislados de Foa y de tomate (Forl) desarrollaron mayor
numero de estolones, en relacion con las plantas testigo y, como consecuencia,
incrementaron el peso de las plantas en un 94 % (Foa), 77 % (Forl) y 38 % (Foc)
(Tabla IV.2).

143



Tabla IV.2. Patogenicidad de aislados de distintas formae specialis de F. oxysporum en
plantas de fresa ‘Camarosa’ cultivadas en sustrato.

Raices Necrosis

Fusarium nuevzlljs Corm}Ja Estolmbles Frutobs Peso

spp.* (%) (%) (N°) (N°) "
: (NS)° (NS) (P=0.0001) (P=0.0015) (P=0.0001)
Foa 60.6 £9.5 8.2+4.1 4.8+0.7a 98+2.1a 63.0+t54a
Forl 61.3+3.0 82+3.6 48+06a 284+1.0b 575+3.1a
Foc 544+59 8.8+2.1 24+1.10b 93+20a 448+49Db
Fof 38.1+3.8 263 +11.1 0.0+£00c¢ 1.9+14b 10.8+3.5d
Control 50.0+9.8 10.0+3.4 05+03c¢ 75+12a 324+3.7¢

“Foa (Fusarium oxysporum f. sp. asparagi); Forl (Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici); Foc (Fusarium oxysporum f. sp. cepae) y Fof (Fusarium oxysporum f. sp.
fragariae).

® Cada valor de la tabla es la media con el error estandar de ocho repeticiones. NS= no hubo diferencias

significativas entre las medias. Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segun el test LSD (P <
0,05).

“ NS= no hubo diferencias significativas entre las medias.
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Exp- I (RH)

Fresa
Tegl;qo PL.C
Tnoc: 22/5 /13

Figura IV.3. Plantas de fresa ‘Camarosa’. A) Tras finalizar el experimento in vitro,
planta testigo sana (izquierda) y plantas inoculadas con Fof con sintomas de flacidez,
necrosis en raices y peciolos, y clorosis y necrosis en hojas. Al finalizar el experimento
en sustrato: B) a la izquierda planta testigo sin sintomas de enfermedad, y a la derecha
planta inoculada con Fof con sintomas de necrosis y clorosis en hojas, marchitez y
enanismo; C) sistema radical sano y desarrollado de una planta testigo (izquierda) y a la
derecha el de una planta inoculada con Fof, el cual presenta una escasa formacion de
raices nuevas; D) Detalle de corona necrosada en una planta inoculada con Fof.

Los aislamientos realizados en las plantas de fresa inoculadas en el experimento
in vitro resultaron positivos en raiz, corona y peciolo para todos los aislados inoculados.
En cambio, en el experimento en sustrato, s6lo Fof fue aislado desde raiz, corona y

peciolo; el resto de aislados sélo se recuper6 a partir de las raices.

Ajo
Los primeros sintomas observados in vitro, una semana después de la
inoculacién, fueron necrosis apical en las raices y en el disco basal de las plantas

inoculadas con el aislado patdégeno de ajo (Foc) y con los aislados patogenos de fresa

(Fof'y Fs). Esta necrosis se extendid a través de las raices y del disco basal en todas las
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plantas inoculadas con Fs, y en algunas inoculadas con Fof. Ocasionalmente,
aparecieron necrosis en los tejidos de reserva en plantas inoculadas con Fs y Fof, tres
semanas después de la inoculacion. En cambio, en todas las plantas inoculadas con Foc
aparecieron lesiones necroticas en los tejidos de reserva diez dias después de la
inoculacion, las cuales fueron aumentando con el tiempo (Tabla IV.3) . En las plantas
testigo se observaron pequefias necrosis en las raices y en el disco basal al finalizar el
experimento, pero el resultado de los aislamientos de estas lesiones resultd negativo.
Todos los aislados fueron recuperados en los aislamientos realizados a partir de la raiz,
del disco basal y de las lesiones en los tejidos de reserva, en las plantas de ajo

inoculadas con los tres aislados.

Al final del experimento en sustrato, todas las plantas de ajo inoculadas
presentaban hojas completamente necrosadas y otras con necrosis en los apices, aunque
Foc y Fs provocaron sintomas mas severos que Fof. Las mayores diferencias de
sintomas (P=0.0001) entre aislados se observaron en la parte radical, donde las plantas
inoculadas con Fof apenas presentaban necrosis, mientras que las inoculadas con Foc 'y
Fs mostraban grandes extensiones necrosadas en las raices y en el disco basal. Ademas,
las plantas inoculadas con Foc mostraron un pobre sistema radical y las inoculadas con
F’s tuvieron un tamano mas reducido que las plantas control. Esto se reflejé en el peso
de las plantas, que fue significativamente menor en las plantas inoculadas con ambos
aislados (Fs y Foc) que en las plantas control. (Tabla IV.3). No obstante, no se
observaron diferencias significativas en la altura entre las plantas inoculadas y las de
control. Todos los aislados fueron recuperados en los aislamientos realizados a partir de
la raiz, el disco basal y de las lesiones en los tejidos de reserva, en las plantas de ajo

inoculadas con los tres aislados.
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Tabla IV.3. Patogenicidad in vitro y en sustrato de aislados de F. oxysporum y F. solani
en plantulas de ajo ‘Morado de Castilla-La Mancha’.

In vitro En sustrato
Fusarium

SPp- Severidad ™ Severidad ™ Longitud (cm)® Peso (g)°

(P=0.0011) (P=0.0001) (NS) (P=0.015)

Foc 46+0.2a 39+02a 322+2.7 89+14c
Fof 3.6 0.3 bc 2.8+03b 36.1+24 124+ 1.0 ab
Fs 4.1+0.1ab 41+0.1a 273+1.8 10.0 £ 1.1 be
Control 2.8+04c 22+03Db 31.0+2.7 13.6+0.5a

* Foc (Fusarium oxysporum f. sp. cepae); Fof (Fusarium oxysporum f. sp. fragariae) y Fs (Fusarium

solani).

® Escala de severidad 1- 5, donde 1 = planta sin sintomas y 5 = planta con necrosis apical de las raices,
necrosis del disco basal y/o podredumbre acuosa, necrosis extensas en raices, mas de un 50% del sistema
aéreo necrosado, lesion o necrosis en los tejidos de reserva y/o muy pobre sistema radical.

¢ Cada valor de la tabla es la media con el error estandar de 16 u ocho repeticiones (experimentos in vitro
y en sustrato, respectivamente). Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segun el test LSD (P <

0,05).

d . . . . .
NS: no hubo diferencias significativas entre las medias.
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Figura IV.4. Plantas de ajo 'Morado de Castilla-La Mancha“ tras finalizar el
experimento in vitro (A 'y B) y en sustrato (C, D y E). A) Plantas testigo sanas. B)
Plantas inoculadas con Foc mostrando sintomas de escaso desarrollo, raices necrosadas,
necrosis del disco basal y en los tejidos de reserva. C) Comparacion entre el sistema
aéreo de una planta testigo sana (izquierda) y dos plantas inoculadas con Foc (derecha)
con hojas completamente necrosadas. D) Sistema radical sano de una planta testigo
(izquierda) comparado con el de dos plantas inoculadas con Foc, las cuales presentan un
pobre sistema radical con grandes extensiones necrosadas y discos basales también
necrosados. E) Detalle de necrosis en los tejidos de reserva de una planta inoculada con
Foc.

Esparrago

La sucesion de sintomas en las plantas de esparrago inoculadas in vitro comenzo
una semana después de la inoculacion, con necrosis apical y achaparramiento en
algunas raices. Dos semanas después, las plantas inoculadas con Foa, Fof'y Fs también
mostraron necrosis extensas en las raices y en el rizoma. Las plantas inoculadas con Foa
fueron las Unicas que presentaron sintomas aéreos, consistentes en necrosis de tallos en

la segunda y tercera semana después de la inoculacion. Los testigos no mostraron

148



ningun tipo de sintoma durante el tiempo que durd el ensayo (Tabla ). Los resultados
de los aislamientos de las plantas inoculadas resultaron positivos para Fs y Fof en raiz y
rizoma, pero no en tallo; Foa se recuperd de todos los tejidos analizados.

Tabla IV.4. Patogenicidad in vitro de aislados de F. oxysporum y F. solani en plantulas
de esparrago ‘Ciprés’.

Fusarium Severidad ™ Longitud tallo (cm)°  Longitud raiz (cm)°
spp.” (P=0.0001) (NS) (NS)
Foa 39+02a 120+ 0.5 41+0.6
Fof 34+03a 13.1+£04 5.0+0.7
Fs 39+0.1a 13.1+£0.5 62+0.2
Control 14+0.1b 13.3+0.9 52+0.6

® Foa (Fusarium oxysporum f. sp. asparagi); Fof (Fusarium oxysporum f. sp. fragariae) y Fs (Fusarium
solani)

® Escala de severidad 1- 5, donde 1= planta sin sintomas y 5= planta con necrosis extensa en la raiz, en los
puntos de insercion de las raices secundarias con la raiz principal, en el rizoma, en el tallo y con raices
abortadas. Cifras seguidas por distintas letras difieren entre si segtin el test LSD (P < 0,05).

¢ Cada valor de la tabla es la media con el error estdndar de 16 repeticiones.

4 NS= no hubo diferencias significativas entre las medias

Al final del experimento en sustrato, todas las plantas de esparrago inoculadas con
Foay Fs, y el 50% de las inoculadas con Fof mostraron sintomas de clorosis y necrosis
de tallos y cladodios. En el sistema radical, s6lo se observaron sintomas de necrosis en
las plantas inoculadas con Foa y Fs; el resto de plantas presentd sistemas radicales
totalmente sanos. No hubo diferencias significativas respecto al testigo en la longitud de
la raiz y del tallo, ni en el peso de las plantas, aunque se observd que las plantas
inoculadas con Fs permanecieron mas pequefias y pesaron menos que el resto (Tabla

IV.5). Los tres aislados se recuperaron de raiz, rizoma y tallo de las plantas inoculadas.
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Tabla IV.5. Patogenicidad de aislados de F. oxysporum y F. solani en plantas de
esparrago ‘Ciprés‘ cultivadas en sustrato.

Fusarium | Severidad™ Longitud raiz (cm)° Longitud tallo (cm)°  Peso ()€
spp. (P=0.0001) (NS) ¢ (NS) (NS)
Foa 46+03a 323+2.3 58.1+4.5 11.9+1.5
Fof 25+03D 29.0+2.3 63.4+45 109+1.5

Fs 45+02a 309+2.3 499 +4.5 9.1+1.5
Control 1.2+£0.1Db 26.6+24 544+48 104+1.6

“ Foa (Fusarium oxysporum f. sp. asparagi); Fof (Fusarium oxysporum f. sp. fragariae) y Fs (Fusarium

solani).

® Escala de severidad 1- 5, donde 1= planta sin sintomas y 5= planta con necrosis extensa en la raiz, en los
puntos de insercion de las raices secundarias con la raiz principal, en el rizoma, necrosis y o clorosis de
tallos, y/o seca de cladodios.

¢ Cada valor de la tabla es la media con el error estindar de ocho repeticiones. Cifras seguidas por
distintas letras difieren entre si segun el test LSD (P < 0,05).

4 NS= no hubo diferencias significativas entre las medias.
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Figura IV.S. Plantas de esparrago "Ciprés” tras finalizar el experimento in vitro (A) y en
sustrato (B y C). A) Planta testigo sin sintomas (izquierda) y plantas inoculadas con Foa
(centro) y Fof (derecha) con sintomas de necrosis y achaparramiento de raices y
necrosis en la base del tallo. B) Sistema radical sano de planta testigo. C) Planta
inoculada con Foa con sistema radical escasamente desarrollado y con lesiones
necroticas.
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Tomate

Los sintomas de las plantas in vitro inoculadas con Fof y Fs fueron muy
similares durante todo el experimento y consistieron en necrosis extensa en las raices y
en la base del tallo, ademas de lesiones necrdticas y/o defoliacion de algunas hojas.
Todas las plantas inoculadas con el aislado patogeno de tomate Forl/ desarrollaron
ademds necrosis mas extensas, un sistema radical significativamente mas corto
(P=0.0227) y murieron a las dos semanas después de la inoculacion. Las plantas testigo
presentaron necrosis apical en algunas raices desde la primera lectura de sintomas
(Tabla IV.6). Todos los aislados fueron recuperados en los aislamientos realizados a
partir de la raiz, el cuello y el tallo de las plantas de tomate inoculadas, mientras que los

aislamientos de las plantas testigo resultaron negativos.

Tabla 1V.6. Patogenicidad in vitro de aislados de F. oxysporum y F. solani en plantulas

de tomate ‘Marmande Cuarenteno’.

Fusarium Severidad ™ Longitud tallo (cm)°  Longitud raiz (cm) ¢
spp.” (P=0.0001) (NS)* (P=0.0227)
Forl 50+0.0a 4.1+0.7 28+04D
Fof 29+0.1b 6.0+0.1 3.8+0.3ab
Fs 3.0+0.1b 55+03 3.8+0.3ab
Control 23+£0.2D 5.6+04 44+05a

“ Forl (Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici); Fof (Fusarium oxysporum f. sp. fragariae) y Fs
(Fusarium solani).

® Escala de severidad con valores del 1 al 5, donde 1 corresponde a una planta de tomate sin sintomas y 5
a una planta muerta.

¢ Cada valor de la tabla es la media con el error estandar de 16 repeticiones. Cifras seguidas por distintas
letras difieren entre si segun el test LSD (P < 0,05).

d . . .. . .
NS= no hubo diferencias significativas entre las medias.

Al finalizar el experimento en sustrato, la parte aérea de todas las plantas,
incluyendo las testigo, mostré algunas hojas cloréticas y/o necrosadas, siendo este
sintoma mas acusado en las plantas inoculadas con Forl. En dichas plantas también se
observaron necrosis extensas en las raices, mientras que el resto mostrd un sistema
radical sano. Ademas, Forl y Fs fueron capaces de provocar muerte en una de las ocho

plantas testadas. La longitud del tallo de las plantas inoculadas con Forl y Fs fue
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significativamente (P=0.0001) menor que la de las plantas control. Ademads, FJs
ocasion6 una disminucion de peso del 28% (P=0.0003) respecto al de las plantas control
(Tabla IV.7). Todos los aislados fueron recuperados en los aislamientos realizados a
partir de la raiz, el cuello y el tallo de las plantas de tomate inoculadas.

Tabla IV.7. Patogenicidad de aislados de F. oxysporum y F. solani patogenos de fresa en
plantas de tomate ‘Marmande Cuarenteno’ cultivadas en sustrato.

Fusarium | Severidad™ Longitudctallo LongitudC raiz Peso (g)©
spp.’ (P=0.0001) (ch()l.:)l())OI) (&';‘))d (P=0.0003)
Forl 39+0.2a 386+1.4Db 205+ 1.7 23.9+0.7a
Fof 1.4+£02D 478+ 1.6a 23.6+2.0 244+ 13a

Fs 1.6£02D 37.0+£19b 21.6 £0.8 18.0+0.8b
Control 20+0.3b 437+09a 249+14 250+1.5a

“ Forl (Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici); Fof (Fusarium oxysporum f. sp. fragariae) y Fs
(Fusarium solani).

® Escala de severidad 1- 5, donde 1 = planta sin sintomas y 5 = planta muerta.

¢ Cada valor de la tabla es la media con el error estandar de ocho repeticiones. Cifras seguidas por
distintas letras difieren entre si segtin el test LSD (P < 0,05).

4 NS=no hubo diferencias significativas entre las medias.
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Figura IV.6. Plantas de tomate "Marmande Cuarenteno’ tras finalizar el experimento in
vitro (A) y en sustrato (B y C). A) Planta testigo sin sintomas (izquierda) y a la derecha
plantas inoculadas con Forl mostrando sintomas de acortamiento y necrosis de raices,
necrosis en la base del tallo, lesiones necrdticas en algunas hojas y enanismo; B)
Necrosis en raices y base del tallo de planta de tomate inoculada con Forl. C) Planta
testigo sana (izquierda) y planta inoculada con Forl/ (derecha) con sintomas de clorosis
y necrosis en las hojas.

DISCUSION

En este trabajo se ha querido estudiar si aislados patdogenos de fresa,
pertenecientes a los complejos de especies de F. oxysporum y F. solani, son capaces de
ocasionar enfermedad en otros cultivos o, por el contrario, son especificos de fresa. En
general, los estudios realizados para comprobar el rango de huésped de un patégeno se
disefian con el objetivo de encontrar posibles cultivos rotacionales que minimicen un
desarrollo epidémico del patégeno (Molinero-Ruiz y col., 2011; Leoni y col., 2013;
Weeb y col., 2013). Aunque el cultivo de fruto de fresa en nuestro pais se desarrolla

como monocultivo era importante llevar a cabo este tipo de estudio epidemiolégico, al
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tratarse de hongos patdgenos con una elevada capacidad de supervivencia en el suelo.
Por ello, para realizar este estudio, se eligieron cultivos econdmicamente importantes
para Andalucia (ajo, esparrago y tomate) en los que F oxysporum y F. solani son
capaces de causar enfermedad (Romberg y Davis, 2007; Lievens y col., 2008;

Molinero-Ruiz y col., 2011; Leoni y col., 2013; Borrego-Benjumea y col., 2013).

FE oxysporum f. sp. fragariae ha sido descrito como patogeno en los principales
paises productores de fresa (Fang y col., 2013). En todas estas descripciones, se asignd
a F. oxysporum el adjetivo de forma specialis tras confirmar su patogenicidad en plantas
de fresa, pero en ninguna de ellas se estudio el posible rango de huésped de sus aislados.
En este trabajo se ha demostrado que F. oxysporum patdgeno de fresa (Fof) es capaz de
infectar a plantas de ajo, esparrago y tomate, aunque la severidad de los sintomas
causados en estos cultivos es mucho menor que los causados por aislados de F

oxysporum patogenos de cada uno de ellos (Foc, Foa y Forl, respectivame).

Del mismo modo, los aislados de F. oxysporum patéogenos de ajo, esparrago y
tomate fueron capaces de infectar plantas de fresa in vitro, aunque causaron sintomas
menos severos que los ocasionados por F oxysporum f. sp. fragariae. Sin embargo, en
los experimentos en sustrato infectaron las plantas de fresa pero no ocasionaron
sintomas. Esto corrobora los resultados obtenidos en trabajos previos, en los que
ninguna de las tres formae speciales mostrd un rango de patogenicidad limitado a un

solo huésped (Menzies y col., 1990; Elmer, 2001; Leoni y col., 2013).

Las formae speciales de F. solani son mucho menos conocidas o frecuentes que
las de F. oxysporum. Algunas de ellas, son capaces de ocasionar enfermedad en un solo
huésped, como por ejemplo F. solani f.sp. phalaenopsis, el cual es patdogeno solamente
para orquideas (Chung y col., 2011). En cambio, otras formae speciales como por
ejemplo F. solani f.sp eumartii, poseen un amplio rango de huésped (Romberg y Davis,
2007). Los resultados obtenidos en este estudio confirman que el aislado de F. solani
procedente de fresa caus6 pérdidas en el vigor de todas las plantas inoculadas de ajo,
esparrago y tomate, disminuyendo su altura y peso, tanto en los ensayos in vitro como
en los de sustrato, siendo el sintoma mds acusado el enanismo; y ademas, fue capaz de
provocar sintomas de enfermedad en ajo y esparrago. Estos sintomas fueron similares a
los descritos para la fresa (Pastrana y col., 2014), por lo que se puede concluir que el

aislado de F. solani procedente de fresa no es especifico de este cultivo sino que, por el
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contrario, puede producir enfermedad en otros cultivos horticolas importantes para la
agricultura andaluza como el ajo, el esparrago y el tomate, disminuyendo el vigor de las
plantas y afectando por tanto a su produccion. Por ello, es necesario establecer
estrategias de control que impidan el incremento en el suelo de las poblaciones de éste

patdgeno emergente en el cultivo de la fresa.

En los ensayos in vitro, se ha puesto de manifiesto la capacidad de los aislados
de F. oxysporum de infectar y provocar sintomas de enfermedad en todos los cultivos.
Sin embargo, en los ensayos de inoculaciones cruzadas realizados en sustrato,
condiciones mas cercanas a las naturales, todos los aislados infectaron las raices de los
cuatro cultivos evaluados pero no desarrollaron sintomas de enfermedad (plantas de
fresa inoculadas con Foc, Foa y Forl) o mostraron sintomas poco severos y no
significativamente diferentes al testigo (plantas de ajo, esparrago y tomate inoculadas
con Fof). La discrepancia entre los resultados obtenidos en los ensayos in vitro en
relacion con los observados en sustrato podria deberse a diferencias metodoldgicas tales
como el método de inoculacién, la naturaleza (conidias o clamidosporas) o
concentracion del inéculo de los patdgenos, al distinto estado fenologico de las
plantulas en el momento de la inoculacion y/o a las condiciones de cultivo de las plantas

tras la inoculacion.

Las poblaciones de F. oxysporum y F. solani son capaces de persistir durante
muchos afios en restos de plantas infectadas y en el suelo en forma de estructuras de
resistencia (clamidosporas) (Abawi y Lorbeer, 1972; Brayford, 1996). Por lo tanto, estos
resultados tienen consecuencias epidemioldgicas importantes, ya que un suelo donde se
haya cultivado previamente ajo, esparrago o tomate, no seria adecuado para cultivar
fresa, a menos que se controlen las poblaciones de F. oxysporum y F. solani presentes en
el mismo. De lo contrario, se podrian alcanzar niveles de indculo capaces de infectar y

provocar sintomas de enfermedad en estos cultivos.

Por todo expuesto anteriormente, consideramos que es importante continuar con
este tipo de estudio de rango de huéspedes incluyendo cultivos como la frambuesa y el
arandano, que en los ultimos afios estdn sustituyendo al de la fresa en las principales
zonas productoras de la provincia de Huelva. Seria interesante conocer si existen

especies de Fusarium patdgenas para estos cultivos, capaces de infectar a fresa vy,
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paralelamente, determinar si los patégenos de fresa como Fusarium oxysporum f. sp.

fragariae y F. solani afectan a frambuesa y arandano.
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CONCLUSIONES

1. Los hongos de suelo Fusarium oxysporum, Macrophomina phaseolina y
Phytophthora cactorum estan presentes en suelo y material vegetal en los
distintos estadios del cultivo de las fresa, en viveros de produccion de plantas de
fresa (viveros de altura) y en campos de produccion de fruto de la provincia de
Huelva. Por un lado, las medidas culturales encaminadas a la desinfescion del
suelo no son lo suficientemente eficaces para la eliminacion de las poblaciones
de estos hongos en el suelo. Por otro lado, el uso de plantas certificadas de
vivero no implica la ausencia de estos patdgenos en las mismas.

2. El uso de herramienta moleculares basadas en PCR en tiempo real han permitido
la deteccidn y cuantificacion de F. oxysporum, M. phaseolina y P. cactorum en
muestras de suelo, y su deteccion en material vegetal a partir de extractos crudos
de plantas sin necesidad de extraccion de ADN.

3. Se han aislado y caracterizado molecularmente nueve especies de Fusarium en
el cultivo de la fresa en Espafia. Entre la poblacion de F. oxysporum sélo se
detect6 un aislado capaz de causar enfermedad en este cultivo. La amplificacion
por PCR del factor de transcripcion ftfl o del fragmento fofra no resultaron
métodos moleculares efectivos para la diferenciacion de aislados de F.
oxysporum patdgenos de no patdgenos de fresa. Sin embargo, se ha descrito a F.
solani como nuevo patdgeno del cultivo de la fresa. La variabilidad genética de
la poblacién de este hongo es alta y presenta la mayor distancia genética con el
resto de las especies de Fusarium caracterizadas en el cultivo de la fresa.

4. Las poblaciones de M. phaseolina y P. cactorum caracterizadas en el cultivo de
la fresa en este estudio son genéticamente homogéneas con muy baja o nula
variabilidad genética en las regiones EF-1a e 1TS1, respectivamente.

5. Se ha desarrollado un protocolo de hibridacion molecular no radiactiva
mediante el uso de una polisonda para la deteccion simultanea de tres hongos
patogenos de fresa (F. oxysporum f. sp. fragariae, M. phaseolina y Verticillium
dahliae).

6. F. oxysporum f. sp. fragariae patdgeno de fresa es capaz de infectar, aunque con
escasa severidad, a plantas de ajo, esparrago y tomate. Del mismo modo, los
aislados de F. oxysporum patdgenos de ajo, esparrago y tomate son capaces de
infectar plantas de fresa causando sintomas poco severos (en plantas in vitro) o
no causando sintomas (en plantas en sustrato).
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7. F. solani no es especifico del cultivo de la fresa y puede ocasionar enfermedad
en ajo, esparrago y tomate, disminuyendo el vigor de las plantas y afectando por
tanto a su produccion.

8. La aplicacion del formulado comercial Prodigy® basado en el aislado T18 de
Trichoderma asperellum mediante inmersion de las plantas en una suspension
del mismo antes de su plantacién, constituye una alternativa eficaz para el
control bioldgico de las enfermedades provocadas por M. phaseolina y F. solani
en el cultivo de la fresa.
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