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RESUMEN

La frutilla es una de las frutas de importante
crecimiento econémico tanto en Chile como a nivel
Mundial. Desde hace varios afios su produccion ha
experimentado pérdidas econdémicas, principalmente a
causa de las enfermedades producidas por Fusarium
oxysporum f.sp. fragariae (Fof). Este patdgeno, se ha
propagado rapidamente por casi todo el mundo debido a
su dificil diagnéstico y actualmente la Unica manera de
detectarlo es mediante test de patogenicidad, técnica
laboriosa que requiere de bastante tiempo y material, 1o
gue dificulta su deteccién oportuna. Debido a que €l
diagndstico genético y las técnicas moleculares son
metodol ogiasrapidasy altamente eficaces, €l objetivo de
este trabajo fue disefiar un método para detectar a Fof,
con € fin de controlar y certificar el ingreso o salida del
pais de este patégeno.

Para esto se amplifico el gen «Factor de Elonga-
cion 1-o» (EF1-), en 25 cepasde F. oxysporum aisladas
desde diversas localidades de la VIII region y R.
Metropolitana, 4 cepas otorgadas por el laboratorio
Nacional del Servicio Agricola y Ganadero (SAG), y 4
cepas patogénicas controles importadas desde ATCC,
EE.UU. Posteriormente por digestion con endonucleasas
Msel y Mspl selogré diferenciar las cepas de Fusarium
oxysporum f.sp. fragariae de las respectivas cepas no
patogénicas de este hongo. Estos resultados fueron
confirmados mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida denaturante, RFLP con dos endonu-
cleasas y parcialmente mediante secuenciacion del
producto amplificado de Fof, revel andose de esta manera
la eficacia de esta metodol ogia.

ABSTRACT

The strawberry is one of the fruits with important
economic growth both in Chile, ason aworld-widebasis.
For several years, the fruits production has suffered
economic losses principally dueto the causes of Fusarium
oxysporum f.sp. fragariae (Fof) produced diseases.This
pathogen has widely propagated around the world, due
toit is complex diagnosis.

Actually, the only way to detect themis buy using
a pathogenic test, which is a laborious technique that
requiresalong timeand complex materialsto effect, which
makes an opportune detection difficult.

Since genetic diagnosis and molecular techniques
arefast and highly efficient methods, the aim of thiswork
is to elaborate a method to detect Fof, with the aim of
controlling and certifying the countries of import or export
of these pathogens.

To carry thisout, the genetic of Elongation Factor
1-o(EF1-@), in 25 strains of F. oxysporum was separ ated
fromdiverse areasin the 8" Region and the Metropolitan
Region. Plus 4 strains kindly donated by the National
Laboratory of Agriculture and Livestock (SAG) and 4
pathogenic control strains imported from ATCC, USA.
After digestion with endonucleases Msel y Mspl it was
possible to differentiate Fof and a strain of Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersicisfromtheir respective strains
of non pathogenic F. oxysporum.

These results were confirmed by electrophoresis
in denaturant poliacrylamide gels, RFLP with two
endonucleases and partially by secuentiation of the
amplified product of the Fof revealing in this form the
efficiency of the methodol ogy employed.
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INTRODUCCION

La frutilla (Fragaria ananassa Duchesne) es un
cultivo con unacreciente importanciacomercial en Chile
y actualmente alrededor de 1.100 ha han sido plantadas
con €l fin de satisfacer €l consumo internoy alaagroin-
dustria. Esta fruta se propaga en forma vegetativa,
empleando plantas de alta calidad, producidas en viveros
especializados, y conservadas en frio (1).

Existen muchas «enfermedades de la frutilla», y
en Chile una de las de mayor importancia es producida
por hongosdel género Fusarium, debido alagran cantidad
de variedades y a su ampliadifusién en e mundo (5).

L os patégenos de mayor grado de especializacion
de este género, son los agrupados dentro de la especie
Fusarium oxysporum, hongo cosmopolita, el cual puede
ser considerado un arma bioldgica que amenaza la
biodiversidad de ampliasregionesen el mundo (2, 4, 25).
Este hongo es muy abundante en las zonas templadas y
tropicales, esuno delos méasfitopatdgenosy causadario a
diversas plantas en cultivos, ocasionando distintos tipos
de enfermedades tal es como: marchitamiento enlashojas,
vasculares, pudricion de frutos, incluso la muerte de las
plantas. Es decir, gracias a los diversos mecanismos que
tiene el hongo para vencer las defensas de muchos
hospedadores. F.oxysporum existe en muchas formas
patdégenas, parasitando a mas de 100 especies de
Gimnospermas y Angiospermas, que en general invaden
los vasos del xilema provocando las enfermedades
conocidas como «Fusariosis vasculares» (2, 4).

F. oxysporum es una de | as especies que presenta
mayor variabilidad genética. Esta variabilidad esta
relacionada con condiciones ambientales, ecolégicas,
geogréficas, y lapresenciade un hospedador (5). Existen
muchas formas dentro de esta especie, las que se agrupan
como formas especiales. La forma especial (f.sp.)
corresponde a cepas cuyas caracteristicas morfol 6gicasy
de cultivo son indistinguibles, pero muestran diferentes
propiedades fisiol gicas en su habilidad paraparasitar un
hospedante especifico. Este taxon se ha empleado para
categorizar aislamientos que causan enfermedades de una
especie, género o familiaen particular (3, 25).

Las formas especiales de F. oxysporum se han
subdividido en razas fisiol6gicas, con base en su
especificidad patogénica sobre determinadas variedades
de una misma especie de planta (11).

Actualmente se conocen aproximadamente 120
formas especiales distintas, patégenos de cultivos como
el de la papa, girasol, esparragos, apio, col, cilantro,
pepinillo, aguacate, clavel, eucalipto, frutilla, gladiolo,
soya, uva, calabaza, lenteja, tomates, trébol, camote,
remolacha, marihuana, algodon, cebolla, café, berenjena,
nuez, tabaco, sandia, tuna, fréol, coniferas, roble, rabanos
y alcachofa entre otros (6, 8, 9, 10, 13, 18).
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Entre éstas se encuentran F.oxysporum f.sp.
fragariae, responsable de la enfermedad del marchita-
miento vascular producida en las plantas de la frutilla,
ocasionando asi grandes pérdidas econémicas a nuestro
pais. EI marchitamiento de la frutilla fue observado por
primera vez en 1965 en Queensland, Australia (17). La
répida propagacion de esta enfermedad, se ha debido
principalmente a su dificil diagnéstico. Gran cantidad de
cepas de F.oxysporum, que habitan cominmente en los
suelos, son sapréfitas, las que desde un punto de vista
morfolégico son indiferenciables de las potencialmente
patégenas.

Enlaprécticael diagndstico de estas enfermedades
serealizamediante un test de patogenicidad, lo queimplica
gran cantidad de tiempo y material (17). En los ultimos
afios, el avance de las técnicas moleculares y princi-
palmente aquellas basadas en el analisisde ADN como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y el
polimorfismo delongitud delosfragmentos de restriccion
(RFLP), han permitido el desarrollo de metodologias
répidas, precisas, objetivasy aplicablesaun gran nimero
demuestras paraladetecciény caracterizacion dediversos
hongos patégenos como integrantes de los géneros
Candida, Aspergillus(7), F.oxysporumf.sp. albedinis(4),
F.oxysporum f.sp. melonis (19), Fusarium spp. (3),
Fusarium asociados a cucurbitaceas (14), F.oxysporum
f.sp. canariensis (17).

El objetivo de este trabajo es disefiar y evaluar una
técnica rgpiday eficiente paraidentificar F. oxysporum
f.sp. fragariae, con la finalidad de poder detectarlo
oportunamentey asi evitar suingreso o salidadesitiosde
produccién o € pais.

Para ello se escogid €l gen nuclear que codifica
para el Factor de Elongacion -1a (EF-1a), el cud es
altamente conservado en el complex Fusarium, pero lo
suficientemente variable para establ ecer diferencias inter
especificas e intraespecificas (16, 21, 22).

Seplantealahipoétesis que el gen que codificapara
el Factor de Elongacién 1-alfa, posee la suficiente
variabilidad genética para poder establecer diferencias
entre distintas especies de F.oxysporum y la f.sp.
fragariae.

MATERIALESY METODOS

Busqueda en el gen EF-14. Para encontrar un sitio que
permita diferenciar a F.oxysporum f. sp. fragariae entre
las formas no-patogénicas del hongo, se analizaron las
secuencias del gen EF-14 de diversas formas especiales
de F. oxysporum, cuya informacion se encuentra
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depositadaen el GenBank (http://www.nchi.nim.nih.gov)
bajo nimero de acceso AF008446-AF008515 (16).

Sin embargo el gen EF-1a perteneciente a
Fusarium oxysporum f. sp. fragariae, alln no se encuen-
tra publicado. Para obtener la secuenciacion del gen EF-
laenestaformaespecial, seobtuvo unamuestradedicho
patégeno desde la ATCC (American Type Culture
Collection). Se procedid a extraer su ADN, amplifica
ndose mediante PCR, observandose mediante electrofo-
resis en gel de agarosay cortdndose cuidadosamente €l
producto amplificado desde el gel de agarosay finalmente
purificandose mediante el QIAquick Gel Extraction Kit
(Este protocolo es disefiado para extraer y purificar ADN
de un gel de agarosa en buffer TBE).

Yapurificado y obtenido el producto amplificado
se envié a secuenciar ala empresa Polyscience.

Posteriormente, una vez obtenida la secuencia se
alined con otrasformas especialesde Fusarium, mediante
el programa DNAassist Version 1.02, estableciendo asi
lasvariacionesen el gen delasdistintasrazasfisiol gicas.

Obtencion de las cepas. Las diferentes cepas de F.
oxysporum f.sp. fragariae utilizadas, fueron aisladas de
material colectado entrelos meses de Diciembre del 2004
hasta Abril del 2005, principalmente en frutillas de
semilleros de plantas sintomaticas de exportacion,
localizadasentrelaV y V111 Regién. El material colectado
correspondi6 a tejidos de vasos conductores (cuello,
coronay tallo) de plantas sintométicas con fusariosis. En
formaadicional se obtuvieron cuatro cepas otorgadas por
el laboratorio nacional del Servicio Agricolay Ganadero
(SAG), extraidas desde tomate (2) y frutilla(2). Ademas,
seaislaron cepas de F. oxysporum de otros hospedadores,
como de humanosy cepas de F. proliferatum (facilitado
por el Dr. Eduardo Piontelli), y F.oxysporum f.sp.
lycopersici (obtenidas de laATCC, FOL NRRL 36383),
parautilizarlo como controles negativos (c-). Como cepa
control positivo (c+) en PCR se utilizd la cepa ATCC
18138.

Aislamientoy mantencion delascepas. Paralaobtencion
de las cepas desde el material colectado, los tejidos
infectados se esterilizaron superficialmente en una
solucién de etanol por 1 min, para posteriormente ser
tratados en una solucién de hipoclorito de sodio al 5%, se
enjuagaron 3 veces en agua estéril para secar posterior-
mente en flujo laminar de aire estéril. Los procedimientos
utilizados para el aislamiento de Fusarium spp.,
corresponden a la metodologia desarrollada por el
Fusarium Research Center de la Universidad de
Pennsylvaniay la utilizada por €l Fusarium Laboratory
delaUniversidad de Sydney (15, 20).
Unavez desinfectado |0s trozos de tejido

conductor, se sembraron sobre medio de cultivo agar papa
dextrosa (PDA, 200 g de papa, 20 g de dextrosa, 20 g de
agar) y seincubaron a 25°C durante 7 dias.

Para la identificacién taxondmica de los
aislamientos se utiliz6 lametodol ogia de clasificacion de
Nelson et al. (1983) (26).

Extraccién deADN. Paralaextraccion del ADN fungico
se utiliz6 el método propuesto por Liu et al. (12), pero
empleando el buffer delisisde Jaeger et al., (7). Seinocul 6
micelio proveniente del cultivo de las muestras de las
frutillas, en medio Peptona-Dicloran, y luego de incubar
de 3 a7 dias se extrgjo 1 cm? de la zona de avance de la
colonia

El micelio se molié en un mortero, paraluego ser
colocado en un tubo Eppendorf 1,5 mL con 500 uL buffer
delisis (200 MM Tris-HCI pH 8,5; 250 mM NaC25 mM
EDTA; 0,5% SDS), dejandose a T° ambiente por 10 min.
Luego se afiaden 150 puL de acetato de sodio pH 4,8 (60
mL de acetato desodio 5 M; 11,5 mL é&cido acético glacial
y 28,5 mL de aguadestilada), el tubo es agitado en vortex
y centrifugado a 13.000 x rpm por 1 min.

El sobrenadante setransfiereaotrotuboy seagrega
un volumenigual deisopropanol, se mezclapor inversion
y se centrifuga a 10.000 x rpm por 2 min. Se descarta el
sobrenadante, y €l pellet se lava con 300 pL de etanol
70% frio, luego se centrifuga a 10.000 x rpm por 1 min.
El sobrenadante nuevamente es descartado y el pellet es
secado a aire por 5 min., y resuspendido en 50 puL en
buffer TE-PCR. (TrisHCI 10 mM, 1 mM EDTA, pH 8,0,
estéril).

Electroforesis. Para asegurar la calidad del ADN
obtenido, se cuantifica espectrofotométricamentea 260y
280 nm, y las muestras se corren en unaelectroforesis en
gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1X (Tris-Borato-
EDTA). Se visualizan con Bromuro de etidio a 1 %, en
un transiluminador a 206 nm de luz UV.

PCR (amplificacion del gen EF-14). Cada muestrade
reaccion contiene 13 ng de cada primer, 0,2 U de Tag
polimerasa, 0,115 mM deoxinucleotido trisfosfato, 1,8 mM
MgCl,, H20,,, 40 ng deADN y un buffer deamplificacion
(50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI, pH 9; y 0,1% Triton X-
100) (17). El volumen dereaccion final por muestraes de
25uL.

La amplificacion se lleva a cabo mediante PCR
utilizando el siguiente programa, en un termociclador
Thermal Cycler (6); 30 ciclos; 94°C por 1 min; 60°C por
30 seg; 72°C por 90 seg; se finaliza con unaextension de
72° C por 10 min.

La amplificacion del gen EF-1a se lleva a cabo
mediante los partidores EF-1 y EF-2 (Tabla 1),
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Tabla 1: Muestrala secuenciay car acteristicas de los partidores utilizados.

Primer Secuencia ™ N° debases AT/CG
EF-1 5 ATGGGT AAGGARGACAAGAC3 60°C 20 10/10
EF-2 5 GGA RGT ACCAGT SATCATGTT 3 60°C 21 12/9

conservando exones e intrones (Fig. 1), los que fueron
adquiridos en Applied Biosystems.

RFLP (Identificacion delaforma especial fragariae) .
Una alicuota de 10 pL del producto obtenido mediante
PCR de las muestras se digieren por 2 horascon 2,5 U de
laendonucleassaMsel (5'-T*TAA-3'). Adicionalmente, se
realizé una segunda digestion con 2,5 U Mspl (Hpall),
enzimade restriccion que compruebalaeficienciadeMsel.
Lapresenciade esta secuenciaen lasformas patogénicas,
genera un sitio de reconocimiento para la endonucleasa,
gue no poseen las cepas no-patogénicas (20, 22), (* indica
sitio y secuencia de corte de la endonucleasa).

Electroforesis producto PCR y de RFLP. Los
fragmentos amplificados y de restriccion obtenidos se
separaron por electroforesis en gel de Agarosa 2% TBE
1X,y sevisualizaron con bromuro deetidio a 1 %, enun
transiluminador a206 nm deluz UV, para poder establ ecer
aquellas muestras que contenian la forma especial de
F.oxysporum.

Para una més detallada separacion y observacion,
se procedi6 a correr una electroforesis en PAGE, gel de
poliacrilamidaal 6% (19:1) en condicion denaturante con

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
Site

J  —

B = exon
[ = intron

EF-1 5"-ATGOGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3”
EF-2 5"-GRAIG/AYGTACCAATIG/ICIATCATGTT.3"

Fig.- 1. (A) Tamafio y variabilidad de la zona de
amplificacion. (B) Representacion grafica de exonese
intrones en el gen EF1-14 (Referencia 21).
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7M ureaen buffer TBE 0.5X. Condiciones parael PAGE,
50 °C y 75 watts constantes, por 2 horas. Tincidn con
nitrato de plataal 2 % (23).

RESULTADOSY DISCUSION

El objetivo de este estudio fue disefiar unatécnica
répida y eficiente que pudiera detectar las formas
patogénicasof. sp. de F.oxysporum presentesenfrutilla,
con lafinalidad de poder evitar oportunamente el ingreso
o0 salida de estos patégenos cuarentenarios del pais.

El proceso de extraccion del DNA fue de buena
calidad, ya que los DNAg se observaron en buenaforma
y sinimpurezas en casi todas las muestras, salvo paralas
muestras 8 y 26 en que se observd poca o casi nula
presenciade material genético (figura4). Esto secorrobord
con los valores de medicion a260 y 280 nm que tuvieron
unarelacion promedio de R=1,3 (dato no mostrado). Las
cepas crecieron en buenacondiciony los mediosde cultivo
fueron los adecuados para permitir el crecimiento de los
F.oxysporum presentes en frutilla y otros hospederos
(datos no mostrados).

Los resultados de lasecuenciacion, y posterior
andlisis de alineamiento por homologia, sdlo arrojaron
datos parciales y de los aproximadamente 650 pares de
bases, se pudieron leer cercade 300 pb muy parcializadas
(Fig. 2), y solo 130 pb de corrido para €l andlisis de
homologia mediante el programa DNAssist. Por ello no
se puede aventurar alguna conclusién sobrelahomologia
gue se pretendi6 buscar entre F.oxysporum f.sp. fragariae
y lycopersicis. Delo que se pudo leer, se detectd unaata
homologia entre estos dos patégenos, que en los 130 pb
gue se pudieron comparar, solo hubo 1 sitio dediferencia
alo publicado en el GeneBank NRRL 26383 (Tabla 2).
Posiblemente en las zonas no leidas puede estar la
respuesta a los resultados de los respectivos RFLP, que
no pudieron dar cuenta cualitativa delos sitios exactos de
corte para cada endonucleasa, Msel y Mspl.

Todoslos DNAg se amplificaron sin dificultades
metodol égicas, y las muestras que mediante PCR fueron
positivas paraf.o, tenian los pesos mol ecul ares esperados
en los rangos de 650 pb, tanto en las 29 cepas obtenidas
delasregiones descritas en laTabla 1, como en las cepas
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C T HTH TNGNAHGGGNCACGNTCGNAC TC TG G AG TC GNAC CACCTGTTG AG TAC T C T CC TCGTACAA TG A

I

a0
GGCATATCNG TNANCGGTCAA TC CCG ACCAAG AT TG G CGGGG TAT T TC TCANAG TCAAC

'H ji | Hm“mllm AN ‘b‘w& ;

A T & C TGACATCG TTTCACAGACCGGTCAC TTGATC TACCAG TGCGGTGGTATCG ACAAGC

,U,l\ i Jl..lﬂ!ﬂ W ;,Lu

20 210 220 230 240 250
G A4 ACCATCG 4G A242G6TTCG AG AAGGTTAG TCACTTTCCCTTCA2A TCGC GCGTCC TTTGCCCA

ELN

260 270 280 290 300 310 320
THGATTTCCCC TACGACTCGAAACGTGCCCGCTANCCCGHCTCG AGACCAAANATT THG CHAG ATGAHNHN

330 340 350 360 370 380 390
G THL TTTTTTT GGTG GGG C ANT TACCH CHTHNHHTTHGTG TG ACTGGHAG TGN ATG TGGHHHTH HCTHHCCT HHCAG

Figura 2 .- Ferograma de resultado de la Secuenciacion y alineacion del gen EF-1a.
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Tabla 3.- Identificacién taxonémicay origenes de las cepas utilizadas en este estudio. RM (region
metropolitana; VIl R, Octavaregion).

N° Muestra Cepa Origen Taxon (supuesto) Hospeder o
1 1303001 RM F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
2 0834268 | VIIIR | F.oxysporumf.sp.fragariae Frutilla
3 08340549 | VIIR F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
4 08340550 | VIIIR F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
5 08340551 | VIIIR F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
6 0834552 VIII R F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
7 08340553 | VIIIR F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
8 08340556 | VIIIR F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
9 08340569 | VIIIR F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
10 08340571 | VIIR F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
11 0834692 VIII R F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
12 0834693 VIII R F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
13 0834696 VIII R F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
14 0834697 VIII R F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
15 0834700 VIII R F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
16 0834701 VIII R F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
17 0834705 VIII R F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
18 0834706 VIII R F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
19 0834707 VIII R F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
20 0834708 VIII R F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
21 080341040 | VIIR F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
22 080341043 | VIIR F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
23 080341044 | VIIR F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
24 080341047 | VIIR F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
25 080341053 | VIIR F. oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
26 Fof E.E.U.U | F.oxysporum f.sp. fragariae Frutilla
27 Fp - F.proliferatum Suelo
28 Fol E.E.U.U | F.oxysporum f.sp. lycopersicis Tomate
29 Fo - F.oxysporum Humano

Los DNA gendmicos (DNAg), la amplificacién y el andlisis de restriccién de los taxones (supuestos), se

observan en lasfiguras4, 5y 6.

control entregadas por el laboratorio nacional del SAG.
(Fig. 5). Laexcepcién la constituy6 la muestra obtenida
de frutilla (SAG), cuyo valor fue algo mas bagjo a resto,
648 pb aproximadamente (Fig. 8), por lo que se supone
unf.o. no patogénico con calidad de secuenciaago distinta
a su homdlogo de tomate.

Mediante unaintensa blsqueda en diversas zonas

del gen EF-14, se encontrd un sitio que permite detectar
estas formas patogénicas de F. oxysporum . Este sitio
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ubicado en aproximadamente las bases 300 y 350, esuna
poderosaherramientaparapoder diferenciarladelas cepas
comunes no patogénicas ampliamente distribuidas (11).
Esto se pudo demostrar al digerir con lasenzimas Msel y
Mspl ( Fig. 6), ambas solo digirieron alaforma especia
(figs. 7y 8), apesar de ser aplicadas acepasde Fusarium
oxysporum extraidas del mismo hospedador. Los patrones
dedigestiéony amplificacion concuerdan con |o propuesto,
de tal manera que esta metodologia permite discriminar
ladiferenciaentre el patdgeno y el no patégeno.
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Tabla 2.- Alineamiento multiple de secuencias
Fusarium oxysporum f.sp. fragariae con Fusarium
oxysporum f.sp lycopersici, mediante el programa

DNAassist Version 1.02.

FOL NRRL 26383 trandation € ongation...

97 CTGGTGGGGTATTTCTCAAAGTCAACATACTG 128
Secuenciado FOF |eido

1 AGTCAACATACTG 13

FOL NRRL 26333 trandation elongation...

129 ACATCGTTTCACAGACCGGTCACTTGATCTAC 160
Secuenciado FOF leido

14 ACATCGTTTCACAGACCGGTCACTTGATCTAC 45

FOL NRRL 26383 trandation € ongation...

161 CAGTGCGGTGGTATCGATAAGCGAACCATCGA 192
Secuenciado FOF |eido

46 CAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGAACCATCGA 77

FOL NRRL 26333 trandation el ongation...

193 GAAGTTCGAGAAGGTTAGTCACTTTCCCTTCG 224
Secuenciado FOF leido

78 GAAGTTCGAGAAGGTTAGTCACTTTCCCTTCA 109

FOL NRRL 26383 trandation € ongation...
225 ATCGCGCGTCCTTTGCCCATCGATTTCCCCTA 256
Secuenciado FOF |eido

110 ATCGCGCGTCCTTTGCCCAT

129

Figura 3; Obtencion del gen EF — 14 de Fusarium
oxysporum f.sp fragariae de la ATCC mediante la
extraccion de ADN de la electroforesis en Agarosa 2
% en TBE 1X. Seobservan lasmuestrasamplificadas.
Loscarrilesl, 2, 3,y 4indican lasmuestrasproblema,
diferentes tipos de Fusarium y € F. oxysporum f.sp.
fragariae (flecha en carril n° 5). Carril 1, patrén de
pesos moleculares (0 GEM)
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Figura 4. Electroforesis en gel de Agarosa de la
extraccion deADN decada unadelasmuestras, desde
lalala29,incluidoscontrolescorrespondientesdela
tabla 1. M es el marcador de peso molecular pGEM
(ver tabla de PM).

ol oa 'y
»h i

.
M 12 3 456 78 910 111213 14 15 1617 ¢(+) ¢(-)

-

o e e '-"._.. af
-— -9 4

M N N NE .
M d8ix9s. .20 52l 224934 24263826527 . 28 29‘c(+)c(—)

Figura 5. Electroforesis de productos de PCR,
obtenidos de cada una delasmuestras, desdelalala
29. M esel marcador de peso molecular pGEM.
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Figura6.- RFLPen gel d agrosa con productos de
digestion con Msel, desdelalala29. M esel marcador
de peso molecular pGEM.
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Figura 7.- Gel de Agarosa. Se observan las muestras
amplificadasy digeridas con las respectivas enzimas.
Los carriles 1 y 3, indican muestras de Fusarium
oxysporum extraidos de tomate. Los carriles 2 y 4,
muestras de F. oxysporum extraidos de frutilla. Para
laenzimaMsel, laflecha superior indicalasmuestras
amplificadascuyo PM esdeaproximadamente 650 pb,
y laflecha inferior el producto digerido de 300 y 350
pb (carril 3y 4). Para la enzima Msp | (Hpa ll) la
flecha superior indica el amplificado con valores
aproximadosde 500 pb y laflechainferior el producto
digerido con aproximadamente 200 pb (carril 3y 4).
M, pGEM patrén de pesos moleculares.

El RFLP para Mse | arrojo resultados para las
muestras obtenidas de frutillay tomate respectivamente
(Figs. 7y 8), por lo que se supone F. oxysporum formas
especial es de esos hospedadores.

El RFLP paraMsp | (Hpall) (Figs. 7y 8), arrojé
resultados diferenciales para las muestras 3 y 4, por 1o
gue se suponen F.oxysporumf.spfragariaey lycopersicis
respectivamente. Como se observaen lafigura8, laflecha
oblicuay laflecha 6 indican las diferencias con el resto
de los amplificados, cuyos RFLP respondieron para esta
enzima con patrones similares, pero no diferenciadores,
es decir valores aproximados de 500 y 175 pb. Hay que
hacer notar que los Fusarium f.sp., al parecer tienen
patrones cualitativos distintos a sus respectivas formas no
patogénicas, ya que como se menciond anteriormente, la
flecha oblicua marca una diferencia cualitativa con
respecto al amplificado para estaformaespecial (496 pb)
y la flecha 6 indica el producto de digestion parcial
diferenciador con respecto a resto de los amplificados
(173 pb); Por otro lado para el carril 4, se observan
digestiones «parciales» (Fig. 8) indicadas con las flechas
7, cuyos valores aproximados son de 275y 234 pb., esto
supone otro criterio adicional de diferenciacion def.o.
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Figura8. Vistageneral dedigestion con Msel yMsp |
(Hpa 1) en gel PAGE denaturante. Se observan las
muestras amplificadasy digeridas con las respectivas
enzimas. Los carriles 1 y 3, indican muestras de F.
oxysporum extraidos de tomate. Los carriles 2 y 4,
muestras de F. oxysporum extraidos de frutilla. Las
flechas (1) indican los amplificados de todas las
muestras con valores de PM cercanos a los 650 pb.
Lasflechas(2) y (3) indican las digestiones con M sel,
de aproximadamente 300 y 350 pb. Las flechas (4) y
(5) indican las digestiones con Msp | (Hpa Il) con
valores aproximados de 500 y 175 pb. La flecha (6)
indica la diferencia dela digestién parcial en € carril
2 (f.o de frutilla) con Msp | (Hpa Il), que marca la
diferenciacon el resto delasmuestrascon valor menor
a 173 pb. Lasflechas(7), indican digestion parcial con
Msp | para el carril 4 (f.o forma especial de frutilla),
con valores de 275 y 234 pb, muestra que se digirio
también con Msel. M, mar cador de pesos moleculares
correspondiente a FFv.



Deteccion mediante PCR-RFLP de Fusarium oxysporum f.sp. fragariae agente causal de fusariosis

- Francisco Gonzalez et al.

paom @l
Hu. o
H o=

Sy gy ¥

L% 3

L Ataylan

FFv pGEM

Tabla de Pesos Moleculares. Los respectivos pesos
moleculares(PM), serepresentan en lasfigurasFFv y
PGEM, marcadores estandares de PM, utilizados en
este trabajo (23, 24). pPGEM® DNA Markers consist
of 15 DNA fragments ranging in size from 36bp to
2,645bp. These unique markers are prepared by
digesting double-stranded pGEM®-3 Vector DNA to
completion with each of Hinf I, Rsal and Sin |. After
phenol-extraction and ethanol-precipitation, the DNA
fragmentsareresuspended in storage buffer and the 3
digests are mixed. The markers are not intended for
use in quantitative analysis. A Blue/Orange L oading
Dye, 6X, is provided. Range (bp): 36-2,645, Number
of Bands: 15.

La siguiente tabla se extrajo del manual
Promega, en donde se observan los respectivos alelos
y PM correspondientes. Cada alelotieneunadiferencia
de 4 pb, unos con respecto a otros (23).

Mulliplex Syster Imormation,

Genalrint? Allelic  5TF Lecdar K562
iR Lzader Size  Allakes Othar  DMA  Commanis
Wultiplas  Comaznent  Renge  (numberol  Known  Alele  [see
Sk Loci (bases)  repests’  Aleles  Siess  below)
Ry Flaapi 28331 456789,
ripkest 10,11,12,18,
1445406 3240 B4 135
DGe030 FESFFS 22360 7381014,
(DGR3 124304 Mena 1240 15
WA 158167 13141516,
1781850 1121 1616 15

Las muestras 1 y 2, ho presentaron patrones de
corte diferenciadores para los respectivos RFLP, por lo
gue se suponen F. oxysporum no especificado (N.E.), aln
teniendo patrones similares de PM entre ellas en los
amplificados, ello podriaindicar que son F. oxysporum
provenientes de los mismos hospedadores de las
respectivas formas especiales observadas, es decir, la
muestra 2 puede ser la forma no patogénica de un F.
oxysporum proveniente defrutilla, y 1 puede ser laforma
no patogénica de uno proveniente de tomate. Por |o que
se concluye que las muestras 3 y 4 corresponden a las
formas especiales para lycopersicis y fragariae,
respectivamente.

Aunque el gen EF-1o no seaparte delos mecanis-
mos genéticos que expliquen las diferencias patogénicas
entre formas especialesy cepas ho-patogénicas, deigual
manera se puede decir que la técnica propuesta es una
excelente herramienta para detectar F. oxysporum f. sp
lycopersici y F. oxysporum f.spfragariae, proponiéndose
como unametodol ogiasensibley atamenteeficiente, para
aplicarla en cualquier andlisis de blusqueda de estos
patégenos cuarentenarios.

AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Eduardo Piontelli del laboratorio de
Micologia de la Escuela de Medicina de la Universidad
de Valparaiso, y al Sr. Eduardo Chavez del Sub
departamento de Laboratorios y estacion Cuarentenaria
Agricola, del Servicio Agricolay Ganadero (SAG) delo
Aguirre, Santiago, por sus respectivas colaboraciones y
aportes de cepas al presente trabajo.

REFERENCIAS

1.- Apablaza, G. (2000). Patologiade cultivos, epidemiologiay control
holistico. Ediciones Universidad Catdlica de Chile.

2.- Baayen, R., P. (2000). Diagnosis and detection of host-specific
forms of Fusarium oxysporum. Bulletin OEPP/EPPO 30:489-491

3.-Ededl, V.; Seinberg, C.; Avelange, | .; Laguerre, G .; Alabouvette,
C. (1995). Comparison of three molecular methods for the
characterization of Fusarium oxysporum Strains. Phytophatol ogy 85:
579-585

4.- Fernandez, D.; Ouinten,M.; Tantaoui, A.; Geiger, J.P;
Daboussi, M. J.; Langin, T. (1998). Fot 1 Insertionsin the Fusarium
oxysporum f. sp.albedinis genome provide diagnostic PCR targets
for detection of the date paim pathogen. Applied Environmental.
Microbiology 64:633-636

5.-Gale L.R.; Katan, T. & Kistler, H.C. (2003). The probable center
of origin of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici VCG 0033. Plant
Dis. 87.XXXXX

6.- Hua-Van, A.; Langin, T. & Daboussi, M .J. (2001). Evolutionary
history of the impala transposon in Fusarium oxysporum. Mol. Biol.
Evol. 18:1959-1969

71



Deteccion mediante PCR-RFLP de Fusarium oxysporum f.sp. fragariae agente causal de fusariosis

- Francisco Gonzalez et al.

7.- Jaeger, M .; Carroll,N.; Choudhury, S.; Dunlop, A.; Towler, H.;
Matheson, M.; Adamson, P.; Okhravi, N.; Lightman, S. (2000).
Rapid detection and identification of Candida, Aspergillus, and
Fusarium species in ocular samples using nested PCR. Journal of
Clinical Microbiology 38. 2902-2908.

8.- Jarvis, W. R. & Shoemaker, R. A. (1978). Taxonomic status of
Fusarium oxysporum causing foot and root rot of tomato. Phyto-
pathology 68:1679-1680

9.- Katan, T. (1999). Current status of vegetative compatibily groups
in Fusarium oxysporum. Phytoparasitica 27:51-64

10.- Khalid, L.; Pérez-Espinoza, A.; Pineda, M. & Ruiz-Rubio, M.
(1996). Purification and characterization of tomatinase from Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici. Applied Environmental Microbiology
62:1604-1609

11.- Kistler, H. C. (1997). Genetic diversity in the plant pathogenic
fungus Fusarium oxysporum. Phytopathology 87:474-479

12.- Liu, D.; Coloe,S.; Baird,R. & Pedersen, J. (2000). Rapid mini-
preparation of fungal DNA for PCR. Journal of Clinical Microbiology
38: 471

13.- Menzies, J. G. & Jarvis, W. R. (1994). The infestation of tomato
seed by Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici. Plant
Pathology 43:378-386

14.- Namiki, F.; Shiomi, T.; Kayamura, T & Tsuge, T. (1994).
Characterization of the formae speciales of Fusarium oxysporum
causing wilts of cucurbits by DNA fingerprinting.with nuclear
repetitive DNA sequences. Applied Environmental. Microbiology 60:
2684-2691

15.- Nelson, P. E.;Toussoun, T. A. & Marasas, W. F. O. (1983).
Fusarium species: an illustration manualfor identification. Universi-
ty Park, Pennsylvania State University Press, Pensylvania, USA.

16.- O’Donnéll, K.; Kistler, H.K. & Cigelnik, E. (1998). Multiple
evolutionary origins of the fungus causing Panama disease of Banan:
Concordant evidence from nuclear and mitochondrial gene genealogies.
Proc. Natl. Sci. USA 95:2044-2049

72

17.- *Plyler, T.R.; Simone, G. W.; Fernandez, D. & Kistler, H. C.
(1999). Rapid detection of the Fusarium oxysporum lineage
containing the Canary |sland date palm wilt pathogen. Phytopathol ogy
89:407-413

18.- Vakalounakis, D. J. & Fragkiadakis,G. A. (2000). Genetic
variation among Fusarium oxysporum isolates from cucumber.
Bulletin OEPP/EPPO 30:175-177

19.- Veloso, M. M.; Melo, M. E.; Jorge-Silva, L. & Bravo, M. (2000).
Genetic Diversity in Fusarium oxysporum f. sp. melonis. Bulletin
OEPP/EPPO 30:195-197

20.- Wang-Ching, H. & Wen-Hsiung, K. (1997). A simple method
for obtaining single-spore isolates of fungi. Bot. Bull. Acad. Sin. 38:
41-44.

21. - O'Donnell, K.; Kistler, H.C.; Cigelnik, E. & Ploetz, R.C.
(1998). Multiple origins of the fungus causing Panama disease of
banana: concordant evidence from nuclear and mitochondrial gene
genealogies. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:2044-2049

22.- KimY.; Hutmacher, R.B. & Davis, R.M. (2005). Characteriza-
tion of Californialsolates of Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum.
Plant Disease 89:366-372

23.- Technical Manual No.D004 GenePrint® STR Systems (Silver Stain
Detection), (2005). Promega Corp. 2800 Woods Hollow Road Madison,
WI 53711-5399 USA, Toll Freein USA 800-356-9526, Telephone:608-
274-4330, Fax 608-277-2516 www.promega.com

24.- pGEM® DNA Markers, Cat.# G1741, © (2005). Promega
Corporation. All rights reserved.

25.- Ortoneda,M.; Guarro,J.; Madrid,M.; Caracuel, Z.; Roncero,
M.l.; Mayayo, E.; Di Pietro, A. (2004). Fusarium oxysporum as a
Multihost Model for the Genetic Dissection of Fungal Virulence in
Plantsand Mammals. INFECTION AND IMMUNITY. 72:1760-1766

26.- Nelson, P.; Tousson, T.A. & Marasas, W.F.O. (1983). Fusarium
species. An illustrated manual for identification. The Pennsylvania
State University Press.



