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INTRODUCCION

En la Argentina se cultivan anualmente entre 7.000 y 9.800 hectareas de zanahoria,
representando Santa Fe un 7,8% de la superficie (Alessandro y col., 2011). El departamento
Garay es la zona principal de cultivo de zanahoria en la provincia, se ubica en el centro este y
forma el conocido “albardén costero” que rodea a la Ruta provincial N° 1, extendiéndose desde
la localidad de Santa Rosa de Calchines hasta Helvecia.

En esta region, el principal cultivo horticola es la zanahoria, cultivandose anualmente entre
1.000 y 1.500 ha, lo que representa entre el 33% y el 50% de la superficie anual implantada con
hortalizas (Gaviola, 2013). Los volimenes de zanahoria cosechados varian entre 50.000 y
65.000 t anuales. Esta regién ha tomado importancia, desplazando a este cultivo del cinturén
horticola rosarino y convirtiéndose en un nucleo fuerte de produccién debido a la presencia de
suelos ideales para el cultivo (Gaviola, 2013).

Durante los ultimos afios, la produccidon de zanahoria ha atravesado distintas problematicas
fitosanitarias, destacandose la presencia de patégenos de suelo que generan cavidades en las
raices y pueden causar pérdidas de calidad y rendimiento de hasta un 40-50%, dificultando
seriamente el cultivo en el albardon costero. Dentro de las enfermedades mas relevantes que
afectan la raiz se mencionan a aquellas causadas por hongos de suelo, como el género
Fusarium sp. En mediciones del mercado Central de Buenos Aires se encontré una
participacion del mismo en un 12% de las enfermedades relevadas (Gaviola, 2013).

En la zona del albardon costero santafesino existen carencias de conocimiento acerca de los
patégenos de suelo presentes, lo que dificulta establecer estrategias y métodos de control
eficientes. Durante la ejecucion de esta investigacion se identificé cuales son las especies de
patégenos de suelo prevalentes en cultivos de zanahoria de la region.
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OBJETIVOS

Contribuir al conocimiento y caracterizacion de patdégenos de suelo presentes en el cultivo de
zanahoria en el albardon costero santafesino.

MATERIALES Y METODOS

Generacion de una coleccién de aislamientos de patégenos de suelo

Se recolectaron zanahorias de diferentes lotes con sintomatologia de patégenos de suelo. A
partir de los margenes de la lesiébn se cortaron fragmentos de tejido necrético (5 mm2), se
desinfectaron en 0,5 % de NaOCI por 15 seg, se lavaron 3 veces en agua destilada estéril y se
cortaron en siete fragmentos pequefios de 1-2 mm (Suffert y col., 2007). Los fragmentos se
sembraron en medio Agar Papa Glucosado (APG) para el aislamiento de patdgenos. Las placas
se incubaron a 20°C durante 7 dias para el desarrollo de la colonia fungica. A partir de los
cultivos obtenidos se realizaron aislamientos monospdricos que fueron conservados en papel
de filtro deshidratado con silica gel en el freezer a -18°C.

Identificacion morfoldégica y molecular de los aislamientos

Los aislamientos monospoéricos obtenidos se caracterizaron morfolégicamente por medio de la
observacién macroscopica de las colonias desarrolladas en medios de cultivo, se determiné el
color. La observaciéon microscépica de estructuras somaticas y reproductivas se realizé
utilizando microscopio y claves taxonomicas. Posteriormente, se obtuvo el ADN de los
aislamientos a partir de micelio y esporas de colonias crecidas durante siete a diez dias en
medio APG a 25°C en oscuridad. Se utilizé un protocolo de extraccion de ADN de rutina
(Palocci et al., 1999). Luego se amplificd, mediante la técnica de reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR), la region ITS (del inglés “internal transcribed spacer”) del ADN nuclear
ribosomal (rDNA) utilizando los cebadores universales ITS1/ITS4 (Suffert y col., 2007; White et
al., 1990), y el factor de elongacion de la traduccion 1-a (TEF, del inglés translation elongation
factor), utilizandolos cebadores EF1 y EF2 (O’'Donnell et al., 1998). Los productos de
amplificacién obtenidos fueron secuenciados y las secuencias fueron comparadas con las
depositadas en GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para su identificacion, utilizando BLAST.

RESULTADOS/ CONCLUSIONES

Coleccién de aislamientos de patdégenos de suelo

Se recolectaron zanahorias r
provenientes de diferentes lotes del ;
albardén costero santafesino con
lesiones provocadas por patégenos
de suelo, cuya sintomatologia se
muestra en la Figura 1, las mismas
se conforman por cavidades
irregulares, de coloracion  rigyra 1: zanahorias ‘Bolero’, con lesion tipica de las que se
amarronada a negra y presencia de regjizaron los aislamientos.

podredumbre seca. Del tejido

2 ]




® ENCUENTRO
DE JOVENES
. INVESTIGADORES

sintomatico se obtuvieron 9 aislamientos monospdricos, provenientes de distintas zanahorias.

A partir de los aislamientos obtenidos se realizaron pruebas de patogenicidad, se observé que
de los 9 aislamientos obtenidos, sélo Zs y Zs no presentaron sintomas. El resto las actividades
se continuaron solo en aquellos aislamientos donde la patogenicidad se manifesté.

Descripcién morfolégica y molecular

La observacion macroscopica y microscopica de las colonias obtenidas en los diferentes
aislamientos permitié determinar que todos pertenecian al género Fusarium sp.

A partir del color de las colonias se
conformaron dos grupos, como se
muestra en la Figura 2. El primer grupo,
conformado por Zi, Zs, Zs y Zs, presenta
colonias color crema. El segundo grupo
de colonias color salmén, integrado por
los demas aislamientos (Z2, Zs y Z7).

Los conidios en ambos casos fueron
alunados, hialinos y septados
promediando 4,9 y 4,2 um de ancho y
284 'y 256 pum de largo,
respectivamente (Figura 3). EI nimero
de tabigues fue en todos los casos de 3
a 4 sin presentar variacion.

Figura 2: Pigmentacion de las colonias, A) Z3
perteneciente al grupo color crema y B) Zz
perteneciente al color purpura.

Los datos morfolégicos no permitieron determinar
especie, por lo que se realiz6 extraccion del ADN de
cada aislamiento, el cual fue amplificado mediante la
técnica de PCR, utilizando los cebadores que codifican
para ITS y TEFl-a. Las secuencias amplificadas se
compararon con las depositadas en GenBank para su
identificacion, utilizando BLAST y arrojaron un 100% de
identidad con Fusarium solani en los aislamientos Z, Z3,
Zsy Zs y con F. oxysporum en Z,, Z4 y Z7.

Figura 3: Macroconidios del género
Fusarium sp.

De acuerdo a la bibliografia, F. solani presenta pigmentacion del micelio blanco grisaceo a azul
0 marron azulado y macroconidios con 1-5 tabiques, de 35-55 ym largo y 4,5-6 ym de ancho
(Booth, 1977). En cuanto a F. oxysporum este presenta pigmentacion algo variada
encontrandose colonias blancas, melocoton, salmén, gris a purpura o violeta y macroconidios
con 3-5 tabiques, de 27-60 um de largo y 3-5 um de ancho (Booth, 1977). En comparacion con
los resultados obtenidos, la pigmentacion de las colonias detalladas coincidié con las
observadas en los aislamientos estudiados. Ademas el largo de los macroconidios present6
variaciones con respecto a las descriptas por Booth (1977). Estas diferencias pueden deberse a
modificaciones en la temperatura y al tiempo de crecimiento al que se expuso el cultivo.

Estos resultados muestran la importancia de la identificacion molecular mediante PCR, que
permite complementar la caracterizacién morfolégica, determinando con mayor certeza las
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especies encontradas.

La manifestacion del patégeno del género Fusarium sp. ha sido reportado anteriormente en
otros paises como causante de sintomatologias diversas en zanahoria en los ultimos afios (Han
et al., 2012; Stankovic et al., 2015; Zhang et al., 2014). Entre ellas, la sintomatologia semejante
a la encontrada en el albarddn costero es la podredumbre seca causada por F. oxysporum, F.
solani y F. avenaceum. Dicha enfermedad se caracteriza por producir lesiones deprimidas en la
superficie de la raiz, con formas definidas redondeadas o irregulares las cuales presentan color
marron claro a marrén oscuro (Stankovic et al., 2015; Zhang et al., 2014).

La presencia de dichos patdégenos afectando el cultivo de zanahorias fue reportando en China y
Corea (Zhang et al., 2014, You-Kyoung Han, 2011). La especie F. oxysporum fue detectada en
ambos paises, mientras que F. solani solo lo fue en China. Las cepas descriptas presentaron
caracteristicas similares a las observadas en el presente trabajo.

Esta caracterizacién es la primera de este tipo en la regién. Sus resultados revisten gran
importancia ya que permitiran el desarrollo de estrategias de manejo especie-especificas,
orientadas hacia los patégenos identificados.
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