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RESUMEN

El sector floricola en el Ecuador representa la segunda fuente de ingresos no petroleros para
el pais por lo que una correcta identificacion y adecuados controles fitosanitarios de dichos
cultivos es de vital importancia. El género Alternaria comprende a una serie de hongos
saprofiticos y patogenicos los cuales tienen un gran impacto en los cultivos de todo el mundo.
Especies de Alternaria pueden ser encontradas en casi todo el mundo y debido a su gran
rango de hospederos se los considera como patégenos generalistas. Por el momento, no se ha
reportado la presencia de infecciones por parte del género Alternaria en cultivos de rosas de
exportacion. En esta investigacion se demostrara que a pesar que las rosas no son un
hospedero tradicional para Alternaria alternata y Alternaria japonica, estos pueden causar
infeccion y es probable que sea confundida con infecciones de Botrytis cinerea, un patdégeno
ampliamente descrito en los cultivos de rosas y flores ornamentales. Para corroborar esta
hipotesis, se realizaron ensayos de patogenicidad en botones de rosas de la variedad Vendela
con dos aislados de A.alternata y dos aislados de A. japonica obtenidos de hojas de brocoli
de plantas en haciendas brocoloreas de la provincia de Cotopaxi. Adicionalmente, se realizo
la infeccidn de hojas de brdcoli con los mismos aislados como control. Los cuatro aislados
fueron capaces de infectar tanto los botones de rosa como también las hojas de brécoli. De
esta manera se evidencia que A. alternata alternata y A.japonica aislados de brocoli pueden
estar causando infecciones en rosas, indicando un cambio de hospedero.

Palabras clave: Patogénico, saprofitico, regiones ITS, bioensayos, patdgenos generalistas.



ABSTRACT

The flower sector in Ecuador represents the second non-oil related income source for the
state that’s why a correct identification and control of the pathogens for these crops is
important. The genre Alternaria comprehends a series of saprophytic and pathogenic fungi
that have a great impact in crops all over the world. Alternaria species can be found in almost
all over the world and because their great range of host they are considered as generalists
pathogens. At the moment, it hasnt been reported the presence of Alternaria infections in
rose crops. In this investigation 1’1l prove that despite the roses are not a common host for
Alternaria alternata and Alternaria japonica they can cause infection and it is likely that it’s
mistaken for Botrytis cinerea infections, a widely known rose pathogen.

To prove the hypothesis, pathogenicity bioessays in rose petals of the variety Vendela with
two isolates of Alternaria alternata and Alternaria japonica obtained from broccoli leaves
from broccoli farms of the Cotopaxi province were performed. Additionally, bioessays in
broccoli leaves were also performed with the same isolates as control. The four isolates were
capable of infecting rose petals and broccoli leaves as well. Proving that the isolates:
Alternaria alternata and Alternaria japonica might be infecting roses indicating a host shift.

Key words: Pathogenic, saprophytic, ITS regions, bioassays, generalist pathogens.



TABLA DE CONTENIDO
AGIAGECTITHENTOS ...ttt bbbt bbb bbbt bt ne e 4
T oTo [0 Tolo] o] TSSOSO T PRSPPI 11
Sector FIOricola €N el ECUAAON .........ccviiiiieiieieie et 11
Plagas y Enfermedades de 1aS ROSAS .........cccccvveiieiieiieiie et 12
Sector Brocolero en el ECUAAON ..........coviiiiiiiie et 13
Plagas y Enfermedades de 1aS BrasSiCACEaES.........cecveiverieiierieeieaie e esiesee e e see e e see e 13
Generalidades del GENEro AIEINATTA .........ovierieiieiese e 15
.............................................................................................................................................. 15
Factores que influyen en la infeccion de Alternaria...........cccooooereiiininnine e, 16
Mecanismos de Control de AIEINATTA ..........ccoveirieieie e 17
Mecanismos de Identificacion de Patdgenos en cultivos agricolas. ..........cccocerveerenieenen, 17
JUSTITICACION ..t bbbttt et bbbt b e re s ene e 19
ATEA T8 BSTUMIO ....e.voeveeeetee ettt sttt ettt n et s sttt s et en et s enees 20
(@ o=} OSSR 21
ODBJELIVO GENEIAL ...t bbbttt 21
ODjJetiVOS ESPECITICOS. .. ..uviiieiiiiie sttt e e e ste e raeara e 21
LT g = =TSSR 22
Recoleccion del Material Vegetal para el Aislamiento del Patdgeno...........cccccevvevvvennenne. 22
Preparacion del Medio de CUILIVO .........cooiiiiiiiiieeesc s 22
Desinfeccion del Material Vegetal..........ccooveiiiiiiiiic e 23
Cultivo del material vegetal en medio PDA ..o 23
Identificacién microscopica de AIErNAria SPP .....cccvveevieiieiieieieece e 23
Preparacion del Inéculo de Alternaria spp, Botrytitis cinerea y Fusarium spp .................. 24
Preparacion de los Bioensayos en rosas y brocoli con los in6culos de Alternaria spp,
Botrytitis CINErea y FUSAITUM SPP......ciiiiiiriiiieieieie et 24
Extraccion de ADN gendmico de AIternaria SPP. .....ccoveveieeieeiie i 26
Amplificacion de las regiones ITS del ADN ribosomal 5.8s mediante la técnica de reaccion
en cadena de 1a polimerasa (PCR). ......c.iiiiii ittt 27
Purificacion del producto de PCR de las regiones ITS del ADN ribosomal 5.8s
1001 0] 1] 0= To oL USSP UPSPPPRR 27
Secuenciacion de las regiones ITS del ADN ribosomal 5.8s amplificadas..............cc........ 27
IMETODOS ...ttt 28
Recoleccion del material vegetal para el aislamiento del patdgeno ...........cccocevvvvvviiennn 28
Aislamiento de Alternaria spp a partir del material vegetal.............cccoooveviiiiieiie e, 28
Desinfeccion del material Vegetal ... 28
Cultivo del material vegetal en medio PDA. .........cooii i 29
Identificacion microscopica de AIEINAria SPP. ....veververereriiirere e 29
Preparacion del indculo de Alternaria spp, Botrytis cinerea y Fusarium spp..........cc.cv..... 29
Preparacion de los bioensayos o pruebas de patogenicidad en rosas y brocoli con los
indculos de Alternaria spp, Botrytitis cinerea y FUSArium SPP. .....ccoovvereveneseseneerieneenns 30

Analisis estadistico de los bioensayos en rosas y brocoli con los inoculos de Alternaria
Spp, Botrytitis CiNerea y FUSAITUM SPP. ....oiiiiiiiieieiesie e 31



Extraccion de ADN gendmico de AILErNAria SPP. .....coeererieierereiieese e 31
Amplificacion de las regiones ITS del ADN ribosomal 5.8s mediante la técnica de reaccion
en cadena de 1a polimerasa (PCR). ..o 32
Purificacion y secuenciacion del producto de PCR de las regiones ITS del ADN ribosomal
5.85 AMPIITICAUAS. ..o 33
RESULTADOS. ...ttt b bbbttt et bbb bttt e e 34
Aislamiento e Identificacion del Fitopatogeno Alternaria SPP.......ccooeoeveererereseniesieienenn, 34
Caracterizacion molecular del fitopatOgeN0 ..........covevveieeii e, 35
Amplificacion de las regiones ITS del ADN ribosomal 5.8S............ccccovviiiiiiiiniiinnenn, 36
Secuenciacion y andlisis de las regiones ITS del ADN ribosomal 5.8S............ccccovevvvennenn. 36
Bioensayos y analisis de Patogenicidad de Alternaria alternara y Alternaria japonica sobre
botones de rosa y DrOCOlI. ... ..o 38
[ 1T ES] o] 2SS 43
(000 Tod 1] o] 1= SRS PRRRO 50
[ CToTo] 0 =T oo T [ g LSS 51

7] o] [0 o =1 USSR 52



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Programa de PCR utilizado para la amplificacion de las regiones ITS de hongos. ..32
Tabla 2: Protocolo empleado para la PCR de las regiones ITS del ARN ribosomal 5.8s de
010] 0T [0 1SRRI 33
Tabla 3: Se muestran los resultados una vez que las secuencias de ADN han sido analizadas
se gener0 una secuencia consenso de la region ITS1 e ITS4 para cada aislado y las
secuencias fueron introducidas en el programa bioinforméatico BLAST .........c..ccccevvenie.e. 37
Tabla 4: Estadistica descriptiva de las mediciones de la infeccién de los diferentes ensayos
sobre los pétalos de rosas en el dia 5 del experimento (Herrera, 2016)..............cccveeneee. 58
Tabla 5: Estadistica descriptiva de las mediciones de la infeccidn de los diferentes ensayos

sobre las hojas de brocoli en el dia 5 del experimento (Herrera, 2016). ..........c.ccceveeneee. 58



10

INDICE DE FIGURAS

Figura 1: llustracion de la estructutra de las conidias del género Alternaria (Woudenberg &
L0 1 ) SRR 15

Figura 2: Cultivo de los 4 aislados de Alternaria spp en medio PDA y observacion
microscopica de las conidias. A-H observacion macroscépica de los aislados; I-L
ODSEIVACION MICTOSCOPICA. .vvevvereeirieiteeteaie s e ste e e st et e et e s e ste e e e neesteebeaneesraenneereesseenseans 35

Figura 3: Gel de agarosa al 2% donde se visualizan las regiones ITS amplificadas de los 4
aislados de Alternaria spp por duplicado: se espera que las bandas obtenidas tengan un

tamario de 600pb aproXimadamente. ............coiiiiiieieie i 36
Figura 4: Fragmento de un cromatogramas de la region ITS1 del ADN ribosomal 5.8S del
fitopatdgeno desde 250pb hasta 340pb (Herrera, 2016). .......ccccooverereineneneese e 36

Figura 5: Comparacién entre los bioensayos de patogenicidad de aislados de Alternaria
japonica y Alternaria alternata sobre botones de rosa y hojas de brocoli, ademas del
control Botrytis cinereay medio PDB .........cccccv i 39

Figura 6: Gréfica de barras de evaluacion de crecimiento por dias del halo de infeccion sobre
pétalos de rosa de: A. Japonica (cepa 1y 2), A. alternara (cepa 3 y 4) Botrytis cinerea,
Fusarium spp, Saccharomyces cerevisiae, y medio PDB en el dia. Se muestra la
desviacién estandar en las barras. Medias seguidas por las mismas letras no difieren entre
si al 5% de probabilidad por la prueba de TUCKEY. ........cccoreiiiiiiiiiee e 41

Figura 7: Gréafica de barras de evaluacion de crecimiento por dias del halo de infeccidn sobre
hojas de brdcoli de: A. Japonica (cepa 1y 2), A. alternara (cepa 3 y 4) Botrytis cinerea,
y medio PDB en el dia. Se muestra la desviacidn estandar en las barras. Medias seguidas
por las mismas letras no difieren entre si al 5% de probabilidad por la prueba de Tuckey.


file:///C:/Users/Fernando/Desktop/tesis/Tesis%20cuarto%20borrador%2023-11-2016.docx%23_Toc469490310
file:///C:/Users/Fernando/Desktop/tesis/Tesis%20cuarto%20borrador%2023-11-2016.docx%23_Toc469490310
file:///C:/Users/Fernando/Desktop/tesis/Tesis%20cuarto%20borrador%2023-11-2016.docx%23_Toc469490311
file:///C:/Users/Fernando/Desktop/tesis/Tesis%20cuarto%20borrador%2023-11-2016.docx%23_Toc469490311
file:///C:/Users/Fernando/Desktop/tesis/Tesis%20cuarto%20borrador%2023-11-2016.docx%23_Toc469490311
file:///C:/Users/Fernando/Desktop/tesis/Tesis%20cuarto%20borrador%2023-11-2016.docx%23_Toc469490315
file:///C:/Users/Fernando/Desktop/tesis/Tesis%20cuarto%20borrador%2023-11-2016.docx%23_Toc469490315
file:///C:/Users/Fernando/Desktop/tesis/Tesis%20cuarto%20borrador%2023-11-2016.docx%23_Toc469490315
file:///C:/Users/Fernando/Desktop/tesis/Tesis%20cuarto%20borrador%2023-11-2016.docx%23_Toc469490315
file:///C:/Users/Fernando/Desktop/tesis/Tesis%20cuarto%20borrador%2023-11-2016.docx%23_Toc469490315
file:///C:/Users/Fernando/Desktop/tesis/Tesis%20cuarto%20borrador%2023-11-2016.docx%23_Toc469490316
file:///C:/Users/Fernando/Desktop/tesis/Tesis%20cuarto%20borrador%2023-11-2016.docx%23_Toc469490316
file:///C:/Users/Fernando/Desktop/tesis/Tesis%20cuarto%20borrador%2023-11-2016.docx%23_Toc469490316
file:///C:/Users/Fernando/Desktop/tesis/Tesis%20cuarto%20borrador%2023-11-2016.docx%23_Toc469490316
file:///C:/Users/Fernando/Desktop/tesis/Tesis%20cuarto%20borrador%2023-11-2016.docx%23_Toc469490316

11

INTRODUCCION

Sector Floricola en el Ecuador

En el Ecuador el sector floricola se ha convertido en la segunda fuente de ingresos no
petroleros, con una renta anual de aproximadamente $700 millones segun estadisticas del afio
2014 (Infoagro, 2014). El Ecuador es uno de los paises que cuenta con la mayor diversidad
de oferta de flores, en donde el producto estrella son las rosas (PROECUADOR, 2013). El
mercado ecuatoriano oferta aproximadamente250 variedades de rosas ademas flores de
verano, flores tropicales, claveles, entre otros (PROECUADOR, 2013). Dentro de la década
comprendida entre el 2002 y el 2012 las exportaciones de flores del pais han tenido un
crecimiento del 11.21% donde los principales mercados son: Estados Unidos con un 38%,
seguido por Rusia y la Unién Europea con un 30%, dejando al resto del mercado distribuido a
compradores pequerios (Expoflores, 2014).

En el territorio ecuatoriano para el afio 2013 se contabilizaron 571 fincas que cubrian
una extension aproximada de 4000 hectéreas distribuidas a lo largo de la region Sierra pero
concentrandose mayoritariamente en las provincias de Pichincha y Cotopaxi (Infoagro,
2014). Las condiciones naturales presentes en dichas provincias y en la mayoria de la sierra
ecuatoriana permiten que el cultivo de flores, y especialmente de rosas, sea tan exitoso. Entre
estas ventajas estan: 12 horas de luz todo el afio, temperaturas de cultivo adecuadas entre los
15 y 25°C con una fluctuacion de +/- 1°C al afio, abundantes cantidades de agua, entre otras
(Expoflores, 2014). La suma de estas caracteristicas permite a las flores desarrollar
caracteristicas apetecidas en los mercados como son: su color, tamafio del boton, largo del

tallo y textura del pétalo (FLACSO y MIPRO, 2015).
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Plagas y Enfermedades de las Rosas

Entre los principales problemas en el cultivo de Rosa sp. dentro del sector floricola en
general, se encuentra la gran cantidad de plagas y enfermedades que pueden afectar al
producto final. Entre las principales plagas y enfermedades de las rosas se encuentran: la
arafa roja, los pulgones, el mildiu velloso, y por sobre todo Botrytis cinerea. La arafia roja o
Tetranychus urticae es un artropodo que se desarrolla cuando existe una baja de humedad en
el ambiente y temperaturas elevadas. Una planta infectada por esta arafia presenta manchas
finas o punteadas de color amarillo o blanco en las hojas, ademas de presentar telarafias en el
envés de las mismas lo que ocasiona la pérdida de hojas (Caiza, 2013). Por otro lado, los
pulgones o Macrosiphum rosae se desarrollan en ambientes secos y calurosos, esta plaga
ataca a hoja, Yy a los tallos jovenes ademas de brotes de yemas florales lo que produce una
coloracion amarillenta en las partes infectadas (Arcos, 2011). En tercer lugar, el mildiu
velloso o tizon (Peronospora sparsa) se desarrolla en ambientes en donde la humedad supera
el 50% y con temperaturas que oscilan entre los 25-30°C. Esta enfermedad provoca manchas
irregulares de color morado o café en el haz de las hojas, tallos, peciolos y demas partes de la
planta, ademas que puede ocurrir una rapida defoliacion de la misma (Caiza, 2013).

Botrytis cinerea es una de las enfermedades que mas pérdidas causa en los cultivos de
rosas, especialmente en procesos de pos-cosecha y distribucion. Es un hongo fitopatogeno y
necrotrofico que afecta un estimado de 200 plantas de interés comercial (Martinis, 2013). La
infeccion de B. cinerea se manifiesta como manchas pardas en hojas y botones, ademas
impide la apertura de los botones, pérdida de la coloracion natural, caida de hojas y
desecamiento de la planta mayor parte de las especies del género Botrytis pueden ser

encontradas en regiones tropicales y subtropicales (Diaz, 2012). Las conidias de Botrytis se
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liberan facilmente cuando existe un ambiente himedo y son esparcidas por el viento. Una vez
que las conidias comienzan a desarrollarse en la planta huésped se produce la muerte celular
debido a la liberacién de compuestos toxicos por parte del patdgeno (Van Kan, 2005). Los
tejidos senescentes son especialmente susceptibles a ser atacados por Botrytis, ademéas que
ciertas condiciones ambientales deben estar presentes para que se da la infeccion como son:
una alta humedad relativa, temperaturas entre 15-25°C y heridas en los tejidos de la planta

(Van Kan, 2005).

Sector Brocolero en el Ecuador

Se estima que el origen del brécoli (Brassica oleracea var. italica), como el de la gran
mayoria de las especies del género Brassica, es cerca de oriente medio o del oeste de Europa
de clima mediterraneo (Fernandez, 2012). Esta planta es de tipo anual, como un color verde
azulado y una cabeza conformada por una masa compacta de botones florales (Fernandez,
2012). En el afo 2009 la produccién mundial de brécoli fue de mas de 21 millones de
toneladas donde el principal exportador fue Espafa con un 24.51% del mercado y ubicando al
Ecuador séptimo con un 5.03% (CORPEI, 2009) . Segun reportes de la FLACSO vy el
MIPRO el brécoli se desarrolla en condiciones dptimas en los valles interandinos de la sierra
ecuatoriana donde los climas moderados y gran humedad permiten su desarrollo (FLACSO y
MIPRO, 2015). La produccion total de brocoli en el Ecuador en el afio 2012 fue de 70 mil
toneladas con una tasa de crecimiento de 3.85% anual, siendo uno de los productos de
exportacion no tradicionales estrella en el pais. La superficie cosechada de brocoli en el
Ecuador para el afio 2012 fue de 3693 ha, concentrdndose en un 82% en las provincias de
Pichincha y Cotopaxi, siendo esta ultima la méas productiva con 1919 ha de cultivo (MAGAP,

2013).

Plagas y Enfermedades de las Brassicaceaes
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Los cultivos de Brassicaceas, familia donde se encuentra el brécoli, se ven afectados por una
gran variedad de plagas y enfermedades por bacterias, virus, neméatodos y hongos
(CLEMENSON, 2002). Las enfermedades bacterianas estan causadas en su mayoria por
Pseudomonas, Xanthomona y Streptomyces las cuales son bacterias halladas cominmente en
suelos donde el material vegetal de las cosechas pasadas no ha sido recolectado en su
totalidad y sirve como fuente de in6culo. Los sintomas son similares entre ellas pero
destacan manchas de color amarillo y negro en las hojas e inflorecencias, ademas de un lento
crecimiento de la planta y una textura gelatinosa en las hojas (Conn, 2013).

Las enfermedades por virus en los cultivos de la familia de las Brassicaceas son muy
comunes. El mas conocido es el Virus Mosaico de la Coliflor (CaMV) el cual produce una
clorosis a lo largo de las venas de las hojas ademas del aparecimiento de lesiones necroticas
foliares (CLEMENSON, 2002). Otros virus como el Virus Mosaico del Rébano (TUMR) y
del Nabo (TuMV) también producen enfermedades de interés en cultivos de Brassicaceaes
aunque en una menor magnitud en cultivos de brécoli (Conn, 2013).

Las enfermedades por nematodos también causan significativas pérdidas en los cultivos de
Brassicaceaes. Entre los principales nematodos parasitos estan Heterodera cruciferae y
Meloidogyne spp los cuales causan sintomas similares entre ellas en las plantas como son un
crecimiento lento, hojas curvadas y raices completamente infectadas con nddulos llenos de
nematodos (Conn, 2013).

Por ultimo, las enfermedades por hongos en la familia de las Brassicaceaes generan las
mayores pérdidas en este tipo de cultivos siendo las infecciones por el género Alternaria las
de mayor importancia (Conn, 2013). Estas enfermedades se caracterizan por causar manchas
en tejidos viejos que generalmente comienza con una pequefia lesion circular. Estas lesiones
se expanden y desarrollan anillos concéntricos con halos clordticos. En condiciones de alta

humedad en el centro del halo necrotico se forma una masa de esporas que pueden ser
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esparcidas facilmente por el viento (CLEMENSON, 2002). Una vez que la enfermedad se ha
arraigado en el cultivo se estima que las pérdidas pueden llegar a ser superiores al 50%,
ademaés que las lesiones no estan limitadas a las hojas sino que pueden encontrarse en todas
las partes de la planta. La principal fuente de indculo del género Alternaria en cultivos de
Brassicaceaes son residuos del cultivo anterior que pueden llegar a sobrevivir hasta dos afios
en condiciones de latencia, ademas que las conidias pueden facilmente ser transportadas por

el viento y agua (Bart & Thomma, 2003).

Generalidades del Género Alternaria

El género Alternaria comprende a una serie de hongos saprofiticos y patégenos de plantas,
como Alternaria brassicicola, Alternaria japonica y Alternaria alternata. Cuando Alternaria
ataca a sus hospedadores, morfolégicamente produce una serie de anillos concéntricos
alrededor del sitio inicial de ataque lo que ocasiona un foco de entrada para Alternaria
causando la enfermedad de tizon temprano o “early blight” en una serie de cultivos
(Mamgain, 2013). Las especies de este género son sumamente cosmopolitas y pueden
sobrevivir tanto como saprofitas como parasitos débiles en el interior de planta. El género
Alternaria se caracteriza por la formacion de conidios polimdrficos ya sean individuales o en
cadenas cortas o largas, las cuales pueden ser transportadas por el aire, agua y permanecer en
latencia en el suelo (Pattanamahakul, 1999). Las conidias son de forma alargada, pequefas y
segmentadas, de forma elipsoide y septadas. El cuerpo de las conidias puede estrecharse

gradualmente hasta alcanzar la forma de un pico conic (Woudenberg & al., 2013)

Alternaria

% alternata :ﬂ

zrald
konidie

—— miadé
> konidie
/
konidiofory ,,4/‘

F o 4
I e
e S

Figura 1: llustracion de la estructutra de las conidias del género Alternaria (Woudenberg &
al, 2013)
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Factores que influyen en la infeccion de Alternaria

Los factores mas importantes que influyen en la infeccion de Alternaria en los cultivos es una
humedad alta, mayor al 50%, y una temperatura que oscile entre los 20-27°C. Sin embargo,
otros factores generan susceptibilidad son la presencia de tejidos senescentes, tejidos con
quemaduras solares, dafios por heladas, heridas, dafios por el viento o insectos, entre otros.
(Conn, 2013).

Ciclo de infeccion de Alternaria

Alternaria puede transmitirse tanto en las semillas, suelos y por accion del viento. Las
semillas pueden estar contaminadas en su cubierta exterior o estar infectadas internamente.
Estas conidias pueden permanecer viables por un periodo de hasta dos afios, ademas las
conidias pueden ser llevadas por el viento distancias considerables (Gorny, 2012). Sin
embargo, y como se menciond anteriormente la fuente mas comudn de infeccion es material
vegetal infectado en el suelo. Una vez que las conidas entran en contacto con la superficie de
la planta huésped se da la germinacién de la conidias cuando existen las condiciones
adecuada de humedad y temperatura (Conn, 2013).

Una vez que las conidias han germinado comienza la penetracién dentro de los tejidos de la
planta. En el caso de Alternaria, al ser un hongo necrético que mata y absorbe los nutrientes
de los tejidos muertos de la planta su mecanismo de patogénesis puede ser descrito en dos
pasos: el primero es la muerte de las celulas de la planta hospedadora mediante la inyeccién
de toxinas para subsecuentemente poder romper los tejidos muertos con una serie de enzimas
por ejemplo: melanina, enzimas cutinoliticas, enzimas citotdxicas, inhibidores de la division
celular, entre otras (Cho, 2015).

Metodos de aislamiento y propagacion de Alternaria in vitro

Alternaria es un género de hongos que causa grandes pérdidas a nivel mundial. A pesar de

esto, no existe un medio de cultivo selectivo para este hongo (Mamgain, 2013). Un medio de
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cultivo es una sustancia o solucion que cuenta con los nutrientes esenciales para que un
microorganismo se desarrolle (Zhu, 2010). En el caso de hongos, el medio de cultivo debe
contener fuentes de carbono, nitrogeno, fésforo, vitaminas y oligoelementos. Ademas, el pH
debe ser de 7 o ligeramente &cido. Por otro lado, se debe incluir sustancias que inhiban el
crecimiento de microorganismos no deseados como bacterias y levaduras. EI medio de
cultivo més utilizado para el aislamiento y cultivo de Alternaria es el medio PDA (potato
dextrose agar) (Nicot, 2013). Sin embargo, cada autor propone modificaciones al mismo

dependiendo de las condiciones experimentales.

Mecanismos de Control de Alternaria

Debido a que Alternaria es un patdégeno que genera importantes pérdidas econémicas se han
desarrollado una serie de métodos para su control en los cultivos agricolas. EI método
tradicional y mas efectivo para el control y erradicacién del patdgeno es el método quimico
mediante fungicidas. Existen una serie de fungicidas en el mercado que resultan en la
obtencién de cultivos libres de Alternaria los cuales son: cimoxanilo, folpet, fosetil
Aluminio. Oxicloruro de cobre, Mancozeb. No obstante, es muy importante conocer la
especie de Alternaria con la cual se esta lidiando, ya que cada especie responde diferente a
los tratamientos quimicos (CLEMENSON, 2002).

Existen métodos de prevencion como la siembra de variedades de cultivos resistentes a
Alternaria ademas que se debe eliminar los residuos de variedades susceptibles en el suelo.
El tratamiento de las semillas es también una estrategia de prevencién, donde las semillas son
sometidas a un bafio en agua a 50°C por 30min o son colocadas en soluciones de fungicidas

(Ellis, 1968)

Mecanismos de Identificacion de Patdgenos en cultivos agricolas.
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La identificacion de patdgenos en los cultivos agricolas es de vital importancia para
garantizar un buen manejo agricola de la enfermedad y evitar pérdidas econémicas. Los
métodos tradicionales para la identificacion de patdégenos consisten en la observacion de la
planta en busca de sintomas o anomalias. Una vez que se han detectado posibles patdgenos,
para confirmar se procede con pruebas de laboratorio donde se cultiva el material vegetal
infectado hasta lograr aislar el patégeno en medios de cultivo invitro y mediante microscopia
se lo identifica. Sin embargo, existen nuevas técnicas que permiten una identificacion mas
rapida y precisa del patégeno en los cultivos (Ristaino & al, 1998).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la amplificacion in vitro de
regiones de ADN para su posterior analisis. Estas regiones posteriormente deberan ser
analizadas en detalle para conocer la identidad del patégeno. La hibridacion fluorescente in-
situ se utiliza ampliamente para la identificacion de patdgenos, esta consiste en colocar una
sonda complementaria al RNAr del patégeno (Fang & Ramasamy, 2015). Si la sonda se ha
hibridado completamente esta desprende fluorescencia que sera detectada mediante un
escaner. Por otro lado, las pruebas de ELISA son otras pruebas de diagndstico de patégenos
en cultivos basada en anticuerpos y cambios de color en el ensayo. Se generan anticuerpos
especificos contra el patdgeno en cuestion, cuando estos anticuerpos se unen a las proteinas
del patégeno o antigenos se desprende un color que puede ser medido en equipos

especializados (Clement & al, 2011).
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JUSTIFICACION

La industria de las flores en el Ecuador es de suma importancia ya que después del banano es
la segunda fuente de ingresos no petroleros, por lo que una correcta identificacion de las
plagas y enfermedades que afecta su cultivo, es necesaria para un correcto manejo agricola.
Por otro lado, el Ecuador es el séptimo exportador de brocoli a nivel mundial por lo que el
control efectivo de sus plagas enfermedades es de suma importancia (FLACSO y MIPRO,
2015) . En esta investigacion se probara que especies del género Alternaria son capaces de
moverse tanto entre cultivos de rosas y brdcolis suponiendo un potencial perjuicio para
ambos sectores.

Alternaria es un género de patdgenos el cual en rosas no ha sido reportado como hospedero.
Sin embargo, se ha visto un posible cambio de hospedador el patégeno hacia cultivos de
rosas en la provincia de Cotopaxi en la Sierra ecuatoriana. Esto pudo observarse en el trabajo
de investigacion de Bermudez en 2013 donde se logro aislar exitosamente Alternaria spp. a
partir de botones de rosa indicando una posible infeccion (Bermudez, 2013).

El cambio de hospedador de este patdgeno significaria que habria que reconsiderar el manejo
de enfermedades en las floricolas cercanas a cultivos de brécoli para evitar bajas en el
rendimiento de los cultivos. Una correcta identificacion de los patdégenos en los cultivos
deriva en un mejor rendimiento de los mismos, ademas de reduccion de pérdidas econémicas
y un menor uso de pesticidas (CORPEI, 2009).

Estudios acerca de nuevos patdgenos en los cultivos en el Ecuador deberian considerarse una
prioridad. El Ecuador es un pais que depende en gran medida de la agricultura por lo que esta
informacion no so6lo ahorrara dinero ya que se evitaran pérdidas sino que permitira al pais

ampliar su oferta de productos al mundo generando asi nuevas rentas para el estado.
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AREA DE ESTUDIO

Las muestras para el estudio fueron recolectadas en las haciendas brocoleras Quisinche y
Cumilinche, ubicadas en el sector de Mulald, en la Parroquia Mulal6, cantén Latacunga-
provincia de Cotopaxi. Por otro lado, todos los analisis de patogenicidad y moleculares de los
aislados obtenidos del material vegetal fueron realizados dentro del Laboratorio de
Biotecnologia Agricola y de Alimentos de la Universidad San Francisco de Quito, Cumbaya,

Quito, Pichincha.



21

OBJETIVOS

Objetivo General.

Aislar, caracterizar molecularmente y analizar la patogenicidad de cepas de Alernaria spp. ,
sobre botones de rosa y plantas de broccoli para comprobar un posible cambio de hospedero.
Objetivos Especificos

e Aislar e identificar por microscopia cepas de Alternaria spp de hojas de brécoli de

cultivos en la provincia de Cotopaxi- Ecuador.

e Generar un protocolo de purificacion de aislados de Alternaria spp para su posterior

uso en analisis moleculares y de patogenicidad.

e Extraer ADN total de las cepas aisladas de Alternaria spp para posteriores analisis

moleculares.

o Amplificar usando PCR y secuenciar la region ITS del ribosoma de los aislados de

Alternaria spp.

e ldentificar la especie de los aislados de Alternaria spp. por medio de la herramienta
Basic Logical Aligment Search Tool (BLAST) (BLAST) del National Institute of

Biotechnology (NCBI).

e Generar un protocolo de esporulacion para los aislados de Alternaria spp para su uso

en bioensayos de infeccidn en botones de rosa y hojas de brocoli.

e Determinar el nivel de infeccion causado por los aislados de Alternaria spp en los

botones de rosa y hojas de brocoli.



MATERIALES

Recoleccion del Material Vegetal para el Aislamiento del Patogeno

Hojas de brécoli

Tijeras metalicas

Fundas plasticas estériles
Rotuladores

Alcohol al 70% v/v

Preparacion del Medio de Cultivo

Medio de cultivo PDA, DIFCO ™
Frascos pirex

Agitador magnético

Agua destilada

Plancha de calor BOECO MSH-420
Gentamicina MK 160MG/2mL
Autoclave MRC, modelo UTKBS-50LV

Cajas Petri Plasticas
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Desinfeccién del Material Vegetal

e Explantes de hojas de brécoli

e Agua destilada estéril

e Solucion de hipoclorito de sodio al 2.5% v/v
e Solucion de etanol al 70% v/v

e Recipientes de vidrio estériles

e Pinzas estériles

e Autoclave MRC, modelo UTKBS-50LV

Cultivo del material vegetal en medio PDA

e Explantes de material vegetal desinfectados
e Medio de cultivo PDA DIFCO™

e Cajas Petri

e Parafilm “M”®

e Pinzas estériles

e Incubadora INCUBATOR, modelo 6

Identificacion microscopica de Alternaria spp



e Microscopio marca Radical, modelo RXL-4T
e Portay cubre objetos

e Azul de metileno

e Cinta adhesiva

e Micelio de la muestra

Preparacion del In6culo de Alternaria spp, Botrytitis cinerea y Fusarium spp

e Cémara de luz negra

e Medio de cultivo PDB, DIFCO™

e Cajas Petri con la muestra de hongo

e Azas triangulares estériles

e Embudos de cristal estériles

e Algododn estéril

e Tubos Eppendorf de 1ml

e Micropipeta de Iml LABNET™

e Vortex,marca Scientific ldustries Inc.

e Microcentrifuga, marca Wisd Laboratory Instruments, modelo CF-10
e Céamara de Neubauer, marca BODECO

e Microscopio marca Radical, modelo RXL-4T

e Azul de metileno

Preparacion de los Bioensayos en rosas y brécoli con los indculos de Alternaria spp,

Botrytitis cinerea y Fusarium spp



30 rosas por ensayo de la variedad Vendela
In6culo del hongo

Micropipeta de 0,5-10ul, LABNET™

Papel toalla

Agua destilada estéril

Fundas plésticas transparentes de 20cmx30cm

Ligas de goma.
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Extraccion de ADN gendmico de Alternaria spp.

Papel filtro estéril

Vasos de precipitacion

Morteros estériles

Nitrogeno liquido

Tubos Eppendorf de 1ml

Buffer CTAB

Camara de bafio maria, marca Fisher Scientific
Solucién de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1)
Centrifuga, marca Wisd Laboratory Instruments, modelo CF-10
Solucion de isopropanol al 98% v/v

Solucion de etanol al 70% v/v

Agua destilada estéril.

Nanodrop THERMO SCIENTIFIC 2000

Blue Juice INVITROGEN®

Gel de agarosa LE ANALYTICAL GRADE
Buffer TAE1X

SYBR® SAFE DNA

Camara electroforética ENDURO LABNET

Foto documentador ENDURO™ GDS
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Amplificacion de las regiones ITS del ADN ribosomal 5.8s mediante la técnica de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

e Buffer GO TAQ® INVITROGEN (10 X)

e MgCI2 INVITROGEN® (25,0 mM)

e dNTPs (10mM) INVITROGEN®

e Primer ITS1 (10 pmol) INVITROGEN

e Primer ITS4 (10 pmol) INVITROGEN

e Tag DNA Polymerasa GO TAQ® INVITROGEN (5,0 U/ul)
e Microtubos de PCR QSP®

e Termociclador LABNET M MULTIGENE GRADIENT 1011020
Purificacion del producto de PCR de las regiones ITS del ADN ribosomal 5.8s

amplificadas

e Kit comercial PURELINK® GENOMIC DNA para purificacion de ADN genémico
(INVITROGEN®)

e THERMO SCIENTIFIC NANODROP 2000

Secuenciacion de las regiones ITS del ADN ribosomal 5.8s amplificadas

e Herramienta bioinformatica BLAST

e Programa informatico Mega 7
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METODOS

Recoleccion del material vegetal para el aislamiento del patdgeno

Se recolectd hojas de brécoli que presentaban los sintomas clasicos de una infeccion por
Alternaria spp. La recoleccion se realizd en las haciendas brocolera Quisinche y Cumilinche,
ubicadas en el sector de Mulalo, en la Parroquia Mulald, canton Latacunga-provincia de
Cotopaxi, con las siguientes coordenadas: longitud: 78°35°34.80" O y latitud: 0°48°11.33"'S
Se tomaron un aproximad de 30 hojas infectadas por lote de terreno.

Las hojas que presentaban sintomas de infeccion por Alternaria fueron cortadas, colocadas en
bolsas de plastico individuales previamente marcadas y transportadas en una hielera con
geles de hielo para su preservacion al laboratorio de Biotecnologia Agricola y de Alimentos

en la Universidad San Francisco de Quito.

Aislamiento de Alternaria spp a partir del material vegetal

Durante la realizacion del proyecto se procedio a utilizar medio de cultivo PDA ya que es un
medio general para hongos y se ha reportado un buen crecimiento de especies de Alternaria
(Ellis, 1968). Se tomaron 49 gramos de medio y se lo disolvi6 en agua destilada.
Posteriormente se autoclavd la mezcla a 121°C por 20 minutos. Posterior al proceso de
autoclavado se colocd gentamicina, en una proporcion de 160 mg/L de medio. El medio fue
dispensado en cajas Petri plasticas y por ultimo se agreg6 una gota de &cido lactico al 10%

v/v al medio una vez solidificado.
Desinfeccion del material vegetal
Las hojas colectadas en el campo se sometieron a un proceso de desinfeccion para lo cual se

utilizo el protocolo desarrollado en el Laboratorio de Biotecnologia Agricola y de Alimentos

de la USFQ. Brevemente, se cortd las hojas en pedazos de aproximadamente 5 mm por lado,
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donde la mitad del explante presente lesion y la otra debe estar sana. Dentro de la camara de
flujo laminar se sumergen estas explantes en agua destilada estéril por un minuto. Los
explantes fueron sumergidos en una solucion de etanol al 70% v/v por 1 minuto, luego por 1
minuto en agua destilada estéril para eliminar residuos de etanol, posteriormente en la
solucion de hipoclorito de sodio por 1 minuto y finalmente por 2 minutos en agua destilada
estéril. Los explantes una vez desinfectados estuvieron listos para ser sembrados en el medio

PDA.

Cultivo del material vegetal en medio PDA.

Los explantes previamente desinfectados deben ser colocados en el medio PDA. La mitad de
cada explante debe introducirse dentro del medio dejando la otra mitad libre. La caja Petri
debe ser sellada con doble cinta parafilm para evitar contaminacién. Se deja incubar por a
30°C en una incubadora hasta que el hongo ya ha ocupado toda la superficie de la caja

(aproximadamente 8 dias) y se almacena a 4° hasta su posterior uso.

Identificacién microscopica de Alternaria spp.

Se utilizé una cinta adhesiva la cual se presiona ligeramente sobre el hongo deseado para que
se logre pegar una pequefia cantidad de micelio y conidias. Posteriormente se coloca sobre un
portaobjeto una gota de azul de metileno y sobre esta se pega la cinta adhesiva. La placa se
observa en el microscopio en un aumento de 40X y mediante una clave se identifican los

hongos presentes.

Preparacion del indculo de Alternaria spp, Botrytis cinerea y Fusarium spp

Los hongos en medio PDA en cajas Petri fueron sometidos a luz negra dentro de la camara

por un periodo de 12 horas para asegurar su esporulacion (Shahin, 1978).
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Se colocé 3 ml de medio PDB autoclavado y con la ayuda de una aza triangular pléstica
estéril se raspd todo el micelio del hongo. La solucién obtenida fue filtrada a través de un
algodon estéril que se encontraba en un embudo de cristal estéril. Estas acciones se repitieron
hasta que se obtuvo el maximo del in6culo posible de la caja Petri. El indculo que se obtuvo
fue colocado en un vortex durante tres minutos. Y posteriormente centrifugado a 13000 rpm
durante 5 minutos. Se extrajo la mayoria del sobrenadante dejando un poco de medio PDB y
el hongo con el cuél se estaba trabajando. A partir de esta solucién se realizé en conteo de
conidias dentro de la camara de Neubauer (Bastidas, 2008). A partir de este conteo se preparo

un inéculo con al menos 10° conidias/ml (Saskia, 2013).

Preparacion de los bioensayos o pruebas de patogenicidad en rosas y brécoli con los

inéculos de Alternaria spp, Botrytitis cinerea y Fusarium spp.

Se tomo con una micropipeta 5-pl de la suspension de conidias preparada anteriormente y se
los colocaron en la parte central del pétalo en el caso de las rosas o sobre una hoja en el caso
del brocoli. Mientras tanto se prepar6 una camara himeda colocando papel de cocina hiumedo
dentro de una funda plastica de 15cm x 30cm para crear una humedad relativa del 100%. Las
rosas y las plantas de brocoli infectadas con el in6culo fueron colocadas dentro de la cAmara
himeda por un periodo de 7 dias en los cuales se evaluo la presencia o ausencia de infeccion,
ademas del diametro de crecimiento de la infeccion en el pétalo u hoja si es que existiese. El
procedimiento se llevd a cabo con 30 rosas y 30 plantas de brécoli por indculo de hongo
obtenido (Saskia, 2013). El proceso de infeccidén se realizd con todos los aislados de
Alternaria ademas de los controles negativos (Fusarium sp., Saccharomyces cerevisae,y
medio PDB) y el control positivo de Botrytis cinerea. Los controles negativos fueron
utilizados para demostrar que los pétalos de rosa no son un medio adecuado de crecimiento

para cualquier tipo de fitopatdgeno o microbio de origen fungico. Se midié los halos de
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infeccion sobre los pétalos de rosa y hojas de brécoli cada 24 horas por 7 dias usando un

calibrador.

Andlisis estadistico de los bioensayos en rosas y brdcoli con los indculos de Alternaria

spp, Botrytitis cinerea y Fusarium spp.

Los datos de las pruebas de patogenicidad o bioensayos fueron analizados mediante un
analisis de varianza (ANOVA) para todos los dias, y adicionalmente la una prueba de Tukey

para comparacion de las medias del dia 5 usando el programa estadistico SPSS 22®.

Extraccion de ADN gendmico de Alternaria spp.

El hongo se inoculé en 50 ml de medio PDB a una temperatura de 27°C sin agitacién durante
7 dias, una vez transcurrido este tiempo se procedié a separar el micelio del medio PDB con
la ayuda de un papel filtro estéril.

Para la extraccion de ADN, se utilizd el método descrito por Colombo y colaboradores
(1998), modificado por la Facultad de Quimica de la Universidad de Uruguay (2011).

El micelio del hongo se pulverizé en un mortero con ayuda de nitrégeno liquido. El material
resultante se recolectd en un tubo de polipropileno de 1,5 ml de capacidad nominal con tapa
clip. Se agregd 500 pl de CTAB y se incubd en bafio maria a 65°C durante 1 hora. Luego, se
afiadié un volumen de 500 pl de la solucion fenol:cloroformo: isoamilico en una proporcion
25:24:1 respectivamente, y se centrifugd durante 10 minutos a 10000 rpm. Se transfirio el
sobrenadante a un nuevo microtubo. Se afiadieron 500pul de etanol frio al 98%. La muestra
fue almacenada por 2 horas a -20°C. Posteriormente se centrifugd a 10000 rpm durante 10
minutos, se descarto el sobrenadante y se lavo el pellet con 100 ul de etanol al 70% por dos
ocasiones. Se procedio a secar el Pellet durante 24 horas, dejando los microtubos boca abajo

sobre un papel. El pellet fue re-suspendido con un volumen de 50 pl de agua de PCR. Se
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agregaron 5 pl de la enzima RNAsa, y se incub6 a 37°C por 1 hora. La muestra de ADN
genomico se almacend a -20°C hasta su utilizacion (Colombo, 1998).

Para corroborar la eficiencia de la extraccion, se corri6 un gel de agarosa al 1.5 %,
adicionando 0.7 pl de Syber Green. Se deposito 2l de la muestra en los pocillos del gel y se
corrié en una camara de electroforesis horizontal gel xXL ENDURO Labnet a 80 voltios
durante 45 minutos. Las muestras en el gel fueron visualizadas en el transiluminador WCV —

M20 de luz ultravioleta.

Amplificacion de las regiones ITS del ADN ribosomal 5.8s mediante la técnica de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La amplificacion mediante PCR convencional de las regiones ITS1, ITS4 y 5.8 ARN
ribosomal, se realiz6  utilizando los  primers  universales ITS1  (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC  -3)
(Hermosa, y otros, 2000). La técnica utilizada de amplificacion fue estandarizada en el
laboratorio de Biotecnologia Agricola y de Alimentos de la Universidad San Francisco de
Quito segun las condiciones que se detallan en las Tablas 1 y 2.

Tabla 1: Programa de PCR utilizado para la amplificacién de las regiones ITS de hongos.

Programa T° Tiempo Ciclos
Desr?aturallzacmn 95 °C 5 minutos
previa
Desnaturalizacion 94 °C 1 minuto
Hibridacion 62.3°C 2 minutos
Polimerizacion 72 °C 2 minutos 35CICLOS
Extension Final 72 °C 10 minutos

Reposo 10 °C 10 minutos
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Tabla 2: Protocolo empleado para la PCR de las regiones ITS del ARN ribosomal 5.8s de
hongos.

Reactivos Volumen paralx
Buffer 10 X 5ul
MgCI2 50mM 4ul
dNTPs(10mM) 2ul
Primer ITS1(10pmol) 2ul
Primer ITS4(10pmol) 2ul
Taq polimerasa 1ul
ADN 50ng/mL 2ul
H20 32ul
Volumen total 50ul

Purificacion y secuenciacion del producto de PCR de las regiones ITS del ADN

ribosomal 5.8s amplificadas

Los productos amplificados fueron purificados empleando el Kit de purificacion de
Intritrogen: Pure Gel Extraction & PCR Purification Combo Kit siguiendo las indicaciones
del fabricante. Ver Anexo 1.

Se midi6 la concentracion de DNA de las muestras amplificadas mediante el uso del
Nanodrop Thermo Scientific 2000. Las muestras fueron empacadas y enviadas a la compafiia
Macrogen (Seul, Corea del Sur) para su secuenciacion.

Las secuencias recibidas de la region ITS1 e ITS4 del ADN ribosomal 5.8S fueron alineadas
en programa Mega 7© y se genero una secuencia consenso la cual fue analizada en la base de

datos del NCBI© con la herramienta BLAST la cual arrojo la identidad de los aislados.
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RESULTADOS

Aislamiento e Identificacion del Fitopatdgeno Alternaria spp.

Luego del proceso de aislamiento, se obtuvieron cuatro aislados con colonias de tipo
compacta, afelpadas y filamentosas de borde irregular. En la parte frontal de la caja Petri se
observo una coloracion verde con filamentos de color blanco (Fig. 1 A-D). Mientras que en el
reverso de la caja petri se observé un color mucho mas oscuro (Fig. 1 E-H). Por otro lado, las
conidias fueron tefiidas con azul de metileno y se presentan una forma alargada con
segmentaciones horizontales como verticales (Fig. 1 I-L). Lo cual concuerda con lo esperado

para especies de Alternaria (Ellis, 1968).

Se encontraron conidias de forma alargada, pequefias y segmentadas, de forma elipsoide y
septadas. El cuerpo de las conidias puede estrecharse gradualmente hasta alcanzar la forma
de un pico cénic (Woudenberg & al., 2013). Esto concuerda con la descripcion para el género
Alternaria descrita en el estudio de Woundenberg & al (2013). Como se puede observar en la

Figura 1 por lo que se identifico a los aislados como pertenecientes al género Alternaria.



35

Vista Frontal

Aislado 2

Aislado 3

Aislado 4

Figura 2: Cultivo de los 4 aislados de Alternaria spp en medio PDA y observacién
microscapica de las conidias. A-H observacién macroscépica de los aislados; I-L
observacion microscapica.

Caracterizacién molecular del fitopatégeno

Una vez realizada la extraccion de ADN de los aislados de Alternaria spp, se visualizo las
muestras en un gel de agarosa al 1.5% para verificar la integridad del ADN. A su vez los
productos de extraccion de ADN fueron cuantificados empleando el Nanodrop

(ThermoScientific 2000 ©). Luego de esto se diluyeron hasta obtener una concentracion de
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50ng/ul, que es la concentracién recomendada para la amplificacion de las regiones ITS.

(Salgado, 2011)
Amplificacion de las regiones ITS del ADN ribosomal 5.8S.
Todos los productos amplificados se visualizaron en gel de agarosa al 2 %, y se obtuvieron

bandas de 600 pb (Fig. 5), De acuerdo al protocolo estandarizado en el Laboratorio de

Biotecnologia Agricola y de Alimentos de la USFQ

Figura 3: Gel de agarosa al 2% donde se visualizan las regiones ITS amplificadas de los 4
aislados de Alternaria spp por duplicado: se espera que las bandas obtenidas tengan un
tamafo de 600pb aproximadamente.

Secuenciacién y anlisis de las regiones ITS del ADN ribosomal 5.8S

Los productos amplificados de la region ITS fueron enviados a secuenciar a Macrogen Inc.

(Seul, Corea). Los cromatogramas completos se encuentran en el Anexo C.

' , l
Vil |-I|I | |' | ' i | [ I |I/f
Uf \ A ﬂM A JW | flu ﬁ. \,ﬂ.l | ﬁ
230 160 70 180 pall] 300 30 310 330 340
CAGTGTGAAT TACAGAAT TCAGTGAATCAT CAA AT CTTTGAACGCACAT TGCGCCCTTTGATATTC CAAAGGGCATGC CTGTTCEAGCGTLAT T

Figura 4: Fragmento de un cromatogramas de la region ITS1 del ADN ribosomal 5.8S del
fitopatdgeno desde 250pb hasta 340pb (Herrera, 2016).
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Las secuencias recibidas fueron editadas, se elimind el ruido generado durante la

secuenciacion generalmente al inicio y al final, y las secuencias resultantes (lado izquierdo y

derecho) fueron alineadas con la ayuda del programa BLAST (Basic Local Alignment Search

Tool). La secuencia consenso obtenida fue introducida en el mismo programa para conseguir

la identificacion a nivel de especie, en base al porcentaje de similitud con las secuencias de

los organismos que se encuentran en la base de datos del Gen Bank de la NCBI. En la Tabla

5 se muestran los resultados de la secuenciacion una vez que se ha quitado el ruido y las

secuencias fueron introducidas en el programa BLAST.

Tabla 3: Se muestran los resultados una vez que las secuencias de ADN han sido analizadas
se gener0 una secuencia consenso de la region ITS1 e ITS4 para cada aislado y las secuencias
fueron introducidas en el programa bioinformatico BLAST

o || Rt | M| T Qe e || s
Aislado 1 IRTeg,ré” ITSle Alternaria japonica 623 623 100% 1’?%'5' 98% | AY154703.1
Aislado 2 ﬁ_esgjl"’” ITSLe | Alternaria japonica | 623 1014 98% 00 | 99% | AY154703.1
Aislado 3 IRTeSg‘ilo” ITSle Alternaria alternata 584 682 97% 0.0 | 99% | KUB45989.1
Aislado 4 Il?l_egéilén ITSLe Alternaria alternata 623 623 94% 1f$f 99% | KU645989.1
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Bioensayos y andlisis de Patogenicidad de Alternaria alternara y Alternaria japdnica
sobre botones de rosa y brocoli.

Una vez que se obtuvieron los cultivos de puros de Alternaria alternara y Alternaria
japonica spp se procedio a la preparacion de los in6culos de los aislados de Alternaria. Como
controles se utilizd: Botrytis cinerea, control positivo, Fusarium spp y Saccharomyces
cerevisiae, control negativo, como se describe en la seccion de métodos. Los aislados de
Botrytis cinerea, Fusarium spp y Saccharomyces cerevisiae fueron conseguidos de aislados
almacenados en el Laboratorio de Biotecnologia Agricola y de Alimentos de la Universidad
San Francisco de Quito de estudios anteriores. Estos aislados fueran previamente
identificados molecularmente.

Los bioensayos fueron realizados inoculando 5 pl del indculo sobre pétalos de rosa sanos, y
hojas de brocoli, ademas se inocul6 5 pl de medio PDB como blanco. Se midi6 el diametro
de los halos de infeccidn sobre los pétalos de rosa y las hojas de brdcoli durante 7 dias. Se
muestran Unicamente los datos del dia 5 debido a que se podia observar y medir de mejor
manera los halos de infeccidn, ademas que transcurrido el dia 5 el control positivo de Botrytis
cinerea invadia el pétalo completo imposibilitando una correcta medicion. En la Figura 2 se
pueden observar las lesiones producidas por las 2 diferentes especies de Alternaria como

también el control positivo de Botrytis y el control negativo de medio PDB.
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Inoculos de Alternaria japonica, Alternaria alternata, Botrvtis cinerea v medio PDB sobre botones de
rosa

Aislado 1 Aislado 2 Aislado 3 Aislado 3 Bowytis cinerea PDB

A.japonica A. japonica A.alternata A.alternata

Inoculos de Alternaria japonica, Alternaria alternata, Botrytis cinerea v medio PDB sobre hojas de
brocoli

Aislado 1 Aislado 2 Aislado 3 Aislado 3 Bowytis cinerea PDB

A.japonica A. japonica A.alternata A.alternata

Figura 5: Comparacion entre los bioensayos de patogenicidad de aislados de Alternaria
japonica y Alternaria alternata sobre botones de rosa y hojas de brocoli, ademas del control
Botrytis cinerea y medio PDB
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Para el dia 5, el diametro promedio de los controles negativos (PDB y Fusarium spp.) tanto
en botones de rosa como en plantas de brocoli fue de 0 cm demostrando que los pétalos de
rosa no son medios de cultivo aptos para todos los hongos patogénicos. Los didmetros
promedio de infeccidn para cada aislado y el control positivo (Botrytis) pueden observarse en
el Anexo 2.

Se realiz6 una prueba de andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de Tukey al 5%
mediante el programa es SPSS © 22 donde se compararon las medias de los halos de
infeccion para cada aislado y los controles tanto para los botones de rosa como para las
plantas de brdcoli.

Se compararon las medias de los diametros de infeccion para los ensayos con botones de
rosas y con plantas de brocoli y se los presentd en forma de gréficas de barras como se puede
observar en la Figuras 3 y 4 respectivamente. Las letras A, B, y C en las gréaficas representan

que dichos conjuntos de barras son estadisticamente iguales.
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Figura 6: Grafica de barras de evaluacion de crecimiento por dias del halo de infeccion
sobre pétalos de rosa de: A. Japonica (cepa 1y 2), A. alternara (cepa 3 y 4) Botrytis
cinerea, Fusarium spp, Saccharomyces cerevisiae, y medio PDB en el dia. Se muestra la
desviacion estandar en las barras. Medias seguidas por las mismas letras no difieren entre
si al 5% de probabilidad por la prueba de Tuckey.
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Figura 7: Gréfica de barras de evaluacion de crecimiento por dias del halo de infeccion
sobre hojas de brocoli de: A. Japonica (cepa 1y 2), A. alternara (cepa 3 y 4) Botrytis
cinerea, y medio PDB en el dia. Se muestra la desviacion estandar en las barras. Medias
seguidas por las mismas letras no difieren entre si al 5% de probabilidad por la prueba de
Tuckey.
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DISCUSIONES

La mayoria de las especies del género Alternaria son hongos saprofiticos cominmente
encontrados en suelos y en tejidos de plantas senescentes. Por otro lado, algunas especies son
patdgenos oportunistas que en conjunto causan una serie de enfermedades con un impacto
econodmico considerable en una gran variedad de cultivos de importancia como son cereales,
plantas ornamentales, vegetales como brécolis, y frutas. Este género es muy conocido a su
vez por ser patdgenos post-cosecha en los tipos de plantas antes mencionados. Una de las
caracteristicas mas relevantes de las especies patogénicas del género Alternaria es su
capacidad de producir toxinas, especificas para su hospedador como también toxinas no
especificas lo que le permite parasitar un gran rango de hospedadores (Chauhan & al, 2009).
En el presente estudio, se logré aislar 4 cepas diferentes de Alternaria, desde hojas de brécoli
colectadas en dos haciendas brocoleras en la provincia de Cotopaxi. Las hojas colectadas
presentaban la lesién tipica descrita para especies patogénicas del género Alternaria,
manchas negras en las hojas que derivan en lesiones necréticas de forma circular. La
identificacion inicial de los aislados se los hizo mediante microscopia identificandose que los
4 aislados pertenecian al género Alternaria, pero debido a que las diferencias entre las
conidias de las diferentes especies de este género son casi imperceptibles se procedié a su
identificacion molecular. Luego de realizar el analisis BLAST, de las secuencias obtenidas se
obtuvo que dos aislados corresponden a Alternaria japonica y dos a Alternaria alternara
(Tabla 3).

Alternaria alternata es un patdgeno que puede ser encontrado en una gran cantidad de
hospedadores, es de gran impacto en las plantaciones de tomate aunque también puede ser
encontrado en una gran variedad de frutas y verduras entre las que se encuentran especies de
Brassicaceas como es el brocoli. Se han reportado casos de Alternaria alternata identificados

en el Ecuador aislados desde tomates, sandias y coliflores (Espinoza, 2009). Por otro lado,
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Alternaria japonica es un patégeno oportunista, es decir un microorganismo que aprovecha la
infeccion de otro patdgeno para atacar a la planta, que puede ser encontrado comdnmente en
cultivos de rabano, coliflores, brocolis y demas miembros de la familia Brassicaceas
(Chalkley, 2016). Tanto A. alternata 'y A. japonica generan una lesion necrética en las hojas
de la planta infectada (Espinoza, 2009).

Durante el inicio de la investigacion se esperaba obtener aislados de la especie A.
brassicicola ya que es el patégeno mas comdn en los cultivos de brocoli y existen reportes de
este patdgeno en los campos ecuatorianos (Infoagro, 2014). Sin embargo, y como se
menciona anteriormente se logrd aislar Alternaria japonica y A. alternata. Ambas especies
estan presentes en cultivos de Brassicaceaes en forma de patdgenos oportunistas y tienen una
distribucion global (Chauhan & al, 2009).

Uno de los cultivos de mayor relevancia econémica en el Ecuador son las flores. Este
producto es exportado a Estados Unidos (24%) Europa (17%) y los paises de la ex Union
Soviética (63%) generando 728 millones de dolares de ingreso anual para el Ecuador, segun
datos del Banco Central del Ecuador (2012). Sin embargo en afios pasados las exportaciones
se vieron afectadas por la presencia de enfermedades y plagas los cuales no permitia el
crecimiento adecuado de este cultivo (Telegrafo, 2012).

Se han descrito algunas afecciones microbiol6gicas que afectan considerablemente a los
rosales. Entre los fitopatdgenos reportados con mayor frecuencia se describe al Mildiu
velloso o tizon (Peronospora sparsa), Oidio (Oidium sp), Roya (Phragmidium disciflorum),
Moho gris (Botrytis cinerea) y Agallas (Agrobacterium tumefaciens) (Castro, 2010). El
género Alternaria no se encuentra descrito como un patdgeno de los cultivos de rosas. Sin
embargo, en esta investigacion se demostro que las especies del género Alternaria, A.
alternata y A. japonica, son capaces de infectar y desarrollarse en pétalos de rosa de la

variedad Vendela.
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Como se puede observar en el Figura 5 la infeccion de los aislados de Alternaria japonica y
Alternaria alternata presenta una gran similitud con la infeccion de Botrytis cinerea. B.
cinerea como se describe en la seccion introduccion es un patdégeno oportunista que ataca a
las rosas, principalmente, en la post-cosecha (Rodriguez, 2006). La lesion es de un color café
oscuro con un centro negro necrético tanto para los aislados de Alternaria como para los
aislados de Botrytis cinerea. Ya que, no se han reportado casos de infecciones a cultivos de
rosas a causa de Alternaria es probable que las lesiones de ambos pat6genos sean en muchos
casos tratadas, solamente, como infecciones de Botrytis cinerea.

Por otro lado, se utilizaron dos controles negativos en los bioensayos con botones de rosa,
Fusarium spp. y Saccharomyces cereviseae, donde Fusarium spp. no es un patégeno descrito
para rosas ni para cultivos de brocoli y Saccharomyces cereviseae es un hongo no patégeno.
Como se puede observar en la Figura 5 nuevamente estos hongos no fueron capaces de
infectar pétalos de rosa a pesar de estar sometidos a las mismas condiciones experimentales
que los aislados de Alternaria y Botrytis cinerea. A pesar que el género Fusarium tiene un
gran rango de hospedadores no se han reportado casos de aislamiento de Fusarium en
cultivos de rosas (Li-ju, 2013).

En la provincia de Cotopaxi, donde las muestras fueron recolectadas, las haciendas
brocoleras estan sumamente cerca de las haciendas floricolas. El agua que ambas industrias
utilizan proviene de la misma fuente y esta no tiene un tratamiento previo antes que riegue
los campos (Le Gall, 2008). Las especies del género Alternaria tienen la capacidad de
distribuirse bajo un gran abanico de medios, entre ellos las corrientes de agua (Cho, 2015).
Las conidias pueden llegar a los pétalos de las flores, desarrollarse 0 mantenerse en latencia.
Es probable, que al igual que las infecciones por Botrytis cinerea las especies infectivas de

Alternaria, en este caso A. japonica y A. alternata, sean patdgenos oportunistas y se
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desarrollen en la fase de post-cosecha cuando el sistema inmune de las rosas se ha visto
debilitado (Vivanco, 2005).

En la Figura 5 como también en la Tabla 4, se observan los datos obtenidos de los bioensayos
una vez que se inocularon esporas de los aislados de Alternaria en los botones de rosa.
A.japonica y A. alternara fueron capaces de infectar los botones de rosa, mientras que
Fusarium, Saccharomyces cereviseae y medio PDB no generaron infeccion alguna. La
infeccion con medio PDB sin indculo se realizd como medio de comprobacion de que el
vehiculo que lleva el indculo no genera ninguna infeccion, por lo que es una lesion biol6gica
y no fisica. Una vez que se realiz6 un ANOVA de los datos para el dia 5 de la infeccion, se
pudo constatar que no existe diferencia estadistica significativa entre los 4 aislados de
Alternaria, pero si al compararlos con los diferentes controles negativos y positivos.

La falta de diferencia estadistica entre los diferentes aislados indica que estos infectan tanto
botones de rosa como hojas de brocoli a rangos muy similares, es decir que lo hacen a
tiempos iguales y el tamafio y seriedad de la lesion no diferentes entre si. Estadisticamente
esto se comprobd al comparar la media de los aislados con una prueba de Tuckey al 5%,
donde ninguno de los aislados de Alternaria tuvo un valor alfa menor al 0,05. Por otro lado,
los diferentes controles tanto en botones de rosas como en hojas de brocoli difieren
significativamente entre los aislados de Alternaria. Existe una gran diferencia entre los 4
aislados de Alternaria y los controles negativos con Fusarium spp. S. cerevisae y medio PDB
ya que estos controles no presentaron lesion alguna sobre botones de rosa ni en hojas de
brécoli. Por otro lado, el control de Botrytis supera en gran medida a los ensayos con
Alternaria ya que este es un patdgeno descrito para rosas y durante el transcurso del
experimento su didmetro de infeccion fue superior a los ensayos con Alternaria. Los valores

del anélisis de Tuckey y el ANOVA pueden observarse en el Anexo B.
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El género Alternaria es un género de hongos muy extenso y sus respectivas especies tienen
un rango de hospedadores sumamente variado (Conn, 2013). A pesar que el hospedador mas
comun de A. japonica y A. alternata no es el brdcoli, de donde fueron aislados, estos pueden
causar infecciones como patdgenos oportunistas en una gran variedad de especies de plantas
debido a que este género es considerado como generalista (Heather, 2010). Las especies de
Alternaria que son capaces de infectar plantas cuentan con una serie de proteinas no-
especificas de hospedador, ademés de diferentes factores de virulencia generales con los
cuales pueden causar infecciones en diferentes tipos de plantas (Bart & Thomma, 2003)
(Hiroshi & al, 1995).

Adicionalmente, en un estudio realizado por Mathleu y colaboradores en la Universidad de
Wageningen (1997) se estipula que mediante la delesion de una base en el codén que daré
origen al aminoacido N.terminal de una proteina de virulencia, el rango de hospedador como
la agresividad de la infeccion de Alternaria alternata puede verse sumamente afectado
(Mathleu & al., 1997). En consecuencia, un pequefio cambio en las proteinas de virulencia
puede derivar en cepas mas agresivas y con un rango de hospedador mas amplio.

Las dos méas grandes ventajas que tiene el género Alternaria para poder infectar a una gran
cantidad de hospedadores es la produccion melanina en sus esporas y la produccién de
toxinas no especificas (Bart & Thomma, 2003). La melanina es un pigmento de color oscuro
de alto peso molecular y que esta distribuido en desde animales superiores pasando por
plantas en muchos microorganismos (Bell & Wheeler, 1986). La gran mayoria de las
melaninas producidas por hongos se forman mediante el precursor 1,8 dihidroxinaftaleno
(Bell & Wheeler, 1986). La melanina en las esporas de los hongos y especialmente en las
esporas de Alternaria parece tener una funcion directa como indirecta en la incidencia de
virulencia en ciertas cepas (Bart & Thomma, 2003). En primer lugar actia como armadura

protegiendo a las esporas de la desecacion, radiacion UV y ataques de compuestos
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antagonistas. Por otro lado, la melanina tiene un rol en la penetracion de las membranas de
celulosa al momento del contacto de las esporas con el tejido vegetal.

El género Alternaria produce una serie de proteinas que les permiten infectar a una gran
variedad de cultivos. Entre estas estan las enzimas cutinoliticas las cuales degradan la
cuticula de las hojas y pétalos permitiendo la entrada del patdégeno (Fan & Koller, 1998).
Adicionalmente, cuentan con lipasas que degradan la capa cerosa de las hojas (Trail &
Koller, 1993). Ambas enzimas comienzan a sintetizarse una vez que el patégeno ha entrado
en contacto con su hospedador (Bart & Thomma, 2003).

Sin embrago, en el género Alternaria se encuentran una serie de proteinas no especificas las
cuales mediante diversas investigaciones se ha demostrado que estan sumamente
involucradas en la infeccion de diversas especies vegetales (Bart & Thomma, 2003), aunque
el mecanismo de accion de muy pocas ha sido estudiado a detalle. Por ejemplo, la proteina
brefeldin A tiene actividad fitotdxica y actia desmantelando el aparato de Golgi causando la
inhibicion de la secrecion de sustancias fuera de célula (Fujiwara, Yokots, Takatsuki, &
Ikehara, 1998). Por otro lado existen otras proteinas como: la curvalarina que es un inhibidor
de la division celular debido a que impide el correcto ensamblaje de los microtibulos, el
acido tenuazonico que inhibe la sintesis de proteinas y el zinniol que afecta la
permeabilizacion de las membranas celulares (Meronuck & al., 1972). Mientras que la
tentoxina actua como un inhibidor de la fotofosforilacion mediante la union a la sintasa de
ATP del cloroplasto causando la inhibicion de la hidrolisis y sintesis de ATP. Las toxinas
descritas anteriormente ataquen a componentes y procesos celulares muy conservados en
todas las plantas por lo que son micotoxinas muy poderosas (Steele & al, 1978).

Por otro lado, como se observan en la Figura 6 los 4 aislados de Alternaria no tuvieron
ningun problema en infectar a las pantas de brocoli, ya que estas especies son patdgenos

descritos del bréocoli (Chauhan & al, 2009). Los aislados de Alternaria que fueron aislados de
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plantas de brocoli no perdieron su capacidad de infectar plantas de brécoli y ademas fueron
capaces de infectar botones de rosa como se ha descrito a lo largo de la investigacion. No
existe diferencia estadistica representativa cuando se compara a los aislados entre si, por lo
que se presume que tienen una capacidad infectiva muy similar. El caso de Botrytis cinerea 'y
medio PDB como control negativo representa que las hojas de brécoli no son un medio de
cultivo adecuado para cualquier tipo de patdgeno, ademas que la infeccion en hojas de

brécoli es una caracteristica de las especies del género Alternaria y no de cualquier hongo.
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CONCLUSIONES

En esta investigacion se aislaron dos cepas patogénicas de Alternaria japonica y dos de A.
alternata a partir de hojas de brdcoli que presentaron sintomas de la infeccion por Alternaria,
el fitopatdgeno fue identificado por sus caracteristicas morfoldgicas macroscapicas,

microscopicas y fue caracterizado molecularmente usando la secuenciacion de la region ITS.

Se evalud la capacidad infectiva en botones de rosa de la variedad Vendela de dichas
especies mediante bioensayos controlados. Se presume que Alternaria japonica y A.
alternata son capaces de infectar pétalos de rosa debido a la presencia de proteinas y enzimas

capaces de dafiar a una gran variedad de hospedadores.

No existio diferencia estadistica significativa entre los 4 aislados. Se puede presumir que la
infeccion se llevé a cabo mediante dichas proteinas compartidas por diversas especies del

género Alternaria.

Mediante el uso de diversos controles negativos, se demostré que los pétalos de rosa no son

un medio de cultivo idoneo para el crecimiento de todo tipo de patégenos.

En rosas, la forma y color de la lesion en el pétalo que causan Alternaria japonica y A.
alternata es muy similar a la que produce Botrytis cinerea en sus primeras etapas por lo que

muchas veces pueden ser confundidas.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar pruebas en campo de infecciones de Alternaria japonica y A.
alternata en botones de rosa para confirmar la capacidad infectiva de dichas especies en
campo y no solo bajo condiciones de laboratorio.

Realizar nuevas pruebas con un nimero mayor de aislados de Alternaria japonica y
A. alternata.

Realizar ensayos de patogenicidad de Alternaria japonica Yy A. alternata sobre
diferentes variedades de rosa.

Realizar ensayos de patogenicidad sobre botones de rosa con diferentes especies del
género Alternaria.

Comprobar la presencia de infecciones de Alternaria en las fincas floricolas cercanas

a cultivos de brécoli.
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S7

ANEXO A: METODOLOGIA DE LA PURIFICACION DE LAS
REGIONES ITS DEL ADN RIBOSOMAL 5.8S AMPLIFICADAS

1. Se colocd la columna de filtracion dentro del tubo eppendorf.

2. En el centro de la membrana se deposito, 50ul del producto amplificado con 200pul de
la solucion buffer de union a la membrana.

3. Se incub6 durante 1minuto a temperatura ambiente.

4. Se centrifugd por 1minuto a 10000rpm.

5. Se descartd el desecho recolectado en el tubo eppendorf.

6. Se agreg6 650pl de solucion buffer de lavado de la membrana con etanol, sobre la

muestra que se encuentra en la columna de filtracion.

7. Se centrifugd por 1min a 10000 rpm y nuevamente descartando el desecho del tubo
recolector.

8. Se centrifugd nuevamente a 10000 rpm, por 3 minutos.

9. Al final se afiadié 50l de buffer de elucidon en la columna de filtracion.

10.  Se incubd durante 1minuto a temperatura ambiente y se centrifugd a 10000 rpm
durante 2 minutos.

11.  Se descartd la columna de filtracion.

12.  El volumen obtenido en el tubo eppendorf constituye el producto amplificado y

purificado
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ANEXO B: ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LAS MEDICIONES
EN LSO DIFERENTES BIOENSAYOS EN EL DiA 5 DEL
EXPERIMENTO PARA BOTONES DE ROSAS Y BROCOLI.

Tabla 4: Estadistica descriptiva de las mediciones de la infeccion de los diferentes ensayos
sobre los pétalos de rosas en el dia 5 del experimento (Herrera, 2016).

Descriptivos
Diametro
95% del intervalo de
confianza para la
media

Desviacion Error Limite Limite
N | Media estandar estandar | inferior | superior | Minimo | Maximo
Cepal 30 ,520 ,4003 ,0731 371 ,669 0,0 1,4
Cepa2 30 ,620 ,6167 ,1126 ,390 ,850 0,0 1,9
Cepa3 30 ,510 ,3977 ,0726 ,361 ,659 0,0 1,2
Cepa4 30 ,553 4761 ,0869 ,376 ,731 0,0 1,4
Botrytis 30| 3,557 ,9648 ,1761 3,196 3,917 1,4 51
Fusarium 30 ,100 ,0000 ,0000 ,100 ,100 1 1
Levaduras 30 ,100 ,0000 ,0000 ,100 ,100 1 1
PDB 30 ,100 ,0000 ,0000 ,100 ,100 1 1
Total 240 ,758 1,1806 ,0762 ,607 ,908 0,0 51

Tabla 5: Estadistica descriptiva de las mediciones de la infeccion de los diferentes ensayos

sobre las hojas de brocoli en el dia 5 del experimento (Herrera, 2016).

Descriptivos
Didmetro ‘
95% del intervalo
de confianza para
la media

Desviacion Error Limite Limite
N Media estandar | estdndar | inferior | superior | Minimo | Maximo
Cepal 30 2,523 ,2315 ,0423 2,437 2,610 2,0 2,9
Cepa2 30 2,500 2274 0415 2,415 2,585 2,0 2,8
Cepa3 30 2,830 3042 ,0555 | 2,716 2,944 2,1 3,5
Cepa4 30 2,670 ,3631 ,0663 2,534 2,806 21 3,5
Botrytis 30 ,100 ,0000 ,0000 ,100 ,100 il 1
PDB 31 ,100 ,0000 ,0000 ,100 ,100 1 1
Total 181 1,778 1,2263 ,0912 1,598 1,958 1 3,5




