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RESUMEN

Cladosporium fulvum o moho de la hoja es un patégeno descrito por Cooke en el afio
de 1883, desarrollandose en el cultivo de tomate con gran facilidad debido a
condiciones favorables de temperatura y humedad. Para la presente investigacion se
tuvo como objetivo “Caracterizar molecularmente genes de avirulencia del agente
causal del moho de las hojas de Solanum lycopersicum L en la provincia de
Tungurahua”. Para la caracterizacion molecular de genes se procedié con la
extraccion del ADN fangico de cada canton (Ambato, Bafios, Cevallos, Mocha,
Patate, Pelileo, Pillaro y Tisaleo) que consistié en liofilizar el micelio, triturar y
colocar los respectivos tampones (Tampdén A Naoh + Tween 20 y Tampdn B Tris Hcl
+ Edta) y se conservé el ADN extraido a -20°C. Para la amplificacion mediante el
PCR convencional se estandarizaron las condiciones de amplificacion para cada Avr
y Ecp y su proceso en el que se utilizd dNTPs, Tag DNA Polymerase, primers
forwrad- reverse, agua ultrapura teniendo 25 pl de reaccion. Para la visualizacion se
realizaron geles al 1% de agarosa con el buffer de corrida TAE 1X y se utilizd un
marcador molecular de 100bp (Invitogen). Teniendo como resultados la presencia del
gen de avirulencia Avr2 y Avr4E constatando asi también la ausencia del Avr4 y Avr9,
mientras que para las proteinas extracelulares se presenta el Ecp2, Ecp4 y Ecp5 de

modo que para Ecpl no reconoce presencia del gen.

Palabras claves: avirulencia, amplificacion, gen, Avr, Ecp
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SUMMARY

Cladosporium fulvum or leaf mold is a pathogen described by Cooke in 1883 that
develops easily in tomato crops due to favorable temperature and humidity conditions.
For the present investigation, the objective was to "Molecularly characterize
avirulence genes of the causal agent of the mold of the leaves of Solanumlycopersicum
L in the province of Tungurahua". For the molecular characterization of genes, fungal
DNA was extracted from each canton (Ambato, Bafos, Cevallos, Mocha, Patate,
Pelileo, Pillaro, Tisaleo), which consisted of lyophilizing the mycelium, crushing and
placing the respective buffers (Buffer A Naoh + Tween 20 and Buffer B Tris Hcl +
Edta) and the extracted DNA was stored at -20°C. For amplification using
conventional PCR, the amplification conditions for each Avr andEcp and their process
were standardized, using dNTPs, Tag DNA Polymerase,forwrad-reverse primers, and
ultrapure water with 25 pl of reaction. For visualization,1% agarose gels were made
with the running buffer TAE 1X and a 100bp molecular marker (Invitogen) was used.
Having as results the presence of the Avr2 and Avr4dE avirulence gene, thus also
verifying the absence of Avr4 and Avr9, while for extracellular proteins Ecp2, Ecp4

and Ecpb5 are presented so that for Ecpl it does notrecognize the presence of the gene.

Keywords: avirulence,amplification, gene, Avr, Ecp
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Introduccion

El cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) es originaria de los Andes y
posteriormente fue introducido a Europa en el siglo XV1,fue considerada al principio
como una planta ornamental; sin embargo, en la actualidad se encuentra distribuido
en todo el mundo convirtiéndose en un cultivo modelo que representa un alto valor
economico debido a su gran demanda de produccion y comercio (Paduchuri et al.,
2010). Este cultivo se caracteriza por ser un alimento protector rico en licopeno,
flavonoides, betacaroteno, vitamina C y derivados del acido hidroxicindmico
(FAOSAT, 2011). En Ecuador existen 3 333 hectareas de tomate, considerado como
uno de los principales paises productores en la region andina, con una produccion de
61426 toneladas al afio. Entre las principales provincias que mayor produccion
obtienen se destacan Tungurahua y Pichincha con un rendimiento de 140 y 180
toneladas por hectéarea en cada ciclo, respectivamente, utilizando para su produccion
semillas certificadas con sistemas de produccién bajo invernadero que permite
producir en cualquier época del afio mientras exista una fertilizacion, riego e
infraestructura adecuada (MAG, 2019).

Se puede indicar que entre las enfermedades fungicas de importancia del
cultivo de tomate esta el “moho de las hojas” cuyo agente causal es el hongo
Cladosporium fulvum (Cooke, 1883). Este hongo afecta las plantas de tomate cuando
se encuentra con alta humedad por lo que es muy comun bajo invernadero, los
sintomas se observan solo en las hojas mas viejas y progresivamente se extiende a la

parte superior de planta ocasionando necrosis.

El patdgeno comienza a esporular en las hojas méas viejas sobre el envés,
Ilegando a sobrevivir como saprofito en restos de cosecha y a nivel de campo; sin
embargo, pueden existir semillas contaminadas y volverse una fuente de indculo

convirtiéndose en un vehiculo de distribucién del hongo (INIA, 2010).



Se considera que uno de los métodos de control de la enfermedad que se utiliza
en la actualidad a nivel mundial es el uso de productos quimicos en el que se
recomienda aplicaciones semanales con fungicidas, ya sean sistémicos o de contacto
con el objetivo de garantizar un alto porcentaje de proteccién en el cultivo
(MINAGRI, 2006). Asi también mediante estudios del agente patdgeno se ha
mejorado las medidas de control, mediante mejoramiento y desarrollo de variedades
(McDonald y Linde, 2002).

En la interaccion del tomate con C. fulvum cumple con la relacion gen-gen en
la que cada avirulencia de patégeno (avr), su producto génico es reconocido por una
proteina receptora codificada por un gen de resistencia del huésped dominante
correspondiente (Stergiopoulos y De Wit, 2009). Las proteinas Avr cumplen
funciones duales, en ausencia de una proteina receptora coincidente en la planta, estas
contribuyen a la virulencia y sirven como proteinas efectoras que facilitan la
colonizacién apoplésica de las hojas (interaccién compatible). Sin embargo, en las
plantas de tomate que llevan receptores, las proteinas efectoras coincidentes se
reconocen y desencadenan una respuesta de resistencia mediada por una interaccion
incompatible. Esto generalmente se asocia con una respuesta hipersensible (HR) y por
la acumulacion de calosa que es la acumulacion de glucosa unida entre si, fitoalexinas

y proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) (Heath, 2000).

Tomando en cuenta lo anteriormente mencionado, en la presente investigacion
se realizé la caracterizacion molecular de genes de avirulencia del agente causal del
moho gris de la hoja de S. lycopersicum L, mediante la utilizacién de un protocolo
para obtener ADN y de cebadores especificos (Avrs) para C. fulvum, los resultados
de esta investigacion se mostraran en la expresion presencia/ausencia de los genes de

C. fulvum.



CAPITULO I

1.1 Antecedentes Investigativos

De acuerdo con Lucenti et al. (2021) en el articulo cientifico sobre Fulvia fulva
las razas en Argentina estan evolucionando a traves de cambios genéticos que portan
secuencias de genes polimoérficos avr y ecp”, plantea el objetivo de ampliar elanalisis
de C. fulvum, con el proposito de evaluar la expresion de genes de avirulenciade tal
manera que se pueda valorar el potencial desarrollo de mecanismos para el manejo

del moho de la hoja en el cultivo de tomate.

Mientras, Peteira (2011) en su investigacion titulada “Caracterizacion de
aislados de Passalora fulva provenientes de tomate (Solanum lycopersicum L.) en
condiciones de cultivo protegido”, menciona como objetivo caracterizar aspectos
culturales, fisioldgicos, genéticos y patogénicos de asilados de P.fulva. En la
metodologia se encuentran los métodos y materiales como es la toma de muestras,
identificacion y aislamiento, purificacion de los aislados, caracterizacion cultural,
variabilidad patogénica y la determinacién de genes de avirulencia y genes
codificantes para las proteinas de P.fulva . Este autor determiné la presencia de razas
fisioldgicas en Cuba lo cual es vital para disefiar programas de mejoramiento genético

para obtener cultivares resistentes.

Los estudios publicados por Bernal et al. (2020), en su investigacion titulada
“El patosistema Solanum lycopersicum — C. fulvum en las condiciones de cultivo
protegido tropical en Cuba” mencioné como objetivo la caracterizacion cultural,
patogénica y molecular de 36 aislados de C.fulvum . Dentro de la metodologia
encontramos aislados en medio de cultivo PDA a una temperatura de 25° C,
reacciones PCR en la que se us6 una desnaturalizacion a 94°C durante 5 minutos y

continuamente por 30 segundos. Los resultados obtenidos fueron que los aislados



mantuvieron caracteristicas homogéneas que no tienen relacion con la variabilidad
patogénica es decir no se encontro variabilidad cultural, mostrando que algunas cepas
de C.fulvum pueden dominar al gen de resistencia Cf9 mediante una prueba de
amplificacion del gen Avr9.

Asi también, Novack et al. (2021), en el articulo titulado “Caracterizacion del
patogeno del moho de la hoja del tomate, P. fulva, en Croacia”, indica en su objetivo
establecer medidas de control sostenibles ante la presencia de P.fulva. Dentro de la
metodologia se halla la recoleccion de 17 muestras, aislamiento e inoculacion en
cultivares con diversos genes de resistencia y sin genes de resistencia. Los resultados
alcanzados fueron la presencia de sintomas en 11 aislados de raza 2 y dos aislados
de raza 5 en el cual se mostr6 una insercién de adenina en comparacion con la
secuencia del Avr2. Se concluye que la patogenicidad de este hongo pone a prueba

una vez mésa los niveles de polimorfismo.

Mesarich (2016), en su articulo titulado “Nuevas mutaciones detectadas en
genes de avirulencia que superan los genes de resistencia a Cf del tomate en
aislamientos de una poblacion japonesa de C. fulvum”, menciond en su objetivo
demostrar las variaciones moleculares de genes en cultivares de tomate mediante
aislados. Dentro de la metodologia se encuentra materiales y métodos como
utilizacién de aislamientos de hongos y ensayos de virulencia, manipulacion y
secuenciacion de ADN, expresion mediada por PVX de Avr genes en plantas de
tomate que se realizara con el fin de confirmar modificaciones en su ADN. Los
resultados obtenidos mostraron modificaciones en el ADN vy en la secuencia de los
genes Avr4, AvrdE y Avr9 superando la actividad inductora de nuevas proteinas
mutantes desarrolladas en las nuevas razas japonesas. Se concluyd que debido a
ciertas modificaciones codificaron los genes de avirulencia por lo que se presentaron

Avrs inestables.



En la investigacion realizada por McGilp (2018), titulada “Caracterizacion de
P. fulva y hongos asociados con el moho de la hoja del tomate en tlneles altos de
Minnesota y el manejo de enfermedades comunes del tomate de tinel alto”, planteo
el objetivo de evaluar mediante técnicas moleculares y funcionales del moho de las
hojas de tomate. Dentro de la metodologia se utilizé una colecciéon de 93 P.fulva
evaluados con técnicas especificas secuenciando el ADN obteniendo como resultados
mutaciones en el Avr2 lo que produjo una proteina no funcional conjuntamente con
el Avr4E y Avr9. Se concluyé que la prevalencia de este patdgeno en los cultivares de
tomate se debié a la humedad alta y a la presencia de diversas mutaciones en las

secuencias de genes.

Mientras que, Rivas y Thomas (2005), en el articulo titulado “Interacciones
moleculares entre el tomate y el patdégeno del moho de la hoja C. fulvum”, mencioné
que la interaccidn entre el tomate y el patdgeno es mediada mediante la relacion entre
los productos de los genes R de la planta y los productos de los genes Avr de los
aislados de C. fulvum. Esta relaciéon se establece bajo el modelo gen por gen el cual
forma parte de la base molecular en el reconocimiento de proteinas que registran
péptidos de avirulencia (Avr) que son secretados durante la infeccion de la hoja.
Dando como resultado la percepcion de los productos Avrs por las proteinas
receptoras de la planta que conlleva a la acumulacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) llegando activar la proteina quinasa que produce cambios de expresion génica

desencadenando respuestas de hipersensibilidad (HR).

Finalmente, Lucentini et al. (2017) en el articulo cientifico titulado
“Identificacion de razas de C. fulvum amplificando Avrs”, tuvo como finalidad
conocer profundamente la diversidad de las poblaciones del patdégeno es asi que con
este fin como metodologia se realizaron aislamientos del moho gris de la hoja
mediante cultivos monospdricos en el que se tomaron pequefias muestras del material
para la extraccion del ADN genomico en el que se amplificaron en cadauno de
los Avr2,



Avrd, Avr4E y Avr9. Por lo que gracias a estas pruebas se puede constatar como
resultados que los genes de avirulencia corresponden a la raza 0 y 2. Se concluye que
los niveles de polimorfismo de estos aislados aun restan por estudiar debido a la

prevalencia de varias poblaciones de C. fulvum.

1.2 Categorias fundamentales o Marco Conceptual

1.2.1 Taxonomia de C. fulvum

Reino Fungi

Este reino se encuentra compuesto por al menos 144.000 especies de
diferentes hongos, forma parte conjuntamente con el reino Plantae, reino Animalia,
reino Protista, reino Monera denominados reinos taxondmicos de la evolucion
bioldgica que abarca todas las formas de vida existentes en nuestro planeta tierra,
pertenecen a los organismos eucariotas su diversidad de modos de vida y estructuras
que resaltan la biodiversidad denominandolos hongos verdaderos en este grupo se
incluyen cinco entidades: Filum Chytridiomycota, Phylum Zygomycota, Filum
Glomeromycota, phylum Ascomycota y Filum Basidiomycota (Kuhar, 2013).

La mayoria de hongos son heterotrofos descomponedores debido a que su
alimentacion esta basada en restos organicos ocasionando un efecto positivo en el
reciclado de la materia y liberacion de nutrientes como son los sulfatos, nitratos,
fosfatos poniendo en un estado de disponibilidad para la absorcion de las plantas
(Madigan, 2015). Su metabolismo puede ser primario que influye en el crecimiento
de los hongos, actuando en la estructura celular o interactuando en el metabolismo
energético debido a que posee acidos grasos, aminoacidos, nucleétidos; en el
metabolismo secundario corresponde a la biosintesis originados de compuestos
poliquétidos, péptidos, terpenos y alcaloides que necesitan de dos 0 mas enzimas-

proteicas que estan relacionadas en su ruta metabolica (Cepero, 2012).



Pudiendo indicar, que estos organismos estan distribuidos en un amplio rango
de habitats con ambientes como zonas salinas, desiertos, fondos marinos, radiacion
ionizante poseen una resistencia en la pared celular compuesta por quitina la cual
actlia como una capa protectora, existe una diversidad de formas, tamafios y colores
sin embargo carecen de un sistema eficaz en cuanto se refiere al trasporte desustancias
debido a que no posee fases mdviles, su cuerpo se lo denomina como micelio que
consiste en filamentos largos conocidos como hifas dando asi paso a su reproduccion
que puede ser sexual o asexual también sus metabolitos secundarios sonen cierto

porcentaje idénticos o semejantes al reino vegetal (Vaupotic, 2008).

En todo caso, se tiene una estrecha relacion con los hongos y forman parte de
nuestro diario vivir ya que los utilizamos para la obtencion de alimentos y bebidas
aprovechando no solo al maximo sus propiedades bioquimicas y metabdlicas sino
también su consumo puede realizarse de manera directa como es el caso de setas y
hongos comestibles por otro lado cumplen un papel fundamental en la industria de los
farmacos debido a que poseen la cualidad de tener inmunosupresoras y anti-

epidémicas.

1.2.2 Phylum Ascomycota

Es considerado como uno de los filums mas numerosos, caracterizado
generalmente por la presencia en su ciclo de vida una célula ascégena, llamada asco
que produce endégenamente ascosporas este a su vez puede adquirir diversas formas
ya sea de forma redondeada y copa, mantienen una gran importancia ecolégica debido
a que colonizan de forma muy rapida diferentes habitats de manera que degradan la
materia organica asi como también moléculas biologicas resistentes ,ademas algunos
de estos hongos actlian como parasitos causando pérdidas econémicas muy graves en

el sector agricola (Raghukumar, 2017).



1.2.3 Género Cladosporium

Es considerado como un grupo de mohos interiores y exteriores que
generalmente se caracterizan por tener colonias de color verde olivo y en algunos
casos marrdn sus conidios mantienen una forma de cadenas ramificadas o simples con
esporas muy frégiles, sin embargo se encuentran relacionados con el orden
Dothideales por ser hongos filamentosos, ademas poseen la capacidad de crecer

facilmente en medios de glucosa o NaCl al 12-17% (Dugan et al., 2004) .

1.2.3.1 Tipos de ascas

Las ascas poseen un alto nimero de ascosporas generalmente ocho estas
tienen formas variadas como globosas, rectangulares que cuando llegan a su estado
de madurez estas salen al exterior de manera protunicadas considerada la pared mas
fragil y delgada que se rasga al dispersar esporas; unitunicadas ya sea por poros y

bitunicadas posee dos capas la cual una sale al echar las ascosporas (Garcia, 2005).

1.2.3.2 Reproduccion

Este tipo de hongos pueden ser unicelulares como pluricelulares debido a que
presentan estructuras filamentosas o denominadas hifas la cual forman un micelio o
filamentos cortos de manera que parezca un cuerpo vegetativo de un hongo; los
ascomicetos pueden reproducirse de manera sexual o teleomorfo como también
asexual o anamorfo dependiendo de las condiciones ambientales; sin embargo
prevalece la reproduccidn asexual ya sea por gemacion o simple fisién de manera que
actia de forma efectiva y util en condiciones favorables, considerados como
heterotrofos debido a que no son capaces de generar su propio alimento (Cepero,
2012).


https://es.wikipedia.org/wiki/Dothideales

1.3 Moho de la hoja del tomate (Cladosporium fulvum)

El patdgeno fue descrito por primera vez en el afio de 1883 por Cooke en
Inglaterra, mediante unas muestras de hojas enviadas desde Estados Unidos (Cooke,
1883). El cultivo de tomate fue llevado a Europa desde Centroamérica en el siglo
XVI, por lo que la enfermedad era absolutamente desconocida y fue descrita
rapidamente, se estima que las condiciones como humedades altas se previniera la
enfermedad; sin embargo, el cultivo intensivo bajo cubiertas crea ambientes que
facilitan la diseminacion del patdgeno (Makemson, 2008). En este articulo cientifico
se informa que C. fulvum en condiciones favorables como es la temperatura y la

humedad en el cultivo de tomate en invernaderos la infeccidn sea rapida.

1.3.1 Importancia

Segun Thomma et al., 2005 menciond que el moho de la hoja del tomate es
causado por C. fulvum (sin. F. fulva, P. fulva) considerada como una enfermedad
destructora que se encuentra con frecuencia, ademas de encontrarse distribuida a nivel
mundial se la catalogé como uno de los patdgenos relevantes debido a su aparicion
en condiciones de alta humedad relativa de 90% con temperaturas medias de 24 °C,
aunque puede presentarse también en temperaturas entre 10°C y 32°C, sin embargo,

no se presentan en humedades inferiores al 85%.

1.3.2 Taxonomia

C. fulvum, segun la filogenia y morfologia del reino Fungi se la clasifico en el
filum Ascomycota, clase Dothideomycetes, en el orden Capnodiales, y en la familia
Mycosphaerellaceae; su morfologia presenta conidiéforos con dilataciones nudosas

enun lado por lo que se desarrollan ramas laterales cortas, sus conidios son elipsoides



o cilindricos con superficies curva, lisa o recta de al menos 16-40 X 5-7 um
generalmente de color verde pardo u oliva (Crous, 2007). Se ha descubierto que de
acuerdo al genoma que posee C. fulvum se encuentra relacionado con algunos
patdégenos como son los del género Mycosphaerella, ademés su morfologia tiene una
interaccion similar ya que se comporta como un patdgeno biotréfico, que ingresa por
las hojas colonizando especificamente las células del mesofilo (Beveraggi et al.,
2015).

Reino: Fungi

Phylum : Ascomycota

Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Dothideomycetes

Subclase: Dothideomycetidae

Orden: Capnodiales

Familia: Familia:
Davidiellaceae Mycosphaerellaceae

Género: Cladosporium ‘_I—I—>

Género: Passalora

Figura 1. Ubicacion taxonémica Fuente: (Crous,2007)

1.3.3 Ciclo de la enfermedad

Este patdgeno causante del moho gris de la hoja del tomate es capaz de
sobrevivir a temperaturas muy bajas de manera saprofita ya sea sobre los despojos del
cultivo en suelo durante un afio; generandose asi condiciones favorables para su
desarrollo el cual dara origen a los conidios por lo que se le considera como el
principal agente de infeccidn estos de fijan en la superficie de las hojas produciendo
hifas, la cual ingresaran por estomas abiertos que colonizaran la célula , los sintomas
principales apareceran en los primeros 10 dias después de la inoculacion por lo que

su propagacion entre plantas es totalmente rapida mediante liberacion de conidios que
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se suspenden aéreamente, también pueden dispersarse mediante sistema de riego,
herramientas agricolas, viento, insectos y la ropa de los jornaleros infectado tanto

hojas nuevas como viejas (Franco, 2019).

Mm\
Interaccion F.

fulva- Solanun
lycopersicum

R S

Figura 2. Ciclo infectivo C.fulvum en el cultivo de tomate. A) Conidios en reposo en
condiciones favorables. B) Fijacion del conidio en la hoja. C. Germinacion de los
conidios y crecimiento del tubo germinativo. D) Penetracidn del micelio en lacamara
subestomatica. E) Conidioforo emergiendo a través del estoma soportando conidios
en sus ramas laterales. Fuente: (Franco, 2019)

1.4 Interaccion compatible e incompatible gen a gen

Segun (Laugué et al., 2000) denomina interaccion compatible a la infeccion
de plantas de tomate de caracter susceptible al patdgeno con cepas virulentas de C.
fulvum. Una vez que el hongo se encuentre al interior de la hoja las hifas comienza a
incrementar su biomasa, se extiende el crecimiento filamentoso, se engrosa y da
origen a hifas secundarias que colonizan los espacios intercelulares del parenquima

mesofilico. La pared celular vegetal que tiene contacto directo con la hifa, muestra
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una degradacion debido a la produccidn de enzimas secretadas como la melanina por
el patdgeno, por lo que la biomasa flngica se agrupa al contorno del tejido vascular
seguramente debido a que en el floema hay una gran concentracion de sacarosa C.
fulvum produce una invertasa en el liquido apopléstico que hidroliza la sacarosa,
convirtiéndola en fructosa y glucosa; que se transforma y es absorbido por el manitol
deshidrogenasa (MDH) fungica la cual es un carbohidrato que no es asimilado por la
planta (Thomma, 2005).

Considerando que, una vez que los cultivares de tomate son resistentes a la
enfermedad al momento de la infeccion los conidios de C. fulvum reaccionan de
manera incompatible por lo que las plantas no logran enfermarse, mientras que las
hifas que estan en contacto con el mesofilo del huésped en su gran mayoria colapsan
por la presencia de una acumulacién de fitoalexinas y proteinas que estan
estrechamente ligadas con la patogénesis, teniendo como caracteristica principal de
esta interaccion incompatible es la hipersensibilidad (HR) logrando que se detenga el
crecimiento del hongo que la infeccion fracase ya que desencadena una serie de

respuestas de defensa (Cai et al., 2007).

1.5 Técnicas moleculares

1.5.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para el afio de 1975 Sanger, de acuerdo a su conocimiento en la replicacion de ADN,
disefio un método con el proposito de generar secuencias de ADN in vitro mediante
el uso de secuencias cortas de oligonucleétidos que desempefian el rol de iniciadores
0 también denominados primers con secuencias conocidas; sin embargo. pueden ser
elaborados al azar, pero siempre se encontrara una zona homdloga en el extremo 5

y 3"de la cadena de ADN, comprobandose la exuberancia de nucleétidos y
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oligonucledtidos y gracias a la presencia de la enzima ADN polimerasa y replicando
escenarios para la iniciacion de hebras, fue posible no solo sintetizar un fragmento
sino hacerlo de manera maés réapida lo cual provoc6 un impacto de esta tecnologia
conocida generalmente como PCR conjuntamente con el descubrimiento de taq

polimerasa (Mas et al., 2016).

Esta sintesis de ADN posee tres etapas la desnaturalizacion que consiste en el
rompimiento de los hidrdégenos a una temperatura de 92° -95° C, el apareamiento se
unen los primers con las hebras del ADN con un notorio descenso de temperatura
dependiendo de la secuencia y el tamafio del primer, sintesis de las hebras nuevas con
una temperatura de 72° C con el prop6sito que la taq polimerasa realice su funcion se

tendra como resultado una copia de ADN (Diaz et al., 2014).

1.5.2 Cebadores especificos C.fulvum

(Stergiopoulos et al.,2009) menciona que la patogenidad de C.fulvum es un conjunto
de proteinas que se muestran durante la invasion y colonizacién del cultivo de tomate
estas a su vez forman parte de los factores que acttan al interactuar con los efectores
Avr2,Avr4,AvrE y Avr9 o denominadas proteinas de avirulencia con sus respectivas
proteinas extracelulares Ecpl,Ecp2,Ecp4,Ecp5 estos cebadores son conocidos
actualmente, por lo que se expresan en plantas y no en cultivares axénicos .Sin
embargo, estos efectores poseen diferentes funciones que estadn estrechamente

relacionadas con la avirulencia del tomate, asi se tiene:

Avr2: Es considerada como una proteina madura que contiene 58 aminoacidos y ocho
porciones de cisteina la cual participan en la formacion de cuatro puentes de disulfuro
(Luderer et al., 2002). El efector Avr2 es considerado un factor de avirulencia que es
secretado en el apoplasto, debido a su alto contenido de enzimas hidroliticas, la cual

influyen en la estabilidad de la proteina mejorando el potencial para inhibir diversas
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proteasas cisteinicas extracelulares propia de la planta de tomate (Van Esse et al.,
2008).

Avr4: El gen Avrd codifica una pre-proteina de 135 aminodcidos también
considerado como una lectina de union hacia la quitina llegando a proteger la pared
celular fungica cumpliendo un rol importante de defensa durante la infeccion, una vez
que se encuentra en su forma madura posee 86 aminoacidos y ocho porciones de
cisteina la cual se incluye en la formacion del puente de disulfuro (Van den Burg et
al., 2006).

Avr4E: El gen Avr4E codifica una proteina rica en cisteina la cual estd compuesta
en su forma madura por 101 aminoé&cidos, sin embargo, su funcion especifica ain
no se ha descrito (Westerink, 2004).

Avr9: Este gen codifica una proteina que contiene 63 aminoéacidos, la cual al llegar a
su estado de madurez es secretada y procesada en un péptido de 28 aminoacidos que
tiene seis porciones de cisteina los cuales forman puentes de disulfuro dando origen
a una estructura de nudo de cistina, donde la quinasa interactia con el dominio

citoplasmatico (Nekrasov et al., 2006).

Proteinas efectoras ECP: Las proteinas efectoras que se han identificado en los
fluidos apoplésticos de las hojas de tomate con C. fulvum son Ecpl, Ecp2, Ecp4d y
Ecp5 cientificamente no se encuentran caracterizadas funcionalmente; sin embargo,
existen estudios de su presencia en todas las razas de C. fulvum cumpliendo un rol
fundamental en su avirulencia y seguramente en la actividad metabdlica del hongo

(Stergiopoulos et al., 2010).
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1.6 Unidad de analisis

1.6.1 Cultivo de tomate (Solanum Lycopersicum L..)

El tomate (Solanum Lycopersicum L.) es originario de los Andes de América
del sur, rapidamente se import6 a Europa en el siglo XV1, cultivandose en laactualidad
en todo el mundo se le considera como una de las hortalizas de mayor importancia
econdmica debido a su alta distribucion (Raiola, 2014). Debido a su altovalor
nutricional como licopeno, vitamina C, flavonoides, 3-caroteno entre otros derivados
del &cido hidroxicindmico, su alta demanda se debe a que posee propiedades
anticancerigenas y antioxidantes este descubrimiento dio paso al estudioen la
ingenieria genética y la biotecnologia vegetal que ha permitido a los productores

aumentar produccion, llegando a ocupar el séptimo lugar (Guzman et al., 2017).

1.6.2 Clasificacion taxondémica

De acuerdo con (Esquinas et al.,2001), el tomate se clasifica taxonémicamente en:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Subgénero: Potatoe
Seccion: Petota
Especie: Solanum lycopersicum

Tabla N°1. Taxonomia del tomate
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1.6.3 Descripcion botanica del tomate

La planta de tomate pertenece al género solanum de la familia solanaceae,
alcanzando una altura de 20-80 pulgadas, formado por un tallo principal y varios tallos
secundarios mostrandose inicialmente como rastrero o erecto (L6opez, 2016). Suracimo
floral tiene su formacidn hasta después de tener 10 hojas teniendo al menos de 2 a 12
flores hermafroditas abriéndose sucesivamente esta flor posee un diametro de % de
pulgada que posee un céliz verde con seis l6bulos, corola amarilla con seis pétalos y
seis sépalos, como segunda etapa abarca el cuajo de los frutos el cual se convierte en
uno de los principales receptores de los alimentos fotosintatos. conjuntamente con su
etapa de produccion, una vez que estos frutos maduren seran una baya camosa,
fraccionada en dos con 18 léculos, variando su tamafio con una superficie lisa de
forma globosa, su color esté influenciado con su estado de madurezademas se tendra
la presencia de nuevas hojas con sus respectivos racimos florales llegando a una etapa
final donde la planta detiene su crecimiento y desarrollo ya sea de manera natural o
induccién (Escobar, 2009).

1.6.4 Requerimientos edafoclimaticos del tomate

El tomate es muy exigente en cuanto al tipo de suelo por lo que se recomienda
tener un pH de 5 a 6.8 por lo que tolera la acidez de al menos 6400 ppm, requiere de
texturas medianas y permeables. Se adapta a climas templados sin embargo en
algunas zonas son cultivados bajo cubiertas con el propdsito de crear el ambiente

propicio (Infoagro Systems, 2016).

Este cultivo requiere de una temperatura 6ptima de 20 a 30 °C en el dia

mientras que en la noche se necesita de 1 a 17°C, por lo que al tener temperaturas
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superiores o inferiores a las indicadas se tendrian problemas en las plantas. Su
humedad relativa se encuentra entre 60% Yy 80% garantizando un buen desarrollo tanto
en la polinizacion como en la produccion sin embargo el exceso de humedad daorigen
a presencia de enfermedades y desordenes fisioldgicos, de igual manera es necesario
tener una luminosidad reducida por lo que puede llegar afectar en el proceso de
fecundacion (Diaz, 2007).

1.7 Etapas fenoldgicas del cultivo

Segun (Cordoba et al.,2018) indica que las etapas del cultivo de tomate son:

Fase Dias
Produccion de la plantula 0-15
Trasplante 15- 30
Desarrollo vegetativo 1-30
Floracion 28-36
Cuajo de frutos 55 - 60
Cosecha 85-90

Tabla N°2. Fenologia del cultivo de tomate

1.8 Enfermedades y plagas del cultivo de tomate

1.8.1 Enfermedades

El tomate como todos los cultivos se ven afectados por un conjunto de plagas
y enfermedades, estas presentan sintomas visibles e invisibles en los tejidos vegetales

provocando necrosis parcial en hojas o la muerte en la planta perdiendo la
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productividad y calidad del cultivo (Agrios, 2005). Sin embargo, estas patologias

estan influencias por tres factores como son:

a. Huésped

Figura 3. Triangulo de la enfermedad. a. huésped: planta; b. patdgeno: agente

causal; c. ambiente: entorno fisico quimico

Las enfermedades de las plantas presentan sintomas que causan manchas
foliares, marchitez de la planta, podredumbre en raiz y tallos, de acuerdo a su etiologia
pueden dividirse en enfermedades de origen bi6tico que son provocadas por varios
organismos que se encuentran relacionados con la planta ya que vive a expensas de
esta; origen abiotico esta ligada con los factores ambientales como son la temperatura,
humedad, luz por lo cual la planta de tomate desarrolla rapidamente sintomas
necroticos, parasitarias estas son originadas por hongos ,virus ,viroides, nematodos,

bacterias, protozoos y plantas superiores parasitarias (Jones et al., 2014).

Mal del talluelo esta enfermedad se presenta generalmente en los semilleros
y puede ser causada por Fusarium sp, Pythium sp, Sclerotium sp y Rizocthonia sp este
hongo ocasiona la pudricién de la raiz y el cuello de la planta su diseminacion es
rapida por lo que esta enfermedad es considerada una de las mas importantes, por lo
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que se recomienda realizar una adecuada desinfeccidn en sustratos, bandejas, agua de
riego y una aplicacion de fungicidas cuando las plantas hayan emergido (Godoy et
al., 2018).

Tizon temprano su agente causal es Alternaria solani se desarrolla en zonas
donde la lluvia y el calor son frecuentes este patdgeno es capaz de sobrevivir en el
suelo por lo que puede propagarse mediante semilla, y dispersarse con la ayuda del
viento facilitando su penetracion mediante heridas o lesiones de la planta provocadas
por labranza ,una vez infectado el tejido vegetal se observaran en las hojas manchas
irregulares con anillos de color café sin embargo la infeccion puede avanzar al
peciolo, tallo y frutos ocasionando que se forme hifas de color negro como hollin
(Guzman et al., 2017).

Tizén tardio o también llamado mildiu, quemazon causada por el agente
causal Phythophtora infestans Mill. se desarrolla con facilidad en temperaturas altas
durante el dia y temperaturas bajas en las noches generalmente los tejidos vegetales
atacados son hojas, tallos y frutos su diseminacion es rapida por el viento y es capaz

de acabar con el cultivo en 1 o0 2 semanas (Vasicek, 2015).

Oidio o cenicilla es considerada como una de las enfermedades de importancia
en cultivos de invernadero debido a que a temperaturas altas y una baja humedad son
condiciones favorables para su 6ptimo desarrollo su agente causal es Oidium
lycopersic generalmente se manifiesta en hojas y tallos un polvo color blancopara su
control es necesario eliminar la fuente de la enfermedad realizando un controlde

malezas y una aplicacion de fungicidas (Godoy et al., 2018).
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1.8.2 Plagas

Minador proviene de Liriomyza trifoli Burgues que forman galerias en el haz
de las hojas y se alimentan de estas hasta ocasionar picaduras por lo que estos dafios
ocasionan la reduccién de la fotosintesis de la planta ademas propician el ingreso de
otros organismos como bacterias y hongos, es recomendable colocar trampas

cromotropicas de color amarillo (Gorini, 2018).

Mosca blanca es un insecto chupador de la especie Bemisia tabaco
considerada una de las dafiinas debido a que son portadoras de virus poseen un alto
sistema de resistencia a los insecticidas ademéas hoy en dia se puede controlar con
organismos bioldgicos como: Nesidiocoris tenuis, Eretmocerus spp, Encarsia
Formosa sin embargo es necesario utilizar trampas, eliminacion de malas hierbas y

realizar podas constantemente (Gorini, 2018).

Pulgén verde, considerado un afido de la especie Myzus persicae Sultzer son
atraidos por colores de onda larga generalmente verde o amarillo se sitlan y se
alimentan en el envés de las hojas debido a que extraen la savia ocasionando la
debilitacién de la planta hasta incluso puede ocurrir la transmision de virus (Olivares,
2017).

Trips, provienen de Frankliniella occidentalis Pergande sus principales dafios
son de forma directa debido que forman picaduras y succionan el contenido dela celula
vegetal, indirecta al ser trasportador de virus perdiendo la planta su color,
deforméandose y llegar a la destruccion total del cultivo ademas posee una alta
capacidad de dispersion y resistencia a insecticidas por lo que su manejo es

considerado un reto (Vasicek, 2015).
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1.9 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.9.1 HIPOTESIS

Mediante el conocimiento de los genes de avirulencia en las poblaciones del agente
causal del moho gris de las hojas de S. lycopersicum L en la provincia de Tungurahua,
permitira predecir la respuesta defensiva de cultivares de tomate con importancia

comercial.

1.9.2 OBJETIVOS

Objetivo general

e Caracterizar molecularmente genes de avirulencia del agente causal del moho de
las hojas de Solanum lycopersicum L en la provincia de Tungurahua.

Objetivos especificos

e Estandarizar un protocolo para obtener ADN flngico de moho gris C. fulvum.
e Estandarizar el proceso de las condiciones para amplificar genes de referencia de
C. fulvum.

e Amplificar los genes de avirulencia presentes en los aislados monospéricos de C.
fulvum.
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CAPITULO 11

2.1 Enfoque de la investigacion

El enfoque de la investigacion fue cuali-cuantitativo. Para Hernandez et al.,
(2018), este enfoque vincula un conjunto de procesos empiricos, sistémicos y criticos
que abarcan la recoleccion y analisis de datos con el fin de integrar y realizar
inferencias del tema de estudio. Para ello se realiz6 una amplia basqueda de
informacion cientifica relacionada con la temética escogida, lo cual sirve de sustento
bibliogréafico de cada una de las variables de estudio, con la finalidad que el lector

tenga una idea o juicio claro sobre la tematica abordada.

2.2 Modalidad

En la presente investigacion se utilizd la investigacion bibliografica-
documental. Segun (Tancara 2003) es un conjunto de métodos y técnicas de busqueda
que se encuentran sustentadas en investigaciones ya realizadas con el propdésito de
continuar con investigaciones interrumpidas. El sustento teérico se recopil6
utilizando medios tecnoldgicos como el internet, bibliotecas y libros virtuales, asi

como textos, folletos, articulos cientificos, entre otros.

También se empled la investigacion experimental debido a que la
investigadora manipula las variables de estudio, tomando el control tanto en aumento
y disminucion de las variables esperando observar el efecto en la variable dependiente
(Murillo, 2011). En la investigacion se conocio la presencia o ausencia de Avrs en los
aislados del cultivo de tomate mediante pruebas PCR con la ayuda de muestras

provenientes de la provincia de Tungurahua.
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2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Ubicacidn del experimento

La investigacion se realizo en el canton Cevallos en la provincia de
Tungurahua en la Facultad de Ciencias Agropecuarias en los laboratorios de

investigacion.

Figura 4. Ubicacion de la Facultad de Ciencias Agropecuarias - UTA

© Copes Google

2.3.2 Caracteristicas del lugar

La Facultad de Ciencias Agropecuarias perteneciente a la Universidad
Tecnica de Ambato, en el canton Cevallos se localiza a una altitud de 2800 msnm, en
sus coordenadas geograficas son 01° 24 27” de latitud Sur y 78° 35 00” de longitud
al Oeste, ubicado al Sureste de Ambato a 19.31 km.
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2.4 EQUIPOS Y MATERIALES

2.4.1 Equipos

e Agitador vortex (Thermo Scientific, 88882009)

e Autoclave (Midmark, M11®)

e Balanza de precision (Ohaus®, EX124)

e Bloque térmico (Thermo Scientific,13687720)

e Cabina de flujo laminar (Thermo Scientific, 1300)
e Destilador de agua (Thermo Scientific, Barnstead EasyPure I1)
e Incubadora (Pol-Eko-Aparatura, Cln 115)

e Liofilizadora (Labconco, FreeZone 4.5)

e Microondas (Samsung, MS32J5133EM-AP)

e Microscopio (MOTIC, BA210LED)

e PCR convencional (Thermo Scientific, A48141)

e Refrigeradora (Indurama, A48141)

e Sistema de imagen tactil ENDURO GDS

e Ultracogelador (Thermo Scientific - TSX60086A)

2.4.2 Materiales

e Hojas de tomate
e Mechero

e Medio de cultivo MS

e Micropipetas (Thermo Scientific, Finnpipette™ F2 GLP ,0,2 a 1000 pl)
e Papel de aluminio

e Parafilm (Sigma-Aldrich)

e Primers (Invitrogen)
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Cebadores especificos (5°-3)

Avr2

CAT CAG CAT ATCCTCTTC
CATCC
CAG TAC GTT CAA AAG CAG
ATA AGG

Avrd
ACG GTA GGT CTG TAC ACG
AGCC
AAC GAA CTG GGT CAT GGA
ATG

AvrdE
GCC CGG TATATCGCTGTGC

CGG AAC CCCTGG CTG AGA

Avr9
AAT ACA ACC TTG AAA CAG
CTAGG
GGACTC TAC GGG GCT TGG

R

Cebadores especificos (5°-3)

Ecpl
ACC AGG ATA AGT TCG
CAGTC
GCC TCCGCGATGCTT CCT

Ecp2
GTC CAAGGA TCG TGT
CTC AAG
TTCTAG CAAACCCGT
CTGA

Ecp4d
AAC CTAACATCACAA
TCTTCAA
TTG CTC AAG CCC AGA
CAG

Ecp5
TAT GAACACTTT TACTCT
ACTC
CGC GTC GCCTGATAG AT

Tabla N°3. Cebadores especificos de C.fulvum

Puntas para micropipetas (VQIR, 5S00PCS, 0,2ul, 20ul,1000ul)
Racks para PCR (Sigma-Aldrich, R6901-5EA)
Racks para tubos eppendorf (Sigma-Aldrich, R6151)

Tubos de ensayo de 10 ml con tapa

Tubos eppendorf (Brand,1.5 ml)
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2.4.3 Reactivos

e Agarosa (Thermo Scientific, catdlogo R0491)

e Aguadestilada

e Aguaultrapura (Invitrogen, catdlogo 1191548)

e Bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, catdlogo E1510-10ML)

e Buffer TAE (Invitrogen, catalogo 2452551)

e EDTA (Sigma-Aldrich, catalogo E9884)

e Etanol (Thermo Scientific, catalogo 64-17-5)

e NaOH (Sigma-Aldrich, catdlogo MFCD00003548)

e Tampon de extraccion A (Naoh + Tween 20)

e Tampon de extraccion B (Tris Hcl + Edta)

e Tag DNA polimerasa (Thermo Scientific, catadlogo 00851647)
e Trackit 100 bp dna ladder (Thermo Scientific, catadlogo 10488058)
e Tris HCI pH 8 (Invitrogen, catalogo,15568025)

e Tween 20 (Invitrogen, catalogo LL153030)

2.5 FACTORES DE ESTUDIO

2.5.1 Factor N°1. Procedencia de los aislados

Cantones
Ambato
Pelileo
Patate
Cevallos
Pillaro
Tisaleo
Barios
Quero

Tabla N°4. Cantones de la provincia de Tungurahua
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2.5.2 Factor N°2. Genes de avirulencia en el genoma de los aislados

Proteinas de avirulencia  Proteinas extracelulares

Avr2 Ecpl
Avr4 Ecp2
Avr4E Ecp4d
Avr9 Ecp5

Tabla N°5. Proteinas de avirulencia y extracelulares

2.6 DISENO EXPERIMENTAL

Completamente aleatorizado DCA, donde de cada aislado se verifican la presencia o
ausencia de los genes de avirulencia seleccionados mediante corrida de dos geles de
agarosa.
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2.7 MANEJO DEL EXPERIMENTO

2.7.1. Objetivo 1. Estandarizacion del protocolo para obtener ADN fungico de
moho gris C. fulvum.

El material fungico que se utilizo fueron los aislados monosporicos de C. fulvum

(Tabla N°6).

Canton Cadigo
Ambato CC-UTA-Cf-AA101
Bafios CC-UTA-Cf-FB102
Cevallos CC-UTA-Cf-FC101
Mocha CC-UTA-Cf-FM207
Patate CC-UTA-Cf-AP105
Pelileo CC-UTA-Cf-AP103
Pillaro CC-UTA-Cf-AP207
Tisaleo CC-UTA-Cf-FT104

Tabla N°6. Codigos coleccion de C. fulvum

Estos aislados se encuentran depositados en la coleccién de cultivo
microbiano del laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias perteneciente a la Universidad Técnica de Ambato acorde con los

resultados obtenidos por (Jacome, 2022).

Para el aislamiento del ADN fangico de los aislados seleccionados se siguio el

esquema siguiente:
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Protocolo de extraccion de ADN

4. Setomar 2 ul de muestra para las pruebas de amplificacion.

2.7.2. Estandarizacion del proceso y las condiciones para amplificar los genes

referencia de C. fulvum.

Las condiciones de amplificacion para el programa PCR de los genes que
codifican para las proteinas de avirulencia y las proteinas extracelulares de los
aislados de C. fulvum acorde con lo resumido en las siguientes tablas:

Cebadores especificos (5°-3°)

Avr2
F CAT CAG CATATCCTCTTC CATCC
CAG TAC GTT CAA AAG CAG ATA
AGG
Avrd
F ACG GTAGGT CTG TAC ACG AGC C
AAC GAA CTG GGT CAT GGA ATG
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AvrdE
GCC CGG TATATCGCTGTGC
R CGG AAC CCCTGG CTG AGA
Avr9
F AAT ACA ACC TTG AAA CAG CTA GG
GGA CTC TAC GGG GCT TGG

Tabla N°7. Cebadores especificos utilizados en el estudio de determinacion de genes
de avirulencia (Avr) de C.fulvum

Avr2 Segmento Temperatura Tiempo Ciclos
Q)
1 Desnaturalizacion 94° 5 minutos 1
inicial
2 Desnaturalizacion 94° 30 segundos
g Hibridacion 54° 30 segundos 34
4 Extension 72° 1 minuto
5 Extension final 72° 7 minutos 1
Avrd Segmento Temperatura Tiempo Ciclos
Q)
1 Desnaturalizacion 94° 5 minutos 1
inicial
2 Desnaturalizacion 94° 30 segundos
3 Hibridacién 49° 30 segundos 34
4 Extension 72° 1 minuto
5 Extension final 72° 7 minutos 1
AvriE Segmento Temperatura Tiempo Ciclos
Avr9 (°C)
1 Desnaturalizacion 94° 5 minutos 1
inicial
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2 Desnaturalizacion 94° 30 segundos

3 Hibridacion 55° 30 segundos 34
4 Extension 72° 1 minuto

5 Extension final 72° 7 minutos 1

Tabla N°8. Condiciones de amplificacion para proteinas de avirulencia

Cebadores especificos (5°-3°)

Ecpl

ACC AGG ATAAGT TCG CAGTC
GCC TCC GCG ATG CTT CCT

Ecp2

GTC CAAGGA TCG TGT CTC AAG
TTC TAG CAAACCCGTCTGA
Ecp4

AAC CTAACATCACAATCTTCAA
TTG CTC AAG CCC AGA CAG

Ecp5

TAT GAACACTTTTAC TCTACTC
CGC GTC GCC TGATAG AT

Tabla N°9. Cebadores especificos utilizados en el estudio de determinacién de

genes de proteinas extracelulares (Ecp) de C.fulvum

Epcl Segmento Temperatura Tiempo Ciclos
Epc2 (°C)
1 Desnaturalizacion 94° 5 minutos 1
inicial
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2 Desnaturalizacion 94° 30 segundos

3 Hibridacion 54° 30 segundos 34

4 Extension 72° 1 minuto

5 Extension final 72° 7 minutos 1
Epc4 Segmento Temperatura Tiempo Ciclos
Epc5 (°C)

1 Desnaturalizacion 94° 5 minutos 1

inicial

2 Desnaturalizacion 94° 30 segundos

3 Hibridacién 49° 30 segundos 34

4 Extension 72° 1 minuto

5 Extension final 72° 7 minutos 1

Tabla N°10. Condiciones de amplificacion para proteinas extracelulares

2.7.3 Amplificacion de los genes de avirulencia presentes en los aislados

monosporicos de C. fulvum.
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Protocolo de amplificacion para PCR

Para los productos de amplificacion PCR se analiz6 en geles de agarosa (1%)

con TAE 1X y se tifio con bromuro de etidio a una concentracion de 10 mg/ml, se
realiz6 la electroforesis a 100 V por 45 minutos. El largo del fragmento de ADN
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amplificado se estimd por una comparacion con el marcador de peso molecular comercial de 100
bp y visualizado en un sistema de imagen tactil ENDURO GDS.
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2.8 VARIABLES RESPUESTA

e Presencia o ausencia de genes de avirulencia en la provincia de Tungurahua.
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CAPITULO 111

3.RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Andlisis de la presencia/ausencia de genes de avirulencia de C. fulvum.

Al realizar la amplificacion del gen Avr2 en los aislados de C. fulvum de los
cantones Ambato, Bafios, Cevallos, Mocha, Patate, Pelileo, Pillaro y Tisaleo se

constatd la presencia del mismo.

Segun Lucentini et al., 2021, sefialaron en su investigacion que el Avr2 se
presentd en todos sus analisis realizados sin tener problemas ni cambios en la
secuencia del gen, mencionando que es indispensable saber la diversidad genética de
las muestras recolectadas. Ademas, realizaron una amplificacion similar a la nuestra
que consistio en una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos seguidamente por
desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos con 40 ciclos y una hibridacion a 63°
durante 1 minuto a diferencia de la nuestra que se realizé a 54° durante 30 segundos

con 34 ciclos y una extension igual de 72° C respectivamente.
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Figura 5. Visualizacion de los productos amplificados mediante PCR del gen Avr2
en gel de agarosa al 1% en aislados monospdricos de C. fulvum de 8 cantones de la

provincia de Tungurahua.

Para la amplificacion del gen Avr4 en los aislados de C. fulvum de los cantones
Ambato, Bafios, Cevallos, Mocha, Patate, Pelileo, Pillaro, Tisaleo se constatd la
ausencia del mismo en los cantones estudiados. Respecto a este gen se presentan siete
polimorfismos en el Avr4 en la coleccion de C. fulvum de Europa, loscuales forman
parte de la estructura del gen, sin embargo, donde se ha detectado la sustitucion de
algun residuo Cys que se encuentra ligado con un puente de disulfuro (Van den Burg
et al. 2003).

Medina, 2015 en su investigacion detectd que nueve de sus aislados de C. fulvum de
Argentina mediante un PCR multiplex visualizaron los productos amplificados de
Avr4, mientras que para los otros aislados no se ha determinado una transicion de

avirulencia en las plantas de tomate.

En el estudio realizado por Stergiopoulos et al., 2007 mencionaron que la ausencia
del gen Avr4 puede derivarse a mutaciones independientes o resistencia del mismo.
Por lo que concuerdan con nuestros resultados al tener ausencia de este gen de

avirulencia en los aislados de C. fulvum analizados.
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Figura 6. Visualizacion de los productos amplificados mediante PCR del gen Avr4
en gel de agarosa al 1% en aislados monospdricos de C. fulvum de 8 cantones de la

provincia de Tungurahua.

Mediante la amplificacion del gen Avr4E en los aislados de C. fulvum de los
cantones Bafios, Cevallos, Mocha, Patate, Pelileo, Pillaro y Tisaleo se constat6 la
presencia del mismo, sin embargo, en el aislado del cantdbn Ambato no estuvo

presente.

Lucentini et al., 2021 en su investigacion sobre amplificacion del Avr4E
determind que su secuencia se encuentra presente en los aislados de la coleccion

europea de C. fulvum. Lo cual concuerdan con nuestros resultados.

De igual manera en los resultados de Bernal, 2017 en sus aislados de algunas
localidades de Cuba se presentd el Avr4 y Avr4E en un 80% de los aislados analizados.
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Figura 7. Visualizacion de los productos amplificados mediante PCR del gen Avr4E
en gel de agarosa al 1% en aislados monospdricos de C. fulvum de 8 cantones de la

provincia de Tungurahua.

De igual manera en la amplificacion del gen Avr9 en los aislados de C. fulvum
de los cantones Ambato, Bafios, Cevallos, Mocha, Patate, Pelileo, Pillaro y Tisaleo se

constatd la ausencia del mismo gen en todos los cantones estudiados.

La secuencia del Avr9 en la coleccion europea y argentina se encuentra
presente el gen sin embargo existe un polimorfismo dentro de su secuencia no

codificante debido a algunas mutaciones que han ocurrido (Lucentini et al., 2021).

Para Bernal, 2017 en su investigacion mostro que en ninguno de sus aislados
procedentes de diferentes localidades de Cuba se constato la presencia del gen Avr9,

demostrando similitud con los analisis realizados en el presente estudio de diferentes

aislados de la provincia de Tungurahua.
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Figura 8. Visualizacién de los productos amplificados mediante PCR del gen Avr9
en gel de agarosa al 1% en aislados monospéricos de C. fulvum de 8 cantones de la

provincia de Tungurahua.

3.2 Presencia/ausencia de genes que codifican para proteinas extracelulares de

C. fulvum

Del mismo modo la amplificacion del gen Ecpl en los aislados de C. fulvum
de los cantones Ambato, Bafios, Cevallos, Mocha, Patate, Pelileo, Pillaro y Tisaleo se

constatd su ausencia.

La proteina extracelular Ecpl juega un papel fundamental en la invasion del hongo
mostrdndose presente en todos los aislados cubanos coincidiendo con algunos
estudios realizados de patogenicidad (Bernal, 2007) sin embargo en los aislados

analizados de la provincia Tungurahua no se encuentra presente.
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Figura 9. Visualizacién de los productos amplificados mediante PCR del gen Ecpl
en gel de agarosa al 1% en aislados monosporicos de C. fulvum de 8 cantones de la

provincia de Tungurahua.

Al realizar la amplificacion del gen Ecp2 en los aislados de C.fulvum de los
cantones Ambato, Bafios, Cevallos , Mocha, Patate, Pelileo y Tisaleo se constatd la
presencia del mismo gen sin embargo en el aislado del canton Pillaro no presenta el

gen .

Bernal, 2017 en su trabajo de investigacion mostrd la presencia del gen que
codifica para la proteina extracelular Ecp2 en todos los aislados cubanos analizados,
coincidiendo con diferentes autores que este gen tiene un papel importante en la
virulencia (Joosten y Wit, 1999; Kruijt, Kock, y Rep, 2005). En base a lo anterior

nuestros resultados concuerdan con los referidos por los autores antes mencionados.
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Figura 10. Visualizacion de los productos amplificados mediante PCR del gen Ecp 2
en gel de agarosa al 1% en aislados monospdricos de C. fulvum de 8 cantones de la

provincia de Tungurahua.

Para la amplificacion del gen Ecp4 en los aislados de C. fulvum de los cantones
Ambato, Bafios, Cevallos, Mocha, Patate, Pelileo, Pillaro y Tisaleo se constato la

presencia del mismo gen en todos los cantones estudiados.

Con respecto al gen que codifica para la proteina extracelular Ecp4 en seis
aislados provenientes de la coleccion de Argentina no se constato el gen debido a que
se encontraron residuos de Cys afectando notablemente en la agresividad de la
secuencia codificante (Stergiopoulos et al., 2007). Con respecto a nuestros resultados
la proteina extracelular amplificada se encuentra presente en todos los cantones de la
provincia de Tungurahua por lo que coinciden los resultados con Bernal, 2007 que

tuvo la presencia del gen en un 83.3% en los aislados de Cuba.
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Figura 11. Visualizacion de los productos amplificados mediante PCR del gen Ecp 4
en gel de agarosa al 1% en aislados monospdricos de C. fulvum de 8 cantones de la

provincia de Tungurahua.

Finalmente, en la amplificacion del gen Ecp5 en los aislados de C. fulvum de
los cantones Ambato, Bafios, Mocha, Patate, Pelileo, Pillaro y Tisaleo se constato la

presencia del mismo, sin embargo, en el aislado del canton Cevallos no se detectd.

Segun Bernal, 2007 en su investigacion realizada con los aislados de C. fulvum
de Cuba, el gen Ecp5 se present6 en un 15.4 % de los aislados analizados, formando
base para las nuevas investigaciones con el propdésito de esclarecer la no amplificacion
de todos los Ecps reconocidos en la literatura cientifica, lo cual a comparacion con
nuestros resultados esta proteina extracelular se encuentra presenteen la mayoria de
los cantones estudiados y en un porcentaje superior a lo informado por el autor antes

mencionado.
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Figura 12. Visualizacion de los productos amplificados mediante PCR del gen Ecp 5
en gel de agarosa al 1% en aislados monospdricos de C. fulvum de 8 cantones de la

provincia de Tungurahua.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se logr6 estandarizar un protocolo sencillo, rapido y reproducible para la
extraccion del ADN gendmico de los aislados monosporicos de C. fulvum.

Para los genes Avr2, Avr4d, Avr9, AvrdE, Ecpl, Ecp2, Ecp4 y Ecp5 de C.
fulvum se estandarizaron las condiciones favorables para la amplificacion de
los mismos.

De los aislados monospdricos de C. fulvum analizados a excepcion de los
genes Avr9, Avrdy Ecpl, el resto (Avr2, Avr4E, Ecp2, Ecp4 y Ecp5) fueron
detectados en la provincia de Tungurahua.

4.2 Recomendaciones

Proseguir con el aislamiento monosporico de C. fulvum en cantones de otras
provincias para incrementar el nimero de aislados de la region sierra
ecuatoriana.

Determinar la presencia o ausencia mediante PCR de los genes Avr2, Avr4,
Avr9, AvrdE, Ecpl, Ecp2, Ecpd y Ecp5 del resto de los aislados de la
Coleccion de cultivo de C. fulvum depositada en el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Técnica de Ambato.

Analizar otros genes de avirulencia de C. fulvum.
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AnNexos

Anexo 1. Liofilizacién del micelio C.fulvum

El micelio se liofilizé durante 8 horas con una
presion de 3.5.

Anexo2. Extraccion de ADN fungico

0p-3-AD |

Trituracién del micelio liofilizado. Muestras con el tampo6n A 95°C por 10
minutos.
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Reposo con el tampodn B. Conservacion del ADN a - 20° C.

Anexo 3. Amplificacion en el PCR convencional

Avrs y proteinas extracelulares con sus respectivas condiciones de
amplificacion.
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Anexo 4. Electroforecis en gel de agarosa al 1%

Cargar cada uno de los pocillos conun | Poner la fuente de poder a 100v durante
marcador molecular y las muestras. 60 minutos.
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