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RESUMEN

La presente investigacién tuvo como objetivo detectar la presencia de genes AVR
y ECP en aislados de Cladosporium fulvum provenientes de tomate rifién cultivado en el
canton Pillaro, una enfermedad destructiva sobre todo a los cultivos de tomate bajo
cubierta. Esta investigacion busco detectar los genes AVR y ECP de 10 aislados de C.
fulvum. Para este trabajo se reactivé el crecimiento micelial de las cepas de C. fulvum en
un medio PDA, para luego una vez crecidas realizar el medio uniforme con los protocolos
ya establecidos. Posteriormente se procedio a realizar la extraccion de ADN, se tomaron
4 pl de la muestra para realizar la amplificacion, donde en tubos PCR se coloco 25 ul de
reaccion dividida en diferentes reactivos, la electroforesis se realiz6 con un gel de agarosa
al 1%, se colocaron las muestras en los pocillos y se la conect6 a la fuente de poder con
sus respectivos tiempos. Finalmente, la visualizacion se la hizo por medio de un
transiluminador, Se empled una técnica molecular para la deteccion de los genes AVR2,
AVR4 y AVRY, asi como de los genes ECP1, ECP2, ECP4 y ECP5. Los resultados
evidenciaron que el gen AVR2 se amplificé en un 70% de los aislados analizados, el gen
AVR4 en un 20% y el gen AVR9 en un 90%. En cuanto a los genes ECP, el gen ECP1 se
detecto en un 80%, mientras que los genes ECP2, ECP4 y ECP5 estuvieron presentes en
el 100% de las muestras evaluadas. Este trabajo constituye el primer informe de la
presencia de genes AVR y ECP en aislados de C. fulvum en el cantén Pillaro de la

provincia de Tungurahua.

PALABRAS CLAVE: AVIRULENCIA, C. FULVUM, PCR, TOMATE
RINON
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ABSTRACT

The objective of this research was to detect the presence of AVR and ECP genes
in isolates of Cladosporium fulvum from kidney tomato grown in Pillaro, a destructive
disease especially to tomato crops under cover. This research sought to detect the AVR
and ECP genes of 10 isolates of C. fulvum. For this work, the mycelial growth of C.
fulvum strains was reactivated in PDA medium, and then, once grown, the uniform
medium was made with the already established protocols. Subsequently, DNA extraction
was performed, 4 ul of the sample were taken for amplification, where 25 ul of reaction
divided into different reagents were placed in PCR tubes, the electrophoresis was
performed with a 1% agarose gel, the samples were placed in the wells and connected to
the power source with their respective times. Finally, visualization was done by means of
a transilluminator. A molecular technigue was used to detect the AVR2, AVR4 and AVR9
genes, as well as the ECP1, ECP2, ECP4 and ECP5 genes. The results showed that the
AVR2 gene was amplified in 70% of the isolates analyzed, the AVR4 gene in 20% and
the AVR9 gene in 90%. As for the ECP genes, the ECP1 gene was detected in 80%, while
the ECP2, ECP4 and ECP5 genes were present in 100% of the samples evaluated. This
work is the first report of the presence of AVR and ECP genes in isolates of C. fulvum in

the Pillaro canton of Tungurahua province.

KEY WORDS: AVIRULENCE, C. FULVUM, PCR, KIDNEY TOMATO.
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CAPITULO |

1.1. INTRODUCCION

El tomate rifion (Solanum lycopersicum L.) corresponde a la familia de las
solanaceas, tiene una amplia historia la cual data de diversos afios atrés, indagaciones
acerca de este cultivo mencionan que el tomate tiene un origen en Ameérica del sur
especificamente en la regién Andina, las culturas precolombinas lograron domesticarlo y

se convirtio en uno de sus alimentos més recurrentes en su diario vivir (Velasco, 2022).

Este cultivo es reconocido a nivel mundial gracias a la llegada de los esparioles a
América los cuales introdujeron el tomate primero a Europa y después se convirtié en una
de las hortalizas de mayor valor comercial nacional e internacional. Dentro de los paises
con mayor produccion esta en primer lugar México (2.9 millones de toneladas), seguido
de Espafa (1.5 millones de toneladas) y en tercer lugar Estados Unidos (683 000
toneladas) (Velasco, 2022).

El tomate rifién en nuestro pais se cultiva en todas las regiones del Ecuador en
virtud de que es un cultivo que se adapta a diferentes condiciones climéticas y no es
exigente en cuanto al tipo de suelo, a nivel nacional se estima que el tomate sobrepasa las
1970 ha. Las provincias gque tienen mayor cantidad de extension son las de Tungurahua y
Pichincha obteniendo una productividad de entre 140 y 180 tn/ha en cada ciclo que en su

mayoria se lo cultiva bajo cubierta (Sanchez, 2023) .

A pesar de su alto valor econémico el cultivo de tomate rifion se ve afectado por
varias plagas y enfermedades, donde destacan principalmente hongos y bacterias, uno de
los hongos més conocidos que perjudica a la calidad de este cultivo es el C. fulvum el cual
puede llegar a ser tan letal que es capaz de terminar con grandes plantaciones (Caiza,
2024).
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El hongo C. fulvum es el agente causal de la enfermedad conocida como moho gris
de la hoja del tomate rifion, el ambiente en el que se desarrolla es de alta temperatura y
humedad, los sintomas se manifiestan las hojas mas viejas como manchas de color gris,
un no control de esta enfermedad causa la necrosis de la planta (Wit, 2016). C. fulvum se
describi6 en 1883 en America del sur (Ogoérek et al., 2012).

(Stergiopoulos et al., 2007) menciond que la modificacién en los nucle6tidos de
las proteinas extracelulares (ECP) se daba en menor repeticion que en los genes de
avirulencia (AVR) ademas que serian modificaciones silenciosas lo que explica que no se
han introducido proteinas extracelulares (ECP) en variedades comerciales de tomate
rifén.

El hongo C. fulvum no es de gran importancia en nuestro pais por lo que no se
tiene mucha informacion acerca de este patdégeno, sin embargo, el cultivo de tomate rifion
es de gran valor econdémico por lo que los agricultores se ven en la obligacion de usar
pesticidas para combatir a este hongo, esto no solo resulta costoso para las personas que
aplican dichos productos, sino que también ponen en riesgo su salud y la de sus
consumidores (Castillo & Castillo, 2021).

En el afio de 1975, Sanger expone una técnica para la creacion de secuencias de
ADN que van de la mano con pequefias secuencias de oligonucleétidos que se ejecutan
como cebadores, la sintesis de ADN se la realiza en tres fases: la primera que es la de
desnaturalizacién, que es donde a una temperatura promedio de 93°C el hidrogeno se
descompone, la segunda donde se produce un emparejamiento entre los cebadores y las
hebras de ADN y la temperatura baja, finalmente se recopila una nueva hebra de acuerdo
al tamafo del cebador y a la secuencia a una temperatura de 70-72 °C aproximadamente
para que se desempefie bien la tag polimerasa que es la encargada de la realizar copias de
ADN (Sanchez, 2023) .

Considerando lo antes mencionado, en la presente investigacion se realizo la
deteccion de presencia o ausencia de genes AVR y ECP en aislados de C. fulvum del
canton Pillaro en el cultivo de tomate rifion, mediante un protocolo para la extraccion del

ADN vy para la realizacion de pruebas PCR.
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1.2. Marco Tebrico

El tomate rifidn (S. lycopersicum L.) es un cultivo muy relevante a nivel mundial,
tiene su origen en Sudameérica, pero a lo largo del tiempo se expandi6 por todo el planeta
llegando asi a Europa en el siglo XV donde rapidamente se hizo popular y se exporto a
todo el mundo. Por un largo periodo el tomate se lo conocia con el nombre de
Lycopersicum esculentum, sin embargo, con el pasar de los afios trabajos han demostrado
que el tomate pertenece al género Solanum, asi como lo dijo Linneo cuando descubri6 la

especie por primera vez.

Este vegetal se lo puede consumir de diferentes formas una de las mas comunes es
en ensaladas o como bebida, esta baya es una gran fuente de licopeno y es beneficiosa
para la salud. Las plantas de tomate por lo general miden entre 1 a 3 metros de altura y
poseen un tallo débil, la mayoria de estos cultivares producen frutos de color rojo, sin
embargo, existen muchas variedades con frutos naranjas, verdes, amarillos, etc.
(Jawaharlal et al., 2009).

1.2.1 Taxonomia del tomate rifidn (S. lycopersicum)

Segun la investigacion de (Vega, 2022) la clasificacion taxondmica del tomate

rifdn es la siguiente:

Tabla 1

Taxonomia del tomate rifion
Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Genero Solanum
Especie Lycopersicum

16



1.2.2 Importancia del tomate en el Ecuador

El cultivo de tomate rifidn es un cultivo fundamental en el canton Pillaro, tanto por
su importante valor econémico como por su influencia en la seguridad alimentaria de la
zona. De acuerdo con el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), el tomate rifion
se encuentra entre las hortalizas mas cultivadas en nuestro pais y su produccion juega un

rol crucial en los ingresos de algunas familias agricultoras (Jacome, 2022).

Sin embargo, este cultivo enfrenta serios desafios, siendo uno de los mas
destacados el impacto de enfermedades ocasionadas por patdgenos como C. fulvum. Este
tipo de enfermedades disminuyen tanto el rendimiento como la calidad del producto final,
lo que influye en la competitividad de los agricultores locales en el mercado (Jacome,
2022).

1.2.3. C. fulvum

Este hongo ha tenido varias clasificaciones en toda su historia, la primera fue en
1883 por Cooke con el nombre de C. fulvum, después en 1954 Ciferri la describio con el
nombre de Fulvia fulva, como Mycovellosiella fulva por von Arx en 1983, hasta que a

principios del afio 2000 retorn6 a su nombre inicial de C. fulvum (Thomma et al., 2005).

Varios estudios demostraron que C. fulvum pertenece a la familia
Mycosphaerellaceae, por lo que este hongo ha sufrido cambios en su clasificacion
taxondmica ubicandose Gltimamente en el género anamorfo de Passalora como P. fulva.

A todo esto (Thomma et al., 2005) en su investigacion situa a C. fulvum de la siguiente

manera:
Tabla 2
Taxonomia de C. fulvum
Reino Fungi
Phylum Ascomycota
Clase Dothideomycetes
Orden Capnodiales
Familia Mycosphaerellaceae

17



Genero Passalora

Especie Fulva

1.3. Antecedentes investigativos

Diversos estudios han abordado la identificacién de los genes AVR y ECP
en aislados de C. fulvum en tomate, aportando informacion clave sobre la diversidad

geneética y el comportamiento patogénico de este hongo.

En Ecuador, (Flores, 2022) llevd a cabo un andlisis molecular de genes de
avirulencia en aislados de C. fulvum de la provincia de Tungurahua. En su investigacion,
se encontraron los genes AVR2 y AVRA4E, mientras que AVR4 y AVR9 no se detectaron.
En cuanto a los genes ECP, se identificaron ECP2, ECP4 y ECP5, pero no ECP1. Este
estudio evidencid la diversidad genética del patdgeno en la zona y resalto la importancia

de realizar un seguimiento molecular para controlar la enfermedad.

En el contexto internacional, (Peteira et al., 2011) examinaron 37 aislados de C.
fulvum en Cuba, detectando los
genes AVR2, AVR4, AVR4E, ECP1, ECP2, ECP4 y ECP5, aunque no se encontro el
gen AVR9. Se observé una considerable variabilidad genética sin una relacién clara con
la ubicacion geogréfica, y se concluyo que la virulencia de algunas razas estaba mas
relacionada con la presencia de ECP2 que con ECPL. Este trabajo destaca la relevancia de

la caracterizacion molecular para disefiar estrategias de resistencia en tomate.

(Lucentini, 2020) en Argentina estudi6 la evolucion de razas de F. fulva,
evidenciando cambios genéticos en los genes AVR y ECP. Su investigacion resalto la
presencia de secuencias polimorficas y la necesidad de monitorear la variabilidad genética

del patégeno para mejorar el manejo de la enfermedad

Desde el punto de vista metodoldgico, (Lucentini, 2020) en Cuba caracterizaron
36 aislados de C. fulvum mediante técnicas moleculares, detectando la amplificacion de
los genes de avirulencia y demostrando que algunas cepas pueden superar la resistencia

conferida por el gen Cf9 a través del gen AVR9

18



1.4. Categorias fundamentales

También conocido como Passalora fulva, este hongo es el agente causal del moho
gris en el tomate, esta enfermedad fue descrita por Cooke por primera vez en 1883. Por lo
general esta enfermedad ataca a las hojas de la planta, aunque puede atacar también tallos,
flores y frutos, pero no de manera regular, para que el hongo infecte a la hoja los conidios
deben asentarse del lado del envés, aqui germinan y posteriormente ingresan a través de
los estomas (Thomma et al., 2005).

El patogeno se desarrolla a una humedad relativa igual o superior a 85% y se
propaga facilmente a través del viento o de salpicaduras de agua. Este hongo puede
sobrevivir en restos vegetales infectados y se alimenta de materia organica muerta por lo

que se considera un hongo saproéfito (Agritech, 1883).

Esta especie de hongo es de reproduccion asexual, el género Cladosporium es muy
variado, existen alrededor de 700 especies y 20 géneros diferentes que en su mayoria aun
no han sido descritos. Las colonias de C. fulvum crecen de manera lenta y toman un color
verde a negro, el micelio superficial radica en hifas septadas y bien ramificadas por lo que
se esta bien desarrollado, ademas sus paredes celulares estan compuestas en su mayoria

por polisacaridos de glucano y quitina (Thomma et al., 2005).

De acuerdo a la investigacion realizada por (Leiva-Mora et al., 2023) se realizo
la obtencion de aislados monosporicos en la provincia de Tungurahua a partir de hojas de
tomate, se tomaron muestras de ocho cantones y se obtuvieron 80 aislados que fueron
identificados cultural y morfolégicamente. Esta es una de las pocas investigaciones que

se han hecho en el pais y en la provincia.

A lo largo de la historia se han identificado muchas proteinas que han sido
secretadas por C. fulvum, estas proteinas se dividen en proteinas de avirulencia (AVRS),
las cuales se dice que son especificas de la raza, mientras las proteinas extracelulares
(ECPs) se rumora gue algunas de estas proteinas son producidas por todas las cepas
(Thomma et al., 2005).
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En la actualidad todos los genes AVR y ECP que se conocen se encuentran muy
manifestados en la planta, sacando la conclusion de que estas proteinas juegan un papel
fundamental en la constitucion de una enfermedad y todas estas ya han sido identificadas

por algunos genotipos de plantas de tomate (Thomma et al., 2005).

Ultimamente se han estudiado muchas proteinas de avirulencia donde destacan
como principales (AVR2, AVR4, AVRAE, y AVRY), al igual que proteinas extracelulares
(ECP1, ECP2, ECP4 y ECP5). Ademas, como fundamento del conocimiento acerca de las
secuencias de los genes que compilan las proteinas efectoras, se puede identificar los

genes de avirulencia del hongo mediante técnicas moleculares (Lucentini, 2020).
1.4.1. GEN AVR2

La proteina AVR2 es una de las mas comunes la cual estd compuesta por 58
aminoacidos con 8 residuos de cisteina que intervienen en la composicion de 4 puentes
disilfuro que ayudan a que la proteina sea mas estable, varios estudios concluyeron que
esta proteina es un método de defensa de la planta contra la enfermedad Phytophthora

infestans y también contra otras enfermedades conocidas (Lucentini, 2020).
1.4.2. GEN AVR4

En su forma madura AVR4 posee 86 aminoacidos, es una proteina que se une a
los carbohidratos especificamente a la quitina, protegiendo asi las paredes celulares
fangicas de las quitinasas vegetales, es decir la funcién principal de esta proteina es la de
brindar defensas en la etapa de infeccién del hongo, provocando que la virulencia del
hongo disminuya (Van Den Burg et al., 2006).

1.4.3. GEN AVR4E

El gen AVRA4E codifica una proteina rica en cisteinas de 101 aminoacidos que es
secretada por C. fulvum durante la colonizacion del espacio apopléstico de las hojas de
tomate. Esta proteina actia como un determinante de avirulencia especifico de raza,
reconocido por el gen de resistencia homdlogo Hcr9-4E presente en ciertas lineas de

tomate transgénicas (Van Den Burg et al., 2006).
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AVRA4E es uno de varios genes de avirulencia en C. fulvum que corresponden a
diferentes genes Cf en tomate. A diferencia de AVR4, que codifica una proteina que
protege la pared celular del hongo contra la degradacion por quitinasas de la planta y tiene
un papel dual en virulencia y avirulencia, AVRA4E parece funcionar principalmente como
determinante de avirulencia especifico, sin evidencia clara de funcion en virulencia
(Westerink, 2003).

1.4.4. GEN AVR9

El gen AVR9 codifica una proteina pequefia de 63 aminoacidos, secretada por C.
fulvum durante la infeccion de tomate. Esta proteina es un efector clave que induce una
respuesta de hipersensibilidad (HR) en plantas que portan el gen de resistencia Cf-9. La
estructura tridimensional de AVR9 presenta similitud con inhibidores de proteasas,

aunque no se ha demostrado actividad enzimatica especifica (van Kan et al., 1991).
1.4.5. GEN ECP1

Estudios han demostrado que ECP1 es un factor de virulencia esencial para C.
fulvum. Su silenciamiento o disrupcién compromete significativamente la capacidad del
hongo para colonizar el tejido foliar del tomate. La proteina ECP1 contribuye
principalmente a la invasion del tejido foliar, facilitando la penetracion y el

establecimiento del hongo en el hospedero (Bolton et al., 2008).

El gen ECP1 se encuentra altamente conservado entre aislados de C. fulvum de
diversas regiones geograficas, lo que indica su importancia funcional y la presion selectiva
para mantener su secuencia. Sin embargo, algunos estudios han reportado aislados que
carecen de amplificacion para ECP1, sugiriendo la existencia de variabilidad genética y

posibles pérdidas o mutaciones en ciertas cepas (Bolton et al., 2008).
1.4.6. GEN ECP2

Estudios han demostrado que ECP2 es un efector ampliamente conservado en
poblaciones de C. fulvum a nivel mundial, con muy poca variabilidad genética en su
secuencia. Por ejemplo, andlisis de 37 aislados cubanos mostraron que la presencia de

ECP2 fue del 100% en los aislados de razas 2, 4 y 2.4, lo que indica que este gen esta
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altamente conservado y asociado a una mayor virulencia en estos grupos. A nivel global,
la mayoria de los aislados de C. fulvum presentan el gen ECP2, y las mutaciones en este
efector son mucho menos frecuentes que en genes de avirulencia como AVR4 o AVR9
(Peteiraetal., 2011).

1.4.7. GEN ECP4

Aunque la funcion especifica de ECP4 no esta completamente caracterizada, se
sabe que estas proteinas contienen multiples residuos de cisteina que probablemente
estabilizan su estructura mediante puentes disulfuro, lo que es comdn en efectores
extracelulares que deben resistir condiciones ambientales hostiles en el apoplasto. La
conservacion del gen ECP4 y su reconocimiento por genes de resistencia en tomate hacen
de este efector un blanco importante para programas de mejoramiento genético. Sin
embargo, la posible variabilidad genética y la evolucién del patégeno requieren un
monitoreo constante para detectar cambios que puedan comprometer la eficacia de la

resistencia (van Kan et al., 1991).
1.4.8. GEN ECP5

Aunque ECP5 es generalmente conservado en la mayoria de los aislados, se han
detectado polimorfismos y ausencia del gen en algunos aislamientos especificos (por
ejemplo, aislado 22 raza 4 no amplifico para ECP5), lo que indica que existe una
diversidad genética dentro de las poblaciones de C. fulvum. Esta variabilidad puede estar
relacionada con la evolucién del patdégeno para evadir la respuesta inmune del tomate, ya
que la presencia o ausencia de ciertos efectores puede influir en la capacidad del hongo

para superar genes de resistencia especificos (Peteira et al., 2011).
1.4.9. Técnicas moleculares

La amplificacion de genes es una herramienta fundamental en la caracterizacion
molecular de organismos como C. fulvum. Las técnicas mas utilizadas se basan en la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) y sus variantes, que permiten obtener copias
especificas de fragmentos de ADN para su analisis posterior.
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1.4.9.1. PCR punto final o convencional

Principio: La PCR utiliza cebadores especificos que se unen a secuencias
complementarias del ADN molde, un ADN polimerasa termoestable (como Tag
polimerasa), nucleétidos libres (ANTPS) y ciclos térmicos que incluyen desnaturalizacion,

hibridacion y extension para amplificar la region objetivo.
1.4.9.2. PCR con cebadores especificos para genes AVR y ECP

Se disefian cebadores basados en secuencias conocidas para genes de avirulencia
(AVR2, AVR4, AVRAE, AVR9) y proteinas extracelulares (ECP1, ECP2, ECP4, ECP5).

La amplificacion permite detectar presencia/ausencia y variabilidad genética en

aislados.

Los productos se visualizan en geles de agarosa al 1-2%, tefiidos con bromuro de

etidio y observados bajo luz UV
1.4.9.3. PCR arbitraria o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Utiliza cebadores arbitrarios cortos para amplificar fragmentos aleatorios del ADN

gendmico sin conocimiento previo de secuencias.

Permite detectar polimorfismos genéticos y evaluar diversidad genética entre
aislados.

Se realiza con ciclos de temperatura especificos: 45 ciclos de 94°C (1 min), 36°C
(1 min) y 72°C (2 min), con una extension final de 10 minutos a 72°C

1.4.9.4. Multiplex PCR

Variante que permite amplificar simultaneamente varios fragmentos especificos

en una sola reaccion usando mdaltiples pares de cebadores.

Utilizada para identificar rapidamente razas o perfiles genéticos de C. fulvum
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1.4.9.5. Secuenciacion de productos amplificados

Los fragmentos amplificados se purifican (por ejemplo, con PEG y centrifugacion)
y se secuencian mediante métodos como Sanger, utilizando secuenciadores automaticos

que detectan fluorescencia.

Permite confirmar la identidad del fragmento, detectar mutaciones y realizar

analisis filogenéticos.
1.5. Objetivos
Objetivo General

Detectar los genes AVR y ECP en aislados de C. fulvum procedentes del cantdn

Pillaro.
Objetivos Especificos
Identificar la presencia o ausencia de genes AVR en aislados de C. fulvum.

Reconocer los genes ECP en aislados de C. fulvum en tomate rifién.
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CAPITULO II

METODOLOGIA
2.1. Ubicacién del estudio

La investigacion fue realizada en la provincia de Tungurahua, en el cantén
Cevallos, precisamente en los laboratorios de investigacion pertenecientes a la Facultad de
Ciencias Agropecuarias, la investigacion se llevé a cabo bajos estrictas condiciones que

respalden resultados concretos.

Figura 1

Facultad de Ciencias Agropecuarias Cevallos-Ecuador

Coordenadas: 1.3687324897243578, -78.60776207672338 (Google Maps, 2025).

2.2 . Caracterizacion del lugar

La Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de
Ambato ubicada en el cantdn 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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2.3. Equipos y Materiales
2.3.1. Equipos

o Agitador vortex (Thermo Scientific, 88882009).
o Autoclave (Midmark, M11®).

o Balanza de precision (Ohaus®, EX124).

o Bloque térmico (Thermo Scientific,13687720).

o Cabina de flujo laminar (Thermo Scientific, 1300).

o Destilador de agua (Thermo Scientific, Barnstead EasyPure 11).
o Incubadora (Pol-Eko-Aparatura, Cln 115).
o Liofilizadora (Labconco, FreeZone 4.5).

o Microondas (Samsung, MS32J5133EM-AP).
o Microscopio (MOTIC, BA210LED).

o PCR convencional (Thermo Scientific, A48141).
o Refrigeradora (Indurama, A48141).
o Sistema de imagen tactil ENDURO GDS.
o Ultracogelador (Thermo Scientific - TSX60086A).
o Camara de electroforesis (Biopolo).
o Fotodocumentador de geles.
2.3.2. Materiales

o Hojas de tomate con signos de moho gris.

. Mechero de alcohol.

o Medio de cultivo MS, Papa Dextrosa Agar (PDA, morea).

o Micropipetas (Thermo Scientific, Finnpipette™ F2 GLP ,0,2 a 1000
ul).

o Papel de aluminio.

o Parafilm (Sigma-Aldrich).

o Primers (Invitrogen).

o Puntas para micropipetas (VQIR, 500PCS, 0,2ul, 20ul,200ul).
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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).

2.3.3. Reactivos

10488058)

Agarosa (Thermo Scientific, catdlogo R0491)
Agua libre de nucleasas.

Agua ultrapura (Invitrogen, catalogo 1191548).

Bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, catdlogo E1510-10ML).
Buffer TAE (Invitrogen, catilogo 2452551).

EDTA (Sigma-Aldrich, catalogo E9884).

Etanol (Thermo Scientific, catdlogo 64-17-5).

NaOH (Sigma-Aldrich, catdlogo MFCD00003548).

Tampodn de extraccion A (Naoh + Tween 20).

Tampodn de extraccion B (Tris Hcl + Edta).

Taq DNA polimerasa (Thermo Scientific, catalogo 00851647).
Trackit 100 bp dna ladder (Thermo Scientific, catalogo

Tris HCI pH 8 (Invitrogen, catalogo,15568025).
Tween 20 (Invitrogen, catalogo, LL153030).

2.4. Factores de estudio

2.4.1. Factor 1. Procedencia de los aislados

TablaN 3

Lugar de estudio

Cantén

Pillaro
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2.4.2. Factor 2. Genes de avirulencia en el genoma de los aislados

TablaN 4
Genes de avirulencia y proteinas extracelulares
Proteinas de avirulencia Proteinas extracelulares
AVR2 ECP1
AVR4 ECP2
AVAE ECP4
AVR9 ECP5

2.5. Manejo del experimento

TablaN 5
Cddigos de coleccion de C. fulvum

Canton Muestra Cadigo

Pillaro 1 DPL4-07
Pillaro 2 APL2-09
Pillaro 3 BPL3-06
Pillaro 4 APL2-07
Pillaro 5 DPL7-04
Pillaro 6 BPL3-04
Pillaro 7 BLP4-08
Pillaro 8 DPL1-05
Pillaro 9 APL1-03
Pillaro 10 DPL7-01
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Los aislados utilizados se encuentran almacenados en el cepario que esta ubicado

en los laboratorios de Microbiologia Vegetal de la Facultad de Ciencias Agropecuarias.

Para la extraccion del ADN flngico a partir de los aislados previamente

seleccionados, se aplico el siguiente protocolo

Preparacion de medio uniforme

Descripcion

Se raspo el micelio y se agreg6 500 ul de
agua destilada y se realizé la técnica de
pipeteo

Con la pipeta se absorbié el micelio
previamente mezclado con el agua

destilada y se coloco en otra caja Petri

Con la ayuda de una pinza el micelio
obtenido fue esparcido por todo el agar, de

manera que crezca en toda la caja Petri

Finalmente, las cajas fueron selladas con

parafilm y se las guardo en la incubadora.
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Protocolo de extraccién de ADN

Imagen

Descripcion

Una vez que el micelio este crecido se
raspé con la espatula hasta obtener 100 mg
de micelio y se colocé en un tubo
eppendorf de 1.5 ml

Se agregd 50 pl de Buffer A (NaOH
100mM, Tween 20 al 20%) y las muestras

fueron colocadas en el termobloque a 95°

Se agregd 50 ul de Buffer B (Tris-HCI
100mM, EDTA 2mM), después se agitd en

un vortex por 35 segundos

Se tomo 4 pl de la muestra para las pruebas

de amplificacion
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Protocolo de amplificacion para PCR

1. Colocar los tubos para PCR en las respectivas
gradillas.

2. Anadir 2.5 pl de 10X DreamTaq Green .

3.Seguidamente se coloco 1 pul ANTP 2mM
respectivamente.

4.Inmediatamente se coloco 1 pl del Primer Forward
y 1 ul del Primer Reverse.

pl de la reaccion.

g 5.Afadir agua libre de nucleasas hasta completar 25

6. Se coloco los tubos PCR con su respectiva
reaccion en vortex durante 40 segundos y
finalmente fueron ubicados en el termociclador
PCR con sus respectivos ciclos.

Protocolo de electroforesis en gel de agarosa

1. Preparar 1g de Agarosa en 100 ml y colocar en el

microondas por 2 minutos.

peineta

@5 " 2. Colocar la solucion en el soporte respectivo con su

@ 3. Una vez solidificada la agarosa se retird la peineta
y

la fue colocada en la cuba de electroforesis.

4. Seguidamente se afiadio el Buffer TAE 1X en la

cuba de electroforesis cubriendo el gel

6. Se coloco cada una de las muestras en un pocillo

7. Finalmente se conectd a una fuente de corriente 'y
esperamos que se realice la electroforesis durante 40

@ consecutivo y cerramos la tapa.

minutos a 100 voltios.
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2.5.1 Estandarizacion del proceso y las condiciones para amplificar los genes

referencia de C. fulvum

Las condiciones necesarias para la amplificacion por PCR y la programacion para

los genes de avirulencia y proteinas extracelulares se muestra a continuacion:

Tabla 6

Cebadores especificos para el estudio de determinacién de genes AVR y ECP de C.

fulvum.

Cebadores especificos (5°-3)

Cebadores especificos (5’-3°)

AVR2

F  CAT CAG CAT ATC CTC TTC CAT
CcC

R CAG TAC GTT CAA AAG CAG ATA
AGG

AVR4

F ACG GTA GGT CTG TAC ACG AGC
C

R AAC GAA CTG GGT CAT GGA ATG

AVAE

F GCCCGGTAT ATCGCT GTGC

R CGG AACCCCTGGCTG AGA

AVR9
F AAT ACAACC TTG AAA CAG CTA
GG

R  GGACTC TAC GGG GCT TGG

ECP1
F ACCAGGATAAGTTCGCAGTC

R GCCTCCGCGATGCTTCCT

ECP2
F GTC CAA GGA TCG TGT CTC
AAG
R TTCTAG CAAACCCGTCTGA
ECP4
F AAC CTA ACA TCA CAA TCT
TCAA
R TTGCTC AAG CCC AGA CAG
ECP5
F TATGAACACTTTTACTCTACT
C
R CGC GTC GCC TGATAG AT
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Tabla 7

Condiciones de amplificacion para proteinas de avirulencia de C. fulvum

AVR2 Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
AVR5 o
1 Desnaturalizacion 95 3 min 1
inicial
2 Desnaturalizacion 95 30 seg 35
3 Anillamiento 58 30 seg
4 Extension 72 30 seg
5 Extension final 72 5 min 1
AVR4 Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
°C
1 Desnaturalizacion 95 3 min 1
inicial
2 Desnaturalizacion 95 30 seg 35
3 Anillamiento 61 30 seg
4 Extensién 72 30 seg
5 Extension final 72 5 min 1
AVRAE Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
°C
1 Desnaturalizacion 95 3 min 1

inicial
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2 Desnaturalizacion 95 30 seg 35
3 Anillamiento 64 30 seg
4 Extension 72 30 seg
5 Extension final 72 5 min 1
AVR9 Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
°C
1 Desnaturalizacion 95 3 min 1
inicial
2 Desnaturalizacion 95 30 seg 35
3 Anillamiento 59 30 seg
4 Extension 72 30 seg
5 Extension final 72 5 min 1
Tabla 8
Condiciones de amplificacion para proteinas extraceulares de C.fulvum.
ECP1 Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
°C
1 Desnaturalizacion inicial 95 3 min 1
2 Desnaturalizacion 95 30 seg 35
3 Anillamiento 63 30 seg
4 Extensién 72 30 seg
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ECP2

ECP4

ECP5

Extension inicial

Etapa

Desnaturalizacién inicial
Desnaturalizacién
Anillamiento

Extension

Extension inicial

Etapa

Desnaturalizacién inicial
Desnaturalizacién
Anillamiento

Extension

Extension inicial

Etapa

Desnaturalizacioinicial
Desnaturalizacion
Anillamiento

Extension

72

Temperatura

°C

95

95

60

72

72

Temperatura

°C

95

95

58

72

72

Temperatura

°C

95

95

55

72

5 min

Tiempo

3 min
30 seg
30 seg
30 seg
5 min

Tiempo

3 min
30 seg
30 seg
30 seg
5 min

Tiempo

3 min
30 seg
30 seg

30 seg

Ciclos

35

Ciclos

35

Ciclos

35
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5 Extension inicial 72 5 min 1

2.6. Variables respuesta

Presencia o no de los genes de avirulencia y proteinas extracelulares de los

10 aislados de C. fulvum del canton Pillaro
2.7. Disefio experimental

Completamente aleatorizado DCA, donde de cada aislado se verifica la

presencia de los genes de avirulencia seleccionados mediante corrida de geles de agarosa
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CAPITULO Il

3.1. RESULTADOS Y DISCUSIONES
3.1.1. Resultado de objetivo 1
AVR2

Después de haber realizado la amplificacion del gen AVR2 en los aislados de C.
fulvum del cantén Pillaro se observé que el gen se presenté en 8 de los 10 aislados

analizados (figura 2).
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Figura 2
Visualizacion de los productos amplificados mediante PCR del gen AVR2 en gel de
agarosa al 1% de 10 asilados de C. fulvum procedentes del cantén Pillaro.

(Flores, 2022) en su investigacion realizada sobre caracterizacion molecular de
genes de avirulencia del agente causal del moho gris de la hoja de S. lycopersicum en la
provincia de Tungurahua para el gen AVR2 tuvo presencia en los ocho cantones
estudiados teniendo un porcentaje del 100%, dando a entender que este gen es uno de los

mas comunes que existe ya que en nuestra investigacion de la misma forma se obtuvo
datos favorables en cuanto a presencia de este gen.

AVR4

Después de haber realizado la amplificacion del gen AVR4 en los aislados de C.
fulvum del cantén Pillaro se observo que de los 10 aislados analizados solo dos presentan

bandas claras y los demas no presentan amplifican visible para este gen (figura 3).
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Figura 3

Visualizacion de los productos amplificados mediante PCR del gen AVR4 en gel de

agarosa al 1% de 10 asilados de C. Fulvum procedentes del canton Pillaro.

En nuestra investigacion la baja presencia del gen AVR4 sugiere que existe poca
frecuencia en la region analizada, esto debido a que tal vez en el canton Pillaro se cultiven
variedades de tomate con resistencia Cf-4. Estos hallazgos se contradicen con otras
investigaciones realizadas como es la de (De Wit, 2016) donde mencionaron gran
presencia del AVR4 en poblaciones europeas de C. fulvum es més frecuente. Ademas
(Stergiopoulos et al., 2007) reportaron la pérdida en la variabilidad de genes AVR donde
estd incluido el gen AVR4 esto debido a que seria una estrategia de escape de la resistencia

en plantas hospedantes que tienen el gen de resistencia mayor Cf-4.

AVR4E

Después de haber realizado la amplificacion del gen AVRAE en los aislados de C.
fulvum del canton Pillaro se comprob6 la no presencia del mismo pues las bandas

observadas se correspondian con los primer utilizados (figura 4).
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Figura 4
Visualizacion de los productos amplificados mediante PCR del gen AVR4E en gel de
agarosa al 1% de 10 asilados de C. fulvum procedentes del cantén Pillaro

La baja frecuencia de deteccion del gen AVR4E en los aislados evaluados, no
coinciden con investigaciones donde este gen se encuentra ampliamente presente en
poblaciones de C. fulvum en diferentes regiones como es el caso de Argentina, donde
(Medina et al., 2015) en su articulo determinaron 12 aislados de C. fulvum de diferentes
provincias de Argentina y en todos se observo la presencia del gen AVR4E lo que nos
da como resultado que este gen es un marcador comun en este patégeno., sin embargo,
en nuestro canton estudiado no se obtuvo resultados positivos.

AVR9

Después de haber realizado la amplificacion del gen AVR9 en los aislados de C.
fulvum del cantén Pillaro, en el gel de agarosa se observé que el gen esta presente en 9 de

los 10 aislados, DPL7-04 no muestra una banda visible por lo que indica ausencia del gen
AVR9 (figura 5).
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Figura 5

Visualizacion de los productos amplificados mediante PCR del gen AVR9 en gel de

agarosa al 1% de 10 asilados de C. fulvum procedentes del cantén Pillaro
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La alta presencia del gen AVR9 en varios estudios es comun ya que este gen es
uno de los mas conocidos y que mas presencia tiene, sin embargo, la ausencia en el aislado
DPL7-04 es relevante, estudios como el de (Medina et al., 2015) explican que la ausencia
de genes que anteriormente estaban presentes en casi todos los estudio se debe a la presion

selectiva ejercida por el gen Cf-9 en cultivos de tomate.

Los principales resultados obtenidos para los genes AVR en el canton Pillaro se

resumen en la tabla 9.

Tabla 9
Genes AVR
Cddigo AVR2 AVR4 AVR4 AVR9

DPL4-07 - ] ] N
APL2-09 + - - +
BPL3-06 + - } +
APL2-07 + - - +
DPL7-04 + + - -
BPL3-04 - - - +
BPL4-08 + - - +
DPL1-05 + - - +
APL1-03 - - - +
DPL7-01 + + - +
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3.1.2. Resultado de objetivo 2

ECP1

Después de haber realizado la amplificacion del gen ECP1 en los aislados de C.
fulvum del cantdn Pillaro se identificé en el gel de agarosa que 8 de 10 aislados tienen la

presencia de este gen. No se detecto en el aislado APL2-09 ni en aislado BPL3-04 (figura
6).
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Figura 6

Visualizacion de los productos amplificados mediante PCR del gen ECP1 en gel de
agarosa al 1% de 10 asilados de C. Fulvum procedentes del cantén Pillaro

La presencia mayoritaria del gen ECP1 coincide con estudios como el de
(Stergiopoulos et al., 2007) en el cual se explicaron el papel fundamental de este gen en
la virulencia de C. fulvum sobre el tomate. De igual manera la ausencia de este gen indica
una posible variabilidad genética entre los aislados aun de una misma localidad, esto

puede ser debido a la pérdida genuina del gen como mecanismo de evasion de la respuesta
inmune inducida del tomate (De Wit, 2016).
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ECP2

Después de haber realizado la amplificacion del gen ECP2 en los aislados de C.
fulvum del cantén Pillaro se identifico en el gel de agarosa que existe la presencia del gen

en los 10 aislados (figura 7).

Control positivo
Control negativo

-
-
-
i)
2
<]
E
-
S
o
@
(]
e
m
>3

Figura7
Visualizacion de los productos amplificados mediante PCR del gen ECP2 en gel de

agarosa al 1% de 10 asilados de C. fulvum procedentes del canton Pillaro

Los productos de los genes ECP son proteinas extracelulares producidas por C.
fulvum al momento de la infeccion en la planta durante el proceso de colonizacion y han
sido estudiados por su importancia en la virulencia (De Wit, 2016). En el estudio de
(Joosten et al., 1994) mencionaron que encontraron que el gen ECP2 esta presente en la

mayoria de aislados a nivel mundial, lo cual coincide con nuestros resultados.
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ECP4

Después de haber realizado la amplificacion del gen ECP4 en los aislados de C.

fulvum del cantén Pillaro se obtuvo como resultado que los 10 aislados estudiados tuvieron
presencia de este gen (figura 8).

BPL3-04

Control positivo
Control negativo

.
k.|
3
o
o
0
-
o
©
(L]
(&)
.~
I
=

Figura 8

Visualizacion de los productos amplificados mediante PCR del gen ECP4 en gel de
agarosa al 1% de 10 aislados de C. fulvum procedentes del cantén Pillaro

(Stergiopoulos et al., 2007) mencionaron que el gen ECP4 es muy comun
encontrarlo a nivel mundial, es uno de los Ecps méas frecuentes en el genoma de los

aislados de C. fulvum estudiados hasta la fecha. Esto coincide con nuestros resultados pues
estuvo presente en todas las muestras analizadas.

ECP5

Después de haber realizado la amplificacién del gen ECP5 en los aislados de C.

fulvum del cantén Pillaro se obtuvo como resultado que los 10 aislados estudiados tuvieron
presencia de este gen
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Figura 9
Visualizacion de los productos amplificados mediante PCR del gen ECP5 en gel de
agarosa al 1% de 10 asilados de C. Fulvum procedentes del cantén Pillaro

En la investigacion realizada por (Peteira et al., 2011) se evaluaron 37 aislados
recogidos de diferentes partes de Cuba, sin, embargo se reportd que no se obtuvo una
presencia universal en todos los aislados, especificamente en un aislado identificado como
raza 22, al contrario en nuestra imagen se puede apreciar que todos los aislados tuvieron
la presencia de este gen, en la investigacion de (Peteira et al., 2011) nos podemos dar
cuenta que existe una gran diversidad genética y dinamica de C. fulvum donde ciertos

genes pueden variar en algunas cepas.

Los principales resultados obtenidos para los genes Ecp en el canton Pillaro se
resumen en la tabla 10
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Tabla 10

Genes ECP
Codigo ECP1 ECP2 ECP4 ECP5

DPL4-07 + + + +
APL2-09 - + + +
BPL3-06 + + + +
APL2-07 + + + +
DPL7-04 + + + +
BPL3-04 - + - +
BPL4-08 + + + +
DPL1-05 + + + +
APL1-03 + + + +
DPL7-01 + + + +

(+): Presencia del gen detectada por PCR (-): No se detectd amplificacion del gen
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CAPITULO IV

4.1. Conclusiones

o Se detectaron genes AVR en aislados de C. fulvum del cantén
Pillaro donde el gen AVR2 amplificd en un 70%, el gen AVR4 en un 20% y el gen
AVR9 en un 90% de los aislados analizados.

o Se detectaron genes ECP en los aislados de C. fulvum en el cant6n
Pillaro donde el gen ECP1 se amplifico en un 80%, mientras que los genes ECP2,
ECP4 y ECP5 se detectaron en el 100% de los aislados.

4.2. Recomendaciones

o Recomendar ajustar las concentraciones de ADN a valores
equimolares entre las muestras para obtener bandas mas uniformes.

o Utilizar termocicladores con gradientes de temperatura controlables
para analizar las temperaturas de anillamiento para cada gen y optimizar las

condiciones de amplificacion por PCR.
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ANEXOS

Anexo 1.

Preparacion y distribucion de medio PDA en cajas petri

Anexo 2.

Siembra de cepas de C. fulvum y posterior elaboracion del micelio uniforme
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Anexo 3.

Extraccion de ADN de C. fulvum

Amplificacion por PCR

-
"

Anexo 5.

Gel de agarosa y electroforesis
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Anexo 6.

Obtencidn de resultados a través del transiluminador
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