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RESUMEN

En Ecuador los cultivos de tomate de arbol y chqmesentan elevadas pérdidas en
su produccién a causa de la antracnosis ocasiqmadaarias especies del género
Colletotrichum. Por esta razén, en este estudio se identificarenetpecies de
Colletotrichum de los dos cultivos, provenientes de Imbabura, ikcbla vy
Tungurahua, mediante caracteristicas morfolégmat®génicas y moleculares.
Colletotrichum sppse determind mediante el andlisis del color y tamdé la
colonia y el tamafio y forma de la conidia. Los laslos obtenidos para el color de
la colonia fueron verde oliva para chocho y saln@raranjado para tomate de arbol,
mientras que la forma de la conidia en los dosvadtfue fusiforme con un tamafio
de 15.0- 16.3 x 5.7- 6.9um en chocho y 14.07- 18.63- 6.9um en tomate de arbol
caracteristicos deC. acutatum La identificacibn molecular de las especies de
Colletotrichum se realiz6 mediante una prueba de diagnéstico @badores
especificos deC. gloeosporioides(Cgint) y de C. acutatum (Calnt2), en
combinacion con el iniciador universal ITS4. De exdo con los resultados
obtenidos, se determind q@@ acutatumes el agente causal de la antracnosis en
tomate de arbol y chocho. La amplificacion de secias de las regiones ITS del
ADN ribosomal por medio de PCR, se utilizo parastatar la filogenia deC.
acutatum.Para la prueba de patogenicidad se inoculd el homigtado de los dos
cultivos, en tallos de tomate de arbol y chochoa mvaluar la infeccion de cada
aislamiento sobre el hospedero, a fin de deteofacdion cruzada. La prueba de
patogenicidad resultd positiva para chocho y tondaearbol mostrando rango de
hospederos cruzados entre estos cultivos.

Palabras clave: Colletotrichum spp, Colletotrichum acutaturchocho, tomate de
arbol, antracnosis



SUMMARY
In Ecuador, tree tomato and lupin crops are likelguffer considerable losses from
anthracnose caused by sevetallletotrichumspecies. For this reason, this study
identified the species of Colletotrichum of the terops, producers from Imbabura,
Pichincha and Tungurahua, by their morphologicathpgenic and molecular
Colletotrichum sppvas determined by analyzing the color and sizb@icolony and
the size and shape of conidide results for the color of the colony were oliyreen
and salmon-orange lupino for tree tomato, whileghape of the conidia in the two
cultures was fusiform with a size of 15.0-16.3 X-6.9um and lupino 16.0 x 7.14-
6.1-6.9um tree tomato characteristic ©f acutatumMolecular identification of
Colletotrichumspecies was performed by a diagnostic test witingrs specific for
C. gloeosporioidegCglint) andC. acutatum(Calnt2) in combination with the ITS4
universal primer. The results indicate tRatacutatums the infectious agent in tree
tomato and lupinThe amplification of sequences of ribosomal DNA IFEgions by
PCR, was used to confirm the phylogenyGofacutatum For the pathogenicity test
was inoculated fungus, isolated from the two craépe tomato stems and pussy, to
evaluate the infection of each strain on the hiosgrder to detect cross-infection.
The pathogenicity test was positive for tree tomatd lupino showing cross host
range among these crops.
Key words: Colletotrichum spp, Colletotrichum acutatunree tomato, lupin,

anthracnose
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I. INTRODUCCION

La antracnosis del tomate de arbol causada pamgjdColletotrichumspp, es la
enfermedad mas importante en la produccion friieohivel mundial y nacional,
debido a la severidad de los dafios que ocasiolamagnitud de las pérdidas que
genera tanto en produccion, en la calidad de laat@sy a su control dificil (Alarcon

y Chavarriaga, 2008).

Al igual que el tomate, el chocho es susceptibémfermedades. La antracnosis
causada pocfColletotrichumspp llega a causar pérdidas de hasta del 100%. Este
patogeno habita en la semilla, misma que al comseren planta, afecta en la

produccion y calidad del grano (E- CIENCIA, 2009).

En la serrania ecuatoriana es comun observar pian&s conjuntas de chocho y
tomate de arbol, afectadas por la antracnosiseRies estudios han demostrado que
aislamientos d&€. acutatumobtenidos de plantas de chocho fueron patogémicos
inocular a frutos tomate de arbol y viceversa (@loey van Heusden, 2012). Esta
investigacion confirmé el grado de infeccion de lbespederos cuando se inoculd
aislamientos de plantas de chocho en plantas dateashe arbol y de frutos de tomate

de arbol en plantas de los dos hospederos.

Ademas se evaluo la resistencia y tolerancia antea@nosis de genotipos de
chocho y tomate de arbol, cultivos nativos imgates en la agricultura ecuatoriana

obteniendo genotipos menos susceptibles al atagisgeahtracnosis.



En Ecuador, se carece de informacién clara retierania o las especies de
Colletotrichumspp, y la taxonomia de estos patdgenos causantasadgacnosis en
lupino y tomate de arbol. Un reciente estudio usasetuencias de la region interna
ribosomal - cadena de reaccion de polimerasa (ITR)Py aspectos patoldgicos,
caracteriz0 al agente causal de la antracnosis d@macutatum(Falconi y van
Heusden, 2012). Las metodologias usadas en estdicegtara la identificacion
morfologica y molecular d€olletotrichum acutatuny gloeosporioidese basaron

en estos hallazgos recientes.

La investigacion se llevd a cabo en la Provincia Riehincha, Canton
Rumifiahui, Parroquia San Fernando, Hacienda eloPrad los laboratorios e
invernaderos del area de Fitopatologia de la Garder Ingenieria en Ciencias
Agropecuarias — ILA.S.A, en un periodo de 8 mesesestudio en campo y
laboratorio, durante el cual se evaluaron en la fagperimental de laboratorio el
aspecto morfologico y molecular @olletotrichumspp y en la fase de invernadero

la patogenicidad del hongo tanto en chocho comoreate de arbol.

1.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar patolégica y molecularmente poblagaeColletotrichumspp,

causa de la antracnosis del chocho y tomate deé @nbdiversas localidades de la

serrania ecuatoriana.



1.2. OBJETIVO ESPECIFICO

Caracterizar morfolégicamente poblacionesCidletotrichumspp

Caracterizar molecularmente poblacionesGidletotrichumspp por medio

de la amplificacion del espaciador interno transcfiTS) del rARN.

Determinar la distancia genética entre los aislatogedeColletotrichumspp

y graficar sus relaciones fenéticas.

Determinar el rango de hospederos de las cepaslectmas de
Colletotrichum mediante inoculaciones en plantas de tomate del §&bo

plantas de chocho, en invernadero.

Difundir la tecnologia generada a través de prasenies con diapositivas y

charlas generales.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. CULTIVO DE TOMATE DE ARBOL

2.1.1. Descripcion del Cultivo

Segun Cadena, Idrovo y MAG/IICA, citados por Ranif2008), el
tomate de arbol es una planta perteneciente anlifidade las Solanaceas. El nombre
cientifico del tomate de arbol se fijo definitivamie& comoSolanum betaceui@av;
en el afo de 1995, en sustitucion del ante@igphomandra betace8endt. Esta
clasificada como semiacida originaria de Américpeeificamente Peru, Ecuador y

Colombia, en donde se la conoce por varios nondmesines.

Planta arbustiva con tallos semilefiosos, de ®lgande, que alcanza
una altura de 2 a 3m. Las hojas son cordiformesn@dode corazon), carnosas,
levemente pubescentes y muy grandes. Las floreslderosa y lavanda, agrupadas
en racimos terminales, las cuales florecen de maascalonada. Los frutos son
solitarios 6 se encuentran agrupados, de colonéables, del amarillo al rojo, de
forma ovoidal con apices puntiagudos, contienen hasicsemillas pequefias, en

cantidades de 120 a 150 (Calvo, 2009).

Segun Cadena, Idrovo y MAG/IICA, citados por Ranif2008), en
Ecuador se producen tres variedades reconocidatordate de arbol, aunque

comercialmente no se las diferencia. Estas smmate comunde forma alargada,



color morado y anaranjadéomate redondode color anaranjado rojizo tpmate

mora de forma oblonga y de color morado.

2.1.2. Importancia del Cultivo en el Ecuador

En el Ecuador se ha desarrollado la explotacidinudales andinos, de
ellos sobresale el tomate de arb8l petaceuin El crecimiento de la demanda
interna desde hace unos 15 afios, ha motivado pagaelgcultivo se extienda
comercialmente a otras zonas de produccién. E bmercio en el Pacto Andino y
en general a nivel mundial, asi como la expectativanercados de Europa han
abierto algunas perspectivas de crecimiento, d#kary exportacion de frutos
andinos, principalmente de tomate de &rbol, misme por su rentabilidad en
pequefias areas (0.5- lha), ha dado oportunidadustento a muchas familias
ecuatorianas. Un buen porcentaje de tomate de &en@ como destino los paises
vecinos, sobre todo Colombia, aunque ultimamentiijl de tomate de arbol mas

bien se desplaza desde Colombia al Ecuador (Ri0£8).

El cultivo comercial de esta especie se iniciglgmis en 1970, desde
ahi, ha demostrado un incremento tanto en su éwsachada, como en su
produccion, es asi que la superficie cultivada g8 fue de 1.020 ha, mientras que
para 2004 fue de 2.287 ha asi también, la prodocearional en 1991 fue de
10.865Tn, en comparacion con la produccion nacipagd el afio de 2004, que fue
de 21.163Tn, lo que significa que en el periodaleekd91 al 2004, los datos de

superficie cosechada y produccion han duplicadwalases (Anangono, 2007).



La Sierra Ecuatoriana posee varias zonas Optirais|lp producciéon
de esta fruta; zonas caracterizadas por un climpléslo y fresco, y suelos con buen
contenido de materia organica. Las provincias reasesentativas en el cultivo de
esta fruta son: Tungurahua 39.2%, Chimborazo 22R2%ay 14.1%, Pichincha

10.0%, Imbabura 4.8% (Anangond, 2007).

2.1.3. Antracnosis en el Tomate de Arbol

Figura 1. Planta de tomate de arbol severamente afiadas por Colletotrichum
acutatum.
Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

Uno de los problemas fitosanitarios méas limitargasel tomate de
arbol es la antracnosis, causada por el habgietotrichum gloeosporioidegjue
ataca frutos en cualquier estado de desarrolloslmsmas se manifiesta con mayor

frecuencia en el 4pice o en los puntos en que sdrigos de un mismo racimo



guedan en contacto, debido a que alli hay acuntmage agua por tiempo mas
prolongado, lo cual favorece el desarrollo inigl@l hongo. El dafio consiste en
manchas ligeramente hundidas de color negro, qedepullegar a cubrir todo el
fruto. Bajo condiciones favorables al hongo, aparea polvillo rosado en la
superficie de la lesion, formado por esporas daglgemo. Cuando el ataque ocurre
sobre frutos pequefios, estos se momifican y quadiagridos al arbol. Si se presenta
en frutos ya formados pero todavia verdes, apareaecoloracion amarillenta de
maduracion prematura, con exhibicion posterioradenhanchas negras en el exterior,
En caso de afectar frutos proximos a recolecci@s nhanchas son pequefias o aun
inexistentes, pero el dafio se manifiesta duranteaesporte o el almacenamiento

(Girard, citado por Botero, 1999).

En frutos maduros, los sintomas son facilmenteindisibles,
apreciandose manchas de color marrén oscuro, hagd@h la superficie y
acompafiadas de cierta emision de gomas; frecuenttermgarece sobre la superficie
del fruto un chorreado oscuro, debido a la accetad esporas al ser arrastradas por
el agua (rocio o lluvias); en su interior, los @tpresentan areas negruzcas que
inicialmente son blandas, pero que desm#&sndurecen; finalmente estos 6rganos
se pudren totalmente y se desprenden del arbofamiidad (Agrios, citado por

Botero 1999).

Las fructificaciones del hongo se pueden encorgrarnumerosos
organos como ramas secas, partes muertas de las, lsaperficie de los frutos
caidos y podridos; el hongo vive en todos estoanmg como saprofito (Kranz et al.,

citado por Botero, 1999).



Segun Botero (1999), indica que existen factogg®redmicos que
favorecen el desarrollo del patdégeno: Distanciassi@enbra inapropiadas, que
dependen de la variedad utilizada, cuando se arildistancias cortas, las copas de
los arboles se entrecruzan y se crean condicioretiudnedad ambiental alta.
Frecuencias cortas de fertilizacion y dosis inaddau principalmente de nitrégeno.
En el tomate de arbol en algunos huertos no seaegbodas, por tanto los arboles
desarrollan una copa cerrada, el crecimiento eglagap hay fuente de inoculo

permanente.

2.2. CULTIVO DE CHOCHO

2.2.1. Descripcion del Cultivo

Esta planta presenta una gran variabilidad magfodd y de
adaptacion ecoldgica en los Andes, por lo cualassugerido que puede incluirse a
tres subespecies (Gross y Tapia, citado por FAQQR0
e Lupinus mutabilis,chocho (norte de Pert y Ecuador), de mayor
ramificacion, muy tardio, mayor pilosidad en hoyatallos, algunos
ecotipos se comportan como bianuales, tolerantesmtracnosis.
e Lupinus mutabilis, tarwi (centro y sur de Perd), de escasa
ramificacion, medianamente tardio, algo tolerarleeantracnosis.
e Lupinus mutabilis,tauri (altiplano de Peru y Bolivia), de menor
tamafio (1-1,40m) con un tallo principal desarrailachuy precoz,

susceptible a la antracnosis.



El chocho es una planta anual, con tallos de 4@0acm de largo,
cuando verde es macizo en su madurez es huecdofassson compuestas; cada
hoja esta formada por 5 a 7 hojuelas unidas a $®.b@ada hojuela tiene su
nervadura central, y son pilosas. Las flores ptasean color violeta, la estructura
central de color amarillo claro toma el nombre deilla), generalmente de color
violeta .Las semillas son de color blanco, redoddsacon un punto de color negro.
El fruto es una vaina de color verde palido cuaneloa, gris en su fase de madurez
fisiologica y café obscura en la madurez de cosé8hachez, citado por TIERRA
ADENTRO, 2003).

Su centro de origen estad ubicado en la regionnande Bolivia,
Ecuador y Peru, ya que en ellas se encuentra lamvayiabilidad genética. En esta
region se han identificado 83 especies del géhemnus (Jacobsen y Mujica,

2006.

2.2.2. Importancia del Cultivo en el Ecuador

Se estima que la demanda insatisfecha de chod@mdegado es de
59% y que la demanda potencial actual es de 10r6@0fivel nacional, la misma
gue crecera en los préximos afos (Jacobsen y 8bdn2002). Existe un mercado
potencial para la produccion de materia prima (@rmamargo) y grano desamargado,
ya que la produccion actual solo abastece el 41% diemanda. Para el mercado
internacional se espera una demanda creciente cnhgpetitividad estd dada en
funcién de tres aspectos: sistema competitivo déd, apacidad de la empresa de

adaptarse al mercado externo y conocimiento demésados.
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El chocho seguido de cereales y otros cultivoselesistema de
rotacion mas importante en Chimborazo y Pichinamégntras Imbabura tiene
chocho seguido de maiz, cereales (cebada, triggdniinosas (vicia, lenteja pusa,
fréjol) y papa. En cuanto a produccion, el renditoepromedio, por un tamafo
promedio de la chacra de 0,97ha es 317 kg/ ha. rEstémiento bajo se debe al
atague de plagas y enfermedades, falta de semilalilad y manejo deficiente de
la fertilidad del suelo. De la produccion total,83% se dedica para la venta, 8%
para consumo familiar y 10% para semilla, de esfiarmacion se deduce que el

autoconsumo no es significativo (Jacobsen y Shaiw2002).

2.2.3. Antracnosis en el Chocho

2.2.3.1. Sintomas

Causa pérdidas en el establecimiento de la siembravés de la
semilla contaminada. A mediados de la floraciépr@sentan lesiones en los tallos
severamente afectadas pOplletotrichum lupini. Destaca la tipica curvatura de
brotes de la enfermedad cerca de los apices danoeato, los que se necrosan
parcialmente, como consecuencia un sector del $&loe creciendo y se curva en
forma de baston. Si bien no se cuenta con medigideepérdidas comerciales con
distintos niveles de infeccién, las sementeras tafles han mostrado bajos

rendimientos y menor calibre de los granos cosaeh@dadariaga, 2008).
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Figura 2. Planta de chocho severamente afectadasrp@olletotrichum acutatum.
Destaca la tipica curvatura de brotes de la enferndad.
Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

2.2.3.2. Diseminacion

Por el salpicado de conidias a causa de la lldesde los tejidos
enfermos a tejidos sanos. Se caracteriza por sesmiisible por semilla y
establecerse desde los primeros estados de d&sadimllas plantas, causando
pérdidas de poblacion inicial. Los granos de seemnastafectadas seran portadoras
de la enfermedad, por lo tanto no pueden ser aditic como semillas (Madariaga,

2008).

2.2.3.3. Supervivencia

La estacion del chocho sobrevive en rastrojo datps enfermas. En
Cafiete la abundancia de chochaopinus arboreusel cual presenta sintomas y

signos exactamente iguales a los detectados enolwgmarillo, hace postular un
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importante rol de esta especie silvestre en la aeemcia de la enfermedad

(Madariaga, 2008).

2.3. RESISTENCIA EN PLANTAS

2.3.1. Resistencia de Plantas contra Enfermedades

La resistencia de las plantas a las enfermedadesiehtemente
resulta de la interaccidon especifica de genesdisteacia (R) de las plantas con los
correspondientes genes de avirulendar) de los patdégenos (Garcia y Lozoya,

2004).

2.3.1.1. Mecanismos de defensa

La resistencia de las plantas esta estrechamemtdacionada con la
capacidad de respuesta de una planta hacia unigrgapotencialmente patégeno.
Generalmente los mecanismos de defensa que utlBzplantas se pueden dividir
en: a) mecanismos de defensa preexistentes o totinss, formados por las
caracteristicas estructurales de la pared celulda ypresencia de compuestos
quimicos depositados en el tejido epidérmico, y n@canismos de defensa
inducibles, formados por la sintesis de nuevos c@sips quimicos antimicrobianos,
cuya sintesis se activa después de un intentovdesidon al tejido vegetal por un

patogeno (Garcia y Lozoya, 2004).
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Como requisito para que una planta sea capazdageer de manera
eficiente a un patogeno, y por lo tanto de actikar respuestas de defensa
apropiadas, se sugiere que hay receptores locasiza la membrana plasmatica de
las células vegetales encargados de activar lgmiestas de defensa (Garcia y

Lozoya, 2004).

2.3.1.2. Genes de resistencia

Los patdgenos producen una gran diversidad ddesefialgunas de
estas son detectadas por las plantas. Los gerles gatdogenos que producen estas
sefiales se denominan genes de avirulencia (Aveusiproductos activan una
respuesta de defensa en una planta con un gesisiemneia (R) apropiado (Garcia y
Lozoya, 2004). El resultado de esta interacciotaesanifestacion de la resistencia
de la planta para ese patdgeno especifico. Sinrgmbate cualquier modificaciéon a
esta interaccion, la planta manifiesta una respusstsensibilidad al patdbgeno y se
puede establecer una enfermedad. La propuesteedpdaificidad entre un gen (R) y
un gen (Avr) y el término “resistencia gen por geoé publicada por Flor (Garcia y
Lozoya, 2004). Sus estudios derivaron en la prdpuds un modelo llamado
“receptor — estimulador” usado para explicar ebnecimiento de un patégeno por
una planta. Este modelo predice que los produatdssirespectivos genes R y Avr
interaccionan directa e indirectamente y que lagmion de la sefial Avr por la

proteina R activa las respuestas de defensa géalaas (Garcia y Lozoya, 2004).
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2.3.1.3. Variacion alélica entre genes R

Muchos patdégenos vegetales pueden mutar conveeltcilidad de
avirulentos a virulentos, y vencer la resistencediada por genes R especificos. La
respuesta de las plantas a esta rapida evoluciolosd@atogenos, resulta en la
generacion de nuevas caracteristicas de resistpaagarantizar la sobrevivencia
de la planta. En poblaciones vegetales silvesalepplimorfismo en los genes R
puede exceder grandemente al polimorfismo de og@ses no relacionados.
Estudios gendmicos y genéticos para analizar lauem y el origen de la variacion
de los genes R demostraron que muchos de ellos, mertodos, se encuentran
agrupados en el genoma vegetal. El agrupamiengsis genes puede permitir la
generacion de nuevas caracteristicas de resistantiavés de la recombinacion

genética (Garcia y Lozoya, 2004).

2.4. RESISTENCIA DEL CHOCHO A LA ANTRACNOSIS

Desde la década de 1990, el mayor desafio enj@arael lupino ha
sido el aumento de la resistencia hacia la antasr(®iegelet al, 2008). Por lo
general, los ensayos de inoculacién para la déteabé genotipos tolerantes a la
antracnosis se han llevado a cabo sélo con una aspaiendo la baja diversidad de
patdgenos (Riegelt al, 2008). Sin embargo, este procedimiento puedpaligroso
y no contribuye a una tolerancia perdurable decldsvares, teniendo en cuenta la

existencia de muy diversos haplotiposGlecutatum
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En Chile se han realizado diversos estudios mle la variedad de
chocho Tanjil se reporta como resistente, pero mmune, y Kalya como
moderadamente resistente. Igualmente se ha detetciadancia a la antracnosis en
lupino de hoja angosta. angustifolius pero no ataques masivos en siembras

comerciales (Mera, 2003).

Los programas de mejoramiento He angustifoliusen Australia
incorporaron, resistencia &temphyllium vesicariumtolerancia aPhomopsis
leptostromiformis causante de la lupinosis en animales y resistergi
Colletotrichum gloeosporioidefRespecto de la antracnosis, estudios recientes han
comprobado, en ensayos de inoculacion artificiak tpdas las variedades He
angustifoliusintroducidas al pais son susceptibles a la enfdgicheEste hallazgo es
inédito para el lupino australiano, puesto queviasedades liberadas en Australia a
partir de 1975 tienen genes de resistencia a ausas; lo que indicaria la presencia

en Chile de una nueva raza del patégeno (Valltjas, 2003).

2.5. RESISTENCIA DEL TOMATE DE ARBOL A LA

ANTRACNOSIS

Las plantas poseen diferentes mecanismos de defeadaptacion a
los microorganismos especificamente a hongos, tateso la produccion de
fitoanticipinas (defensas preexistentes) y fitomag (Rueda et al, 2005). Al
respecto, algunos autores han sefialado que nerexiasta el momento variedades
de tomate de arbol resistentes a la antracnoddaf@aga 1997, citado por Rueda et

al, 2005). Sin embargo, una investigacion en la sgievalud la resistencia a la
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antracnosis de los frutos en tomate de arbol earapo, sugiere la existencia de una
posible resistencia a nivel de campo, del gendlipphomandra unilobdRueda et

al, 2005).

Ronddn (2001) en su estudio realizado sobre laggaesis de los
aislados deColletotrichumspp en tomate de arbol, demostro que la variedaceso
ligeramente mas susceptible al ataque del patdégemola variedad amarilla. El
hecho de que los aislamientos @elletotrichumfueran cultural y patogénicamente
diferentes por sus caracteristicas morfologicasatpgenicas, sugiere la posible
existencia de otras subespecies o razas de egje hfectando el tomate de arbol o a

su vez una muy amplia variabilidad @egloeosporioides.

2.6. METODOS DE INOCULACION DE Colletotrichum spp

La inoculacién de plantas con el patégeno sueteesencial en
estudios que requieren uniformidad de in6éculo yraépccion de sintomas de la
enfermedad. Esto ocurre en pruebas de patogenjcahagruebas de eficacia de
métodos de control, en estudios de variabilidadifégentes cepas de patdégenos y en

la evaluacion de germoplasma para la resistenerdeamedades (Soueaal, 2001).

En la practica, parece que la gran diversidad torsas de
antracnosis puede complicar la eleccidon de métoda ynterpretacion de los
resultados. Métodos descritos en la literaturaaroaplicables a todos los cultivos.

La eficiencia reproductiva de cada tipo de sintgms@gno puede variar, por tanto se
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debe elegir el método mas adecuado. Esto es posiblbase a los resultados

comparativos de los diversos métodos (Saizd, 2001).

Es necesario, por lo tastegluar diferentes métodos de inoculacion,
con y sin lesiones, para comprobar su eficacia kerdogro de sintomas y

funcionalidad para su uso en la investigacion (8etial, 2001).

Segun Souzeat al (2001), el trabajo que se desarroll6 tuvo como
objetivo comparar siete métodos de inoculacion résaf conC. fragariae. Los
meétodos utilizados por dichos autores fueron: 1giarolas plantas con una
suspension de conidios, 2) el depdésito de 5 mindeuilo en la lesidén del rizoma,
hechas con lapiz, 3) pulverizacion de las plantgs peciolos fueron heridos por
aguja de puncion (hipodérmica), 4) la deposiciéa gota de indculo en la herida en
el peciolo, utilizando una aguja hipodérmica atfjub) inyeccion de in6culo en el
rizoma, 6) el depdsito de los discos cultivo deidgmen el tallo, sin lesiones; y 7) la
deposicion del cultivo en placas de Petri en ladgbes, previamente lesionado por

puncién con aguja hipodérmica.

2.7. ROTACION DE CULTIVOS

2.7.1. Importancia de la Rotacién de Cultivos

La rotacién de cultivos es la siembra sucesivalitirentes cultivos
sobre la misma porcion de terreno (National Rese@auncil, Bullock, citado por

Studdert, 2006).
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Las ventajas de la rotacion se contraponen corddasentajas del
monocultivo (Power, Follet y Liebman, citado poudtert, 2006), y sus beneficios
para la produccion de cultivos son conocidas desdafo (Leigthy, Bullock y
Pesek, citado por Studdert, 2006). Sin embarga;dadiciones agroecologicas o las
socio-economicas de muchas zonas de producciontadina posibilidad de

alternancia de cultivos y hacen que el monocubliz® la Unica alternativa posible.

Todos los beneficios de la rotacién sobre la pcodun, son por lo
general referidos como el efecto rotacion. Esteités comprende la accion de la
combinacion de cultivos sobre la disponibilidadndérientes y agua; la dinamica de
plagas, malas hierbas y enfermedades; la preselgciaustancias inhibitorias o
promotoras del crecimiento; y sobre la condici6hsielo (Power, Follet, Francis,

Clegg y Bullock, citado por Studdert, 2006).

En términos generales, las ventajas de la rota@drelacionan con la
posibilidad de manejar la cantidad y la calidadrdaterial vegetal que se devuelvan
al suelo; incorporar cultivos que fijen nutrientescon distintos patrones de
utilizacibn de nutrientes y agua; manejar las mdiegbas, las plagas y las
enfermedades; combinar sistemas de laboreo y dgnamps, permitiendo una
utilizacibn mas eficiente; y manejar la cobertur@ duelo y sus propiedades

guimicas, biolégicas y fisicas (Terrdn, citado $arddert, 2006).
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2.7.2. Amplio y Estrecho Rango de Hospederos

La rotacion es uno de los métodos mas importgraes discontinuar
los requisitos de las plagas y de los agentes @atdy y reducir sus formas de
perpetuacion (Zadocks, Schein y Pedigo, citadosSpaddert, 2006). No obstante,
la rotacion no es efectiva para el control de aualgtipo de plaga o enfermedad

(Bullock, citado por Studdert, 2006).

La alternancia de cultivos sera mas efectiva phacantrol de especies
con un estrecho rango de hospederos, con baja idauyilque han formado o
depositado sus 6rganos de perpetuacion antes dgb multivo, y que no sean
capaces de vivir por mucho tiempo sin su hospedfédniea, House, Bullocky

Pedigo, citados por Sttudert, 2006).

Las formas de Colletotrichum tienen diferentes modelos de
comportamiento en la naturaleza, variando de siépré@ cepas parasiticas
especializadas con un estrecho rango de hospedessonidios son producidos en
masa mucilaginosas, a menudo rosadas, bastanf@iawmssy tipicamente hundidas,
con un contorno irregular en las lesiones necrétdenominada (antracnosis) sobre

frutos, hojas y tejidos (Contreras, 2006).

De la misma manera segun Contreras (2006), lasreatlades causadas por
Colletotrichum spp se presentan en un amplio rango de plantas hogeder
distribuidas a nivel mundial registrandose tantgpmtosecha como en poscosecha.

La mayoria de las enfermedades de poscosecha exdlifenémeno de quiescencia
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siendo las especies @mlletotrichumo Glomerella patégenos que presentan dicho

tipo de infeccion.

2.8. HERRAMIENTAS MOLECULARES

2.8.1. Métodos de Extraccion

En la extraccion de los acidos nucleicos, estageparan de cualquier
otro compuesto proveniente de las células o deliartébdel cual se las tomaron.
Inicialmente es necesario llevar a cabo una lisis giberar al ADN del interior
celular, para lo cual se utilizan los buffers detraocidon que contienen 1)
detergentes, como sodio dodecilo sulfato (SDS)aaamcentracion final del 1% o
Triton X al 0.5%; 2) una molécula quelante (p.EPTA, acido etileno amino tetra
acético, 50mM), que tiene cuatro grupos carboxittog grupos amino, cuya forma
completamente de-protonizada puede unirse a cealqeomplejo metalico en
solucion, quitando a los cationes de la soluciéra miesestabilizar la membrana
celular e inhibir a las ADNasas; 3) sales (p.gruo de sodio, NaCl 20mM), que
forman una capa i6nica suave que recubre al ADMgi®ndolo y ayudando a evitar
su degradacion; 4) Tris-HCI 20mM con pH entre 7&2%/para mantener el pH de la
solucién estable; 5) proteinasa K (concentracidal f0.5 ml ml-1) para degradar
proteinas o enzimas (Eguiagtal, 2007).

Durante este paso con buffer de extraccion es wosuimeter la
muestra a tres o cuatro ciclos de incubacion a ¢eatyras entre los 50°C y 70°C
alternados con agitacion de la muestra (manual,vooiex o en homogenizadores

celulares utilizando micro esferas) e incubaci@i@ La temperatura de incubacion
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no puede ser mayor a los 80°C, ya que a esta tatupese comienza a degradar el
ADN. Estas incubaciones facilitan la ruptura dedidg en la membrana celular,

permitiendo la liberacion del ADN de la estructoedular.

Posteriormente, resulta necesario tratar las maseston dos
extracciones de fenol para eliminar las proteir@sn( nucleasas); para ello se
agrega fenol al mismo volumen de la muestra, secladzien con vortex, se
centrifuga a 10000 rpm (tres minutos), recuperadmbrenadante con cuidado para

no acarrear las proteinas que quedan en la interfas

Después de la extraccion con fenol, es comun rllevaabo otra
extraccion con cloroformo para acabar de limpiamigestra de cualquier residuo
lipidico. Una vez mas, hay que agregar igual volurde cloroformo que el de la
muestra, mezclar bien (vortex) y centrifugar pa@uperar el sobrenadante. Una vez
concluido este paso, se lleva a cabo la preciptadel ADN con etanol absoluto y
con una sal a alta concentracion (p.ej. acetatsod® a una concentracion final de
0.3 M; cloruro de sodio a una concentracion firmDd2 M; acetato de amonio a una
concentracion final de 2.5 M o cloruro de litioncentracion final 0.8 M). Por otra
parte, con la adicion de la sal, el ADN que estgado negativamente va a obtener

una capa iénica positiva que permite su precigitaci

Por otra parte, el alcohol en la solucién de pitagtion se utiliza para
remover la concentracion residual de sales y preméy precipitacion del acido
nucleico. Cuando se trata de muestras con bajeentracion de acidos nucleicos,

comunmente se utiliza un volumen de muestra derapapol, en lugar de dos
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volimenes de muestra cuando se trabaja con etamgirecipitacion del ADN es
casi inmediata en presencia de la sal y el alcalimkembargo se recomienda incubar
la muestra durante 20 minutos a 80°c o durante idGtas a 20°C. Posteriormente,
se centrifuga la muestra (15 minutos a 10000 rgm)emueve la fase acuosa y se
lava la pastilla de ADN con etanol al 70% para &lan todas las sales que

permanezcan en la solucion.

Las muestras se vuelven a centrifugar (un minui®@00 rpm), se
elimina el etanol y se deja secar el ADN (15 misuto 37°C o media hora a
temperatura ambiente) hasta que no haya mas tdezadcohol (Eguiarteet al,

2007).

2.8.2. Técnica de PCR

PCR son las siglas en ingles deolymerase Chain Reactiont
Reaccion en Cadena de la Polimerasa. La idea bésida técnica es sintetizar
muchas veces un pedazo o fragmento de ADN utilzamd polimerasa que puede
trabajar a temperaturas muy elevadas, ya que p@uviEe la bacteridhermus
aguaticusque vive a altas temperaturas (79°C a 85°C), deswahbmbre comercial
mas conocidotaq polimerasa. Cuando hacemos una reaccion de PCRasnos! o
gue sucede en una célula cuando se sintetiza el \BiN el tubo se mezclan todos
los ingredientes necesarios para hacerlo: la podisae el ADN del organismo que
queremos estudiar donde se encuentra el fragmergogqgeremos sintetizar, los
oligonucledtidos (llamados tambigmrimers iniciadores, cebadores, “oligos”, etc.)

necesarios para que se inicie la transcripcionnutledtidos (dNTPs), y las
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condiciones para que la enzima trabaje adecuadanfelrto pH, determinadas
cantidades de magnesio en forma de MgCI2, KCl,gdpn necesitarse otras sales o

reactivos, dependiendo de cada polimerasa) (Eg@aai, 2007).

Teniendo los tubos listos con todo lo necesaria gae la sintesis del
fragmento que nos interesa se lleve a cahq folimerasa, di nucleétidos, ADN,
agua, buffer con magnesio y otras sales, y oligedtidos). El siguiente paso es
colocar los tubos en una maquina conocida comoot&atador, que basicamente

sirve para calentarlos o enfriarlos a temperatomag precisas.

El termociclador calienta o enfria los tubos as ttemperaturas
distintas, que se repiten una y otra vez (lo qudasea los ciclos de reaccion), la
primera es a 95°C (y a este paso se le llama drahzacion) durante la cual las
dobles cadenas del ADN se abren o desnaturalizeedando en forma de cadenas
sencillas (Figura 3); después el termocicladortajles temperatura en un intervalo
entre 40° y 60°C (llamada de alineamiento), a &stgperatura se forman y se
rompen constantemente los puentes de hidrogene &rgroligonucleétidos vy el
ADN, y aquellas uniones mas estables (las que smplementarias) duraran mayor
tiempo, quedando los oligonucledtidos “alineadastrfando una pequefa regiéon de
doble cadena. La polimerasa se une a este peqeddagpde ADN de doble cadena
y comienza a copiar en sentido 5’ a 3’; al agragaas bases mas, los puentes de
hidrogeno que se forman entre las bases estabitizaria unidn y el oligonucleétido
permanece en este sitio para el siguiente pasquBsda temperatura sube a 72°C
(paso que se conoce como extension), ya que 72f&temperatura en la cual la

polimerasa alcanza su maxima actividad, y contlawsntesis de los fragmentos de
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ADN a partir de los oligonucleotidos que ya se aabalineado (Eguiartet al,

2007).

En el primer ciclo, con estas tres temperaturassistetizaran los
primeros fragmentos a partir del ADN gendmico. Esppimeros fragmentos no
tendran el tamafo esperado, seran un poco masegrgadjue laaq copiara hasta
donde le sea posible, pero como veremos mas agelmbbtendran en cantidades
tan pequefas que al final no podremos detectddlespués se repiten una vez mas
las tres temperaturas, pero en este segundo tslamligonucledtidos, ademas de
unirse al ADN que pusimos al inicio, también seramia los fragmentos recién
sintetizados del primer ciclo (ver segundo ciclolaiéigura 3), por lo tanto en este
segundo paso la polimerasa sintetizara 2 fragmdatges copiados directamente
del ADN y 2 fragmentos del tamafio esperado, qued &snafio que hay entre los dos
oligonucledtidos que hemos usado. De esta formacama ciclo aumentara el
namero de fragmentos del tamafio que queremos. @@beionar que antes y
después de estos ciclos se programan dos pasode @C durante varios minutos
para iniciar con desnaturalizacion, y al final ae Iciclos, un paso ultimo de
extension a 72°C para permitir quetdg termine de sintetizar todos los fragmentos

gue pueden haber quedado incompletos.

Para este tipo de PCR es necesario que uno ddidosiucleétidos
tenga la misma secuencia que se encuentra en uaa daedenas del ADN, y el otro
deberd llevar la secuencia complementaria queédeatdinal del fragmento que se
quiere amplificar (por lo cual se les llan@ward y reversg¢ para que uno sea

complementario a la cadena que forma el otro; ®asi no podria amplificarse el
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sitio que se necesita. Como cada pedazo sintetgag® como base para sintetizar
otros en el siguiente ciclo, el nimero de copiaseniara en forma exponencial (ver
tercer ciclo de la figura 3). Con una sola moléddaADN, en el ciclo 1 se producen
21=2 nuevos fragmentos, en el ciclo 2 seran 22) est 4 fragmentos recién
sintetizados, y asi, con 35 ciclos de PCR se pimu@1+22...+ 234+235= 236

nuevos fragmentos, de los cuales solo 70 seraméaips de un tamafo mayor al
esperado (2 por cada ciclo) obtenidos al sintétigadirectamente del ADN

genomico; esta pequefia cantidad es casi imposibleletectar al analizar los

productos.
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Primer ciclo

ernmene - D@snaturalizacion del ADN|

™ Alineamiento de los oligos

Extension

Se sintetizan dos fragmentos un poco mMas
largos de lo esperado

Segundo ciclo
(Se muestra solo la alineacion y la extension)

Se amplifica otra vez la cadena de ADN ¥ se amplifican los fragmentos generados
en el primer ciclo. Asi se obtienen los 2
primeros fragmentos def tamano esperado

Tercer ciclo
(Se muestra solo la extension)

Se amplifican también los fragmentos del ¥ por dltimo, se amplifican 2 fragmentos.
tamafo esperado obtenidos en el ciclo 2 largos sobre la cadena de ADN

Figura 3. Descripciéon del proceso de un PCR en Ipsimeros ciclos de reaccion.
Comunmente se utilizan 35 ciclos para amplificar dragmento que se requiere.
Fuente: Parkers, citado por Eguiaeal 2007.

2.8.3. Métodos para Visualizar la PCR

Para analizar el o los fragmentos obtenidos eRGHR, se utiliza la
electroforesis, ya sea en geles de agarosa o denade, la electroforesis permite
separar estos fragmentos de acuerdo al tamafaldaina. Tanto la agarosa como la
acrilamida forman una especie de red con agujerdardaios diferentes, por la cual

obligamos a pasar los fragmentos de ADN, “jalanslola través de corriente
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eléctrica, hacia el polo positivo, ya que la catgaina molécula de ADN es negativa

por la presencia de grupos fosfato (P-) (Equiatria, 2007).

2.8.3.1. Métodos para geles de agarosa

Sera necesario tener en el laboratorio equipopeuaita trabajar con
los geles: una camara de electroforesis, una fudnigoder, un transiluminador de
luz UV y equipo de fotografia (lo mas sencillo: w&anara polaroid, un filtro para
luz UV y un cono adaptado a la camara, o tambiésteex camaras especiales y
equipo de computo especifico para ello) para guwalmamagen del gel. Para

empezar hay que preparar el buffer de corrida.

El buffer mas comdn es el TBE (Tris Boratos EDTA)e por ser
muy estable puede reutilizarse varias veces. Tamdgeutiliza con frecuencia el
buffer TAE (Tris Acetatos EDTA), que es menos dstajue el TBE y tiende a
ionizarse mas rapido, pero permite obtener mejoarseion de bandas, sobre todo si

son de gran tamafio (1 Kb o mas) (Eguiattal, 2007).

La agarosa se disuelve en el mismo buffer queikzaypara la corrida, y se
calienta hasta ebullicién para disolver bien e/polCuando se enfrie y solidifique se

agrega el buffer necesario hasta cubrir bien e{Egiarteet al, 2007).
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2.8.3.2. Cargando el gel

Con una pipeta, cada muestra se vierte en un pomszclada
previamente con 1 o 2 micro litros de colorante coerida. Generalmente los
colorantes de corrida llevan alguna sustancia aspesno glicerol o sacarosa, que
permite que la muestra caiga hacia el fondo deb ppios colorantes (como el xilen-
cianol o azul de bromofenol) dan una idea de coamomigrando los fragmentos (en
un gel de agarosa al 1%, el azul de bromofenolanjignto con los fragmentos de
300 pb, y el xilen-cianol migra igual que los fragmos de 4 Kb) (Eguiartet al,

2007).

Por lo menos un carril del gel siempre deberartenemarcador de
peso molecular como control para saber el tamaftagidbandas que se tendran.
Tampoco debe olvidarse poner en el gel los corstroégativo y positivo (Eguiarts

al, 2007).

2.8.3.3. Tincioén del gel

Lo mas comun es utilizar bromuro de etidio, quéres molécula con
dos propiedades importantes: se intercala en Besliel ADN vy brilla con luz UV a
una longitud de onda determinada (264-366 nm) cauaél se observa las bandas de

ADN en el gel (Eguiartet al, 2007).
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2.9. CARACTERIZACION MOLECULAR DE Colletotrichum spp.

El uso de técnicas moleculares ha posibilitadaiincion entre
especies de este género, datos derivados de anddisacidos nucleicos son la
herramienta mas confiable para construir la clesiion de Colletotrichum

(Rodriguez, 2007).

En estudios d€olletotrichum, el trabajo se ha concentrado en dos
partes del genoma, mitocondrial (ADNm) y ribosonfADNr). Ambos estan
presentes como multiples copias dentro de la céhslauales permiten el analisis
bajo condiciones experimentales menos severas. &slafe estos genes en los
ultimos afos se ha incrementado el uso de secgetieigenes como fatubulina y
el factor de elongacion 1 alpha (E&)}l(Freeman y Katan, citados por Rodriguez,

2007).

Se han usado primers arbitrarios (decameros) patactar la
diversidad genética e@. acutatum, C. gloeosporioides, C. fragari@ridge et al,
citados por Rodriguez, 2007). En esos andlisigrémgnentos generados sugirieron
gue C. acutatumpodria estar ubicado en siete grupos, con menagaciones
dentro de un grupo. Las cepas de Europa tuviertnomess idénticos de RAPD y
fueron distintos de las cepas americanas las caatagieron muy relacionadas entre
ellas pero no idénticas. Las cepasQlegloeosporioidesio mostraron variacion y
fueron idénticos a un grupo d& fragariae Con analisis de RFLP se observaron

altos niveles de variaciéon entre las cepa€ dgloeosporioidesle plantas tropicales,
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con la excepcion de cepas obtenidas de mango daeden encontrados pocos

polimorfismos (Prusket al, citado por Rodriguez, 2007).

La identificacion de especies por métodos tradales (morfologia,
color de la colonia, tamafio de conidia), pueden seo suficientes para la
identificacion de especies y subespecies, lo caatriico para el manejo de la
enfermedad, mejoramiento y control del patégeno. dextificacion de la
compatibilidad vegetativa y el uso de técnicas mddres ofrecen medidas
complementarias para la caracterizacion confiabléadaxa; asi como la diversidad
genética de poblaciones @wolletotrichum.En recientes estudios se han utilizado
primers especificos de especies para diferenctee arslamientos d€. acutatunmy
C. gloeosporioidesle citricos; ademas los aislamientosddecutatunprovenientes
de un amplio rango de hospederos fueron confialiiesregrupados y delineados del
aislamiento deC. gloeosporioidesisando primers especificos @e acutatumDel
mismo modo, usando primers especificosQlegloeosporioidesy C. fragariae,
aislamientos de esta especie se distinguierdd. @eutatumPruskyet al, citado por

Rodriguez, 2007).



lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION DEL LUGAR DE INVESTIGACION

3.1.1. Ubicacion Politica

La investigacion se llevd a cabo en la ProvinciaPdehincha, Cantdn Rumifiahui,
Parroquia San Fernando, Hacienda el Prado, erabmsdtorios e invernaderos del
area de Fitopatologia de la Carrera de IngeniemiecCencias Agropecuarias —

[.LA.S.A.

3.1.2. Ubicacion Geografica

La ubicacién geografica en donde se realizé ehjealde invernadero se encuentra
descrita a continuacién y la ubicacion visual eplaho topogréfico.

Longitud: 78°24°44™" O Latitud: 0°23°20"" S Altitud: 2721 msnm
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-

-0.388880 -78.4122227

: Hacienda El Prado

Figura 4. Localizaciéon geogréfica de la Hacienda &rado (IASA).
Fuente: Google earth, 2012.

3.1.3. Ubicacion Ecolégica

Los datos climaticos durante la época de ejecutébestudio son los siguientes:

Tabla 1. Datos meteorolégicos de la Hacienda el Rfa.

PROMEDIO

ANUAL
Altitud: 2748 msnm
Latitud: 0°23°20"
Longitud: 78 °24° 44"
Temperatura promedio:

14,19 °C
Temperatura maxima:

20.65 °C
Temperatura minima:

7,42°C
Humedad relativa: 67,11%

Fuente: Estacion Meteoroldgica IASA, 2011.
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MATERIALES

3.2.1. Materiales para la Fase de Laboratorio

Caracterizacion morfologica de poblacioneadetotrichumspp:

Ramas y tallos de chocho colectados en Imbabumineha vy

Tungurahua (Enero-Febrero del 2011) con sintomasteaisticos de
antracnosis.

Frutos de tomate de arbol colectados en Imbabuicineha vy

Tungurahua (Enero-Febrero del 2011) con sintom@cteristicos de
antracnosis.

Para la desinfeccion se utilizé jabon liquido, kipdto al 0.5% y
agua estéril.

Cajas Petri (x10), porta y cubre objetos, mediorAgapa Dextrosa
(100g), Tween 80, KOH, alcohol antiséptico, estaptina,

autoclave, mechero, incubadora, microscopio, balaNaOH, papel

filtro, sacabocado, medio Agar Agua, camara de fllgminar, estufa.

Caracterizacion molecular de poblacione€adéetotrichumspp:

5 cultivos monospdricos provenientes de frutosdeate de arbol

5 cultivos monospdéricos provenientes de ramadagstde chocho.
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Bisturi, morteros, estufa, autoclave, mechero, haltopotable,
Nitrégeno liquido, kit de extraccion de ADN parangos Omega,
bafio  maria, termociclador, foto documentador, worte
microcentrifuga, camara de electroforesis, camardiwjo laminar,
incubadora, pipetas volumétrica de 0.5-10ul, pgpetdumétrica de 2
-20ul, pipetas volumétrica de 10-100ul, pipetasunadtrica de 100-
1000ul, pipetas volumétrica de 5ml, probeta plastie 50ml, probeta
plastica de 100ml, erlenmeyer de 250ml, gel de ésgr primers
(ITS1, ITS4, Calnt2, Cgint), TAE 1X, buffer corridanarcador

comercial de 100 bp, Bromuro de Etidio, parafilm.

3.2.2. Materiales para la Fase de Invernadero

Produccion de plantas de chocho y tomate de arbol:

Semillas de tomate de arbol variedades comun ytggaomuan
Semillas de chocho de 3 genotipos selectos (F817122-4)

Sustrato para el tomate de arbol 2:1:1 (tierraayezpscarilla de
arroz, fibra de coco).

Sustrato para el chocho 1:1:1 (tierra negra, panibra de coco).
150 macetas

Regadera

Produccién de in6culo:

90 plantas de tomate de arbol variedad comun yntggaomun
60 plantas de chocho de 3 genotipos selectos (281,/722-4)

5 aislamientos puros extraidos de frutos de toaat@bol



35

» 5 aislamientos puros extraidos de ramas y tallahdeho.
* Frascos de vidrio (x20), probeta plastica de 1Q00wasos de
precipitacion de 100ml, porta y cubre objetos, plae Neubauer,

microscopio, pipetas volumétrica de 2 -20ul.

3.2.3. Materiales de Oficina

* Libreta de campo, computadora, impresora, hojgsagel bond

3.3. METODOS

3.3.1. Fase Experimental de Laboratorio

3.3.1.1. Caracterizacion morfolégica de poblaciones

de Colletotrichum spp.

Se aislaron muestras d&olletotrichumspp de tallos, vainas y semillas de
chocho [. mutabili§ y frutos de tomate de arbob.( betacen con sintomas
caracteristicos de antracnosis, de diferentesitlattds de la serrania ecuatoriana.

Cada muestra se etiquetd con el nombre del lugalogalizacion geogréafica.
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Cuadro No 1. Posicion geografica de las localidaddsnde se tomaron muestras
con sintomas caracteristicos de antracnosis en toteade arbol y chocho.

CULTIVO CHOCHO
PROVINCIA | LOCALIDAD |POSICION
Ambato Sigchos N 075963p
E 9917749
Ambato Santa Ana NO076299p
E 9915856
Ibarra Zonal N 0805478
E 0023198
Ibarra Zona 2 N 0808523
E 0034031
Pichincha IASA -3857416
-78.415.013

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

Para aislar el patdgeno se cortaron los fragmentestados, se lavaron con
agua corriente durante diez minutos, seguido de lereados de un minuto con
hipoclorito al 0.5% y finalmente uno con agua éspér un minuto. Los fragmentos
desinfectados se sembraron en 5 cajas Petri paraidtamientos de chocho y en
otras 5 cajas Petri para los aislamientos de todw#ebol. Las cajas tuvieron medio
de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) més sulfateskeeptomicina (250 pg .
Las cajas se incubaron a 25°C durante 10 dias.ctlasmias que mostraron un
crecimiento significativo y morfologia tipica @vlletotrichumfueron transferidas a
nuevas cajas Petri con PDA mas estreptomicina,ahabtener cultivos puros

(Falconi, 1998).

Para obtener cultivos monospéricos se suspendi6® ledporas/ml de cada
aislamiento deColletotrichumen solucién salina (0.5%) més Tween 80 (0.1%). De

esta suspension se tomd con el aza de transferameigota y se colocé en una caja



37

Petri con Agar agua, donde se extendio en formeuddricula para diseminar las
esporas. Mediante un estereomicroscopio se sefal@spora d€olletotrichumde
cada aislamiento, la cual se extrajo con un saealmopara sembrarla en una nueva
caja Petri con medio Agar Papa Dextrosa (PDA), robtelo tres cajas por cada
aislamiento. Estas cajas se mantuvieron a 25 °@meeratura durante 10 dias.
Finalmente se guardaron las esporas en rodajpap# filtro esterilizado en viales

para proximas multiplicaciones (Falconi, en prensa)

Una vez que los aislamientos tuvieron un crecinsiengnificativo procedimos a
recopilar la informacion de las variables paradaatipcion macro y microscopica

del patégeno.

» Color y forma de la colonia: con una regla se malitargo y el ancho de la
colonia y se observo el color en el haz y el enlé&a caja Petri.

* Aspecto micelio: se observo el aspecto del micstilo en el haz de la caja
Petri.

« Forma y tamafo de la conidia: Esta variable serm@té mediante un
microscopio Optico de luz. Para las mediciones td&d un micrometro

ocular adaptado al ocular y calibrado para el olgete inmersion.
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3.3.1.2. Caracterizacion molecular de poblaciones de

Colletotrichum spp.

Los 5 cultivos monospodricos de chocho y los 5 amate de arbol se

sembraron en medio Agar Papa Dextrosa (PDA) ynsebaron 5 dias a 25 °C

(Talhinhaset al.,2002).

La extraccion de ADN se realizo mediante el kiegdraccion Omega, especifico

para hongos, siguiendo el procedimiento del fahtecaon una ligera modificacion,

el cual se detalla a continuacion:

Triturar (muy bien) aproximadamente 100mg del nncelon ayuda del
nitrégeno liquido.

Afadir 600ul de Tampdén FG1 (afiadir 5ul de RNasednl y 10ul de 2-
mercaptoethanol).

Poner a 65° C durante 10 min. Mezclar mediantersnive de tubo.

Anadir 140ul de Tampdn FG2 (vortex).

Centrifugar 10000 x 10min.

Recoger 600ul en un nuevo tubo eppendorf.

Afadir 300ul de Tampén FG3.

Afadir 600ul de etanol absoluto (vortex).

Ponerlo en una columna (2 veces).

Centrifugar 10000 x 1min.

Lavar con 750ul de Wash Buffer (repetir 2 vecegnt@ifugar 10000 x 1min.

Centrifugar a maxima velocidad x 2min para secaplamna.
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« Transferir a otro tubo eppendorf y afiadir 100uadea a 65° C (FRACCION
A).

» Para incrementar la concentracion de DNA, poneagla e incubar la
columna 5min a 65° C.

» Esperar 1min y centrifugar a10000 x 1min.

* Volver a recoger con 100ul de agua a 65° C. (FRAINCB).

Para empezar se prepar6 1 litro de buffer de @maidortiguador TAE 10X el
cual consta de: Tris base (48.40g), NaOAc (4.18@EDTA(2.92g) (CIMMYT,
2006) luego se obtuvo el TAE 1X al diluir el TAEXL,Oque es el que fue utilizado

para la corrida del DNA.

Para visualizar el DNA se utilizé un gel de agam@sa8% en TAE (Tris-acetate-
EDTA)1X. Se tomé 1ul del colorante de corrida (Blwece) y 4ul de cada muestra
de DNA, se coloco en la camara de electroforesis giejé migrar en TAE 1X a 100
Voltios durante 1 hora. Como peso molecular estaselatilizO marcador comercial

de 100 bp (INVITROGEN).

Para detectar los fragmentos de DNA se utilizo swiacion de TAE 1X con
Bromuro de Etidio al 0,05% y se visualiz6é bajo larapara de luz ultravioletay en
un foto documentador (LMS-20F).

Una vez obtenido el DNA de los aislamientos de bbog tomate de arbol se
procedié a realizar la amplificacion de secuend&sas regiones ITS del rRNA por
medio de PCR. Ademas se afadieron controles quenfue¢ control positivo para

cada una de las dos especies y un control negatwo agua molecular. La
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identificacion molecular de las dos especieCdéetotrichumse realizé mediante
una prueba de diagndstico con cebadores espediegosgloeosporioide¢Cglint) y
de C. acutatum(Calnt2), en combinacién con el iniciador univei3&4 (Talhinhas

et al.,2002).

A continuacioén se detallan las secuencias de lomdores a utilizarse:

Tabla 2. Secuencias de iniciadores o primers a usa en la caracterizacion

molecular de Colletotrichum spp.

Nombre del Secuencia nucleotidica Referencia
iniciador 5 -3
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG Whiteet al.,1990
ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Whitet al., 1990
Calnt2 GGGGAAGCCTCTCGCGG Sreennivasaprasiad
al.,1996b
Cglnt GGCCTCCCGCCTCCGGGCGQA Milt al., 1992

Fuente: Talhinhaset al.2002.

Para la PCR se utilizé Buffer 10x, Mg@GOuM, dNTPs 25Um, ITS1, ITS4,

Calng, Cgint, TAQ, Agua Molecular y DNA de cada aislaniae
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Tabla 3. Condiciones estandar para un PCR (calculggara 50ul en cada tubo).

Concentracion Volumen Master mix (4
Inicial (Imuestra) muestras)

Buffer 10x Sul 20ul
MgCl, 50nM 2ul 8ul
dNTPs 25nM 0.4ul 1.6ul
ITS1 100pM 0.25ul 0.25ul/muestra
ITS4 100pM 0.25ul 0.25ul/muestra
Taqg 5U/ul 0.4ul 0.4ul/muestra
Agua Molecular 33.7ul 134.8ul
ADN 8ul 8ul/muestra

Fuente: Falconi,2012

Tabla 4. Condiciones estandar para un PCR (calculgsara 50ul en cada tubo)

Concentracion Volumen Master mix (10

Inicial (Imuestra) muestras)
Buffer 10x Sul 50ul
MgCl, 50nM 2ul 20ul
dNTPs 25nM 0.4ul 4ul
Calnt2/Cgint 100pM 0.25ul 2.5ul
ITS4 100pM 0.25ul 2.5ul
Taqg 5U/ul 0.4ul 4ul
Agua Molecular 33.7ul 337ul
ADN 8ul

Fuente: Falconi,2012.
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Las reacciones de amplificacion con los iniciadoi€S1 e ITS4 se
efectuaron en un termociclador con la siguientgr@macion: 1 ciclo de 2 min a
95°C, 25 ciclos de 30 segundos a 95°C (desnataraliz), 1 min a 44°C
(anidamiento), 1 min a 72°C (extensién), terminandn 1 ciclo de 5 minutos a

72°C. Dando un total de 40 ciclos en dos horasdianeconservandolo a 4°C.

Las reacciones de amplificacion con los iniciadaCalnt2, Cgint e ITS4 se
efectuaron con la siguiente programacion: 1Imin@®52min (58°C) y 1min (72°C).

Dando un total de 35 ciclos y conservandolo a 4°C.

Para visualizar las amplificaciones se utilizé wh de agarosa al 1,5% en
TAE (Tris-acetate-EDTA)1X. Se tomo6 1ul del colommte corrida (Blue Juice) y
4ul de cada muestra (producto del PCR), se coloda eamara de electroforesis y
se dejé migrar en TAE 1X a 100 Voltios durante *ahoComo peso molecular

estandar se utilizé marcador comercial de 100 K ITROGEN).

Para detectar los fragmentos de DNA se utilizésolacion de TAE 1X con
Bromuro de Etidio al 0,05% y se visualiz6 bajo ldrapara de luz ultravioleta y un

foto documentadoiLMS-20F).

Productos de PCR usando ITS1 e ITS4 como primeesoriu enviados
MAGROGEN - EE.UU, para su secuenciacion. Una ventiticados las especies
deColletotrichumpresentes en los aislamientos de las plantabatdno y tomate de
arboles recolectados, se procedié a analizar dasescias de las mismas para

proceder a utilizar herramientas bioinformaticamaedClustal X, UPGMA, GenBank
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etc. Se considero secuencias del GenBank de agsitoai deColletotrichumde
chocho identificados en estudios realizados pohifiaaset al (2002) y Nirenberg
et al (2002) para determinar la distancia genética o &islamientos de
Colletotrichum de Ecuador, graficando sus relaciones fenéticas.

Tabla 5. Espaciador transcrito interno 1 y 2 secuatias de aislados de

Colletotrichum utilizados en este estudio

Isolate code EMBL Determination by the Host Country
accession authors as
BBA 70343 AJ301915 C. acutatunf Primula Netherlands
PD 93/1373 PD
BBA 70344 AJ301916 C. lupini var. setosurfh Lupinussp. Netherlands
PD 93/1436 PD
BBA 700073 AJ301927 C. lupini var. setosufh Lupinus polyphyllubyb Germany
BBA 63879 AJ301930.1 C. lupini var. lupiné Lupinus mutabilis Bolivia
BBA 70884 AJ301948 C. lupini var. lupiné Lupinus albus Ukraine
AJ300558 Colletotrichumsp.” Lupinus angustifolius Portugal
AJ300563 Colletotrichumsp.” Lupinus mutabilis Portugal
AJ311391 C. acutatuni Lupinus albus Canada
AJ300558 C. acutatuni Lupinus albus Portugal
AJ749674 C. acutatunf Olea europea Portugal
subspeuropea
AJ749679 C. acutatunf Olea europea Portugal
subspeuropea
AM991131 Glomerella acutata Olea europea Portugal
subspeuropea
AM991137 Glomeralla acutata Olea europea Portugal
subspeuropea
Lup 1 JIN543059 C. acutatum Lupinus mutabilis Ecuador
Tam 6 JIN543069 C. acutatum Solanum betaceum Ecuador
Tam 7 JN543070 C. acutatum Solanum betaceum Ecuador
Lup 12 JIN543060 C. acutatum Lupinus mutabilis Ecuador
Lup 14 JIN543061 C. acutatum Lupinus mutabilis Ecuador
Lup 16 IN543062 C. acutatum Lupinus mutabilis Ecuador
Lup 18 JIN543063 C. acutatum Lupinus mutabilis Ecuador
Tam 20 JIN543071 C. acutatum Solanum betaceum Ecuador
Lup 21 IN543064 C. acutatum Lupinus mutabilis Ecuador
Lup 24 JIN543065 C. acutatum Lupinus mutabilis Ecuador
Lup 28 IN543066 C. acutatum Lupinus mutabilis Ecuador
Lup 30 JIN543067 C. acutatum Lupinus mutabilis Ecuador
Lup 31 JIN543068 C. acutatum Lupinus mutabilis Ecuador
AF521205 C. acutatuni Solanum betaceum Colombia
AF521210 C. acutatuni Solanum betaceum Colombia
345034 AJ536207 C. acutatun? Fragaria x ananassa Australia
356878 AJ536229 C. gloeosporioide’ Fragaria x ananassa Italy
345047 AJ536223 C. fragariae” Fragaria x ananassa USA
347765 AJ536231 C. falcatun' Fragaria x ananassa Bangladesh

Fuente: Falconi C.E. (2012) CharacterizationG@xdlletotrichum acutatugrithe causal
agent of anthracnose in lupibupinus mutabilisand tamarillo $olanum betaceum

from Ecuadorian Andes. PhD. Thesis, Wageningen &isity. p.57

a Isolate sequenced by H.I. Nirenberg eR@D2 Mycologia94(2), 307-320

® |solate sequenced by Talhinhas et al. 2BBgtopathology2 (9), 986-996

¢ Isolate sequenced by Talhinhas et al. 2005 (EMigtctisubmission)

4 |solate sequenced by Talhinhas et al. 2appl. Environ. Microbiol 71(6), 2987-2998

¢ Isolate sequenced by Talhinhas et al. 2009 FEAitSobiol. Lett.296, 31-38

" Isolates sequenced by Falconi C.E. (2012) (EMBieasion number)

9lsolate sequenced by Afanador et al. 2@@8/topatholog®3(5), 579-587

" |solate sequenced by P.V. Martinez-Culebras €03 JPhytopathologyl51, 135-143
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3.3.2. Fase Experimental de Invernadero

3.3.2.1. Siembra de semillas de chocho y tomate de

arbol

Se procedi6 a preparar el sustrato donde se sesnldes semillas de chocho
(desinfectadas con hipoclorito al 0.5%), el cuahsté de tierra negra, pomina y
fibra de coco en relacion 1:1:1. La siembra seizéan macetas con el sustrato

mencionado con 3 semillas por cada maceta.

Se prepar6 el sustrato donde se sembraron laflasede tomate de arbol
(desinfectadas con hipoclorito al 0.5%), el cuaistd de tierra negra, cascarilla de
arroz y fibra de coco en relacion 2:1:1. La siengwaealizo en platabandas con dos
semillas por sitio, luego se trasplantdé cuandolastulas alcanzaron una altura de

12-15cm, una por maceta para la respectiva inoémac

Las plantas de tomate de arbol se las sembr6 qméekss del chocho, debido
a su ciclo de cultivo, que fueron 3y 1.5 mesepeaetivamente. Una vez obtenida la

altura necesaria se trasladaron al umbréculo pgpasterior inoculacion.
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3.3.2.2. Inoculacién _en las plantas _de chocho_y

tomate de arbol.

Se tomo 15ul de suspension de esporas (soluciia £85%+tween80 0.1%)
de cada aislamiento y se sembré en cajas Petrintetio de cultivo PDA y
estreptomicina (250 pg M. Las cajas Petri se mantuvieron a 25°C de terhpara
durante 8 dias. Al octavo dia se realizO la cosegcltanteo de esporas con una
camara de Neubauer de cada uno de los aislamieet@olletotrichum 1x1Q

esporas/ml.

Una vez colectado el inoculo de cada aislamient@aléetotrichumusando
una aguja hipodérmica se realiz6 dos heridas etalms de tomate de arbol y una
herida en los 3 tallos de chocho, donde se inyEgtal de la suspension de esporas

de cada aislamiento.

Para evaluar la reaccion de las plantas se usésoza de severidad: 1 = la
inmunidad, sin ningun tipo de lesién o arruga dmlos, 2 = lesiones muy pequefias
en hojas (menos de 2 mm), esporulacion ausentedebp® y localizada, 3 = zona
apical del tallo central se duplica debido a lsedsfén, poca esporulacion, 4 =
presencia de lesiones medianas (2-5 mm) en larregéyistematica o en el punto de
lesion que se realizd, acompafado de poca espidmlac= presencia de lesiones
(méas de 5 mm) sobre el tallo principal o en la zdeameristemas con tejido
necrotico, acompafiado por el colapso de los tejidsporulaciéon abundante), 6 =
plantas severamente afectadas y necréticas, caplamiertas. Escala de antracnosis

con apariciones en las plantas (1-2 reaccion inatitvlp - reaccion resistente, 3-6
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reaccion compatible - reaccion susceptible) (Fdlcen prensa). Considerando las

lesiones causadas a los 10, 15, 20 y 25 dias jwretea la inoculacion.

Finalmente se realiz6 un re-aislamiento del hongedd las hojas y tallos de
chocho y de tomate de arbol, los mismos que fupuoificados para verificar que
los aislamientos procedieron de las muestras deolletotrichum obtenidas

anteriormente.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DIAMETRO Y AREA DE LA COLONIA DE AISLAMIENTO

DE CHOCHO

El andlisis de varianza para el diametro y el deela colonia d€. acutatum
no encontrd diferencias significativas (p< 0.05rerratamientos para cada una de

estas variables (Cuadro 2).

Los promedios generales para el diametro mayornomeeron: de 48.40 y
45.27 mm, respectivamente, mientras que el aread&el779.98 mM con
coeficientes de variacion de: 16.04, 14.40 y 28.3@%pectivamente (Cuadro 2).
Cuadro No 2. Analisis de varianza para el diametrgy area de la colonia de 5

aislamientos @ C. acutatum causa de la antracnosis egrl cultivo de chocho(L.
mutabilis), IASA Sangolqui-Pichincha 2010-2011

FUENTES DE gl DIAMETROS (mm) AREA DE LA
VARIACION MAYOR | MENOR | COLONIA (mm?
TOTAL 14
TRATAMIENTOS 4| 192.23ns| 128.57 ns 829990.15 ns
ERROR 100  60.27 42.47 254260.10
X(mm) 48.40 45.27 1779.98
CV (%) 16.04 14.40 28.33

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

Si bien los aislamientos no se diferenciaron est@dimente para cada una de
estas tres variables, los mayores promedios delaiié@ mayor, del diametro menor
y del area de la colonia correspondieron a losmigintos CA2 y CA3. Mientras que

el menor promedio correspondio al aislamiento C8dadro 3).
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Cuadro No 3. Variabilidad en el tamafio de la colo@ en 5 aislamientos de.
acutatum causa de la antracnosis en el chochb.(mutabilis)

TRATAMIENTOS DIAMETROS (mm) AREA DE LA

(AISLAMIENTOS) MAYOR MENOR COLONIA (mm ?)
CAl 40.33 39.33 1277.84
CA2 56.67 53.67 2405.94
CA3 57.33 50.67 2277.13
CA4 44.67 43.00 1576.03
CA5 43.00 39.67 1362.93

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

4.2.

DE TOMATE DE ARBOL

DIAMETRO Y AREA DE LA COLONIA DE AISLAMIENTOS

El analisis de varianza para el diametro y el deeka colonia d€. acutatum

no presentaron diferencias significativas (p< 0@&&)ye tratamientos para cada una

de estas variables (Cuadro 4).

Los promedios generales para el diametro mayornomieron: de 43.00 y

39.73 mm, respectivamente, mientras que la sujeerffoe de 1374.45 mimcon

coeficientes de variacion de: 16.17, 18.35 y 40.3&%pectivamente (Cuadro 4).

Cuadro No 4. Analisis de varianza para el diametrgy area de la colonia de 5
aislamientos deC. acutatum causa de la antracnosis del tomate de arboB(
betaceum). IASA Sangolqui-Pichincha 2010-2011.

FUENTES DE gl DIAMETROS (mm) | AREA DE LA
VARIACION MAYOR MENOR COLONIA
(mm?)
TOTAL 14
TRATAMIENTOS 4 26.67 ns 69.90 ns 304577.91 1
ERROR 100  48.33 53.13 307629.62
X(mm) 43.00 39.73 1374.45
CV (%) 16.17 18.35 40.35

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012
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Si bien los aislamientos no se diferenciaron estizdimente en cada una de
estas tres variables en estudio, el mayor promaelidiametro mayor, del diametro
menor y del area de la colonia correspondieronisdaraiento TA4 y solo el
diametro menor y area de la colonia para TA5. Mantue el menor promedio
correspondio a los aislamientos TA1, TA2, TA3 paraiametro mayor y menor y
solo el TAl para el area de la colonia (CuadroEstos datos indican una ligera
variabilidad en la morfologia sin que ésta seaifigiiva (p< 0.05).

Cuadro No 5. Variabilidad en el tamafio de la colom en 5 aislamientos de.
acutatum causa de la antracnosis en tomate de arb@.(betaceum)

TRATAMIENTOS DIAMETROS (mm) | AREA DE LA COLONIA
(AISLAMIENTOS) | MAYOR MENOR (mm?)

TAL 41.67 37.33 1221.30

TA2 41.67 37.33 1225.22

TA3 41.67 37.33 1225.22

TA4 48.33 48.33 1943.86

TAS 41.67 38.33 1256.64

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

4.3. FORMA DE LA COLONIA DE LOS AISLAMIENTOS DE

CHOCHO

El 70% de los aislamientos manifestaron coloniasfatma oval y 30%
circular, a excepcion de las colonias del CA2 gresgntaron el 100% forma oval

(Gréafico 1).
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Gréfico No 1 Analisis comparativo de la forma de la colonigapa aislamientos de
C. acutatuntausa de la antracnosis del chocho.
Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

44. FORMA DE LA COLONIA DE LOS AISLAMIENTOS DE

TOMATE DE ARBOL

El 66.7% de los aislamientos manifestaron las ¢atode forma y 33.33%

circular, a excepcion del TA4 en donde el 100%adedolonias presentaron forma

circular (Grafico 2).
100% -

90% -

80% -

70% -

60% -

50% -

40% - B CIRCULAR
30% - mOVAL

20% -

10% -

0% - T T T T
TA1 TA2 TA3 TA4 TAS

AISLAMIENTOS TOMATE DE ARBOL

(%)

FORMA COLONIA

Grafico No 2 Andlisis comparativo de la forma de la colonigapa aislamientos de
C. acutatuncausa de la antracnosis del tomate de arbol.
Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012
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4.5. FORMA DEL ANILLO CONCENTRICO DEL MICELIO DE

LOS AISLAMIENTOS DE CHOCHO

En términos generales los mayores porcer del anillo concéntrico d¢
micelio en los aislamintos CA1, CA2 YCA3 fueron para una forma pronunci,
sin embargo, en aislamiento CA5 el mayor porcente correspondio al
semipronunciado, por otro lados aislamientos CA1l, CA2 A3 presentaron 30%
de anillos no pronunciados. El Unico tratamiente manifestdas tres formas (no

pronunciado, semipronunciado y pronuncii fue el CA4(Gréfico 3)

100% -

60% - SEMI-

50% - PRONUNCIADO
:g : mNO

roor PRONUNCIADO
10% - B PRONUNCIADO
0% - T T T T

CAl CA2 CA3 CA4 CAS
ATISLAMIENTOS CHOCHO
Grafico No 3 Analisis comparativo del anillo concéntrico del elic de 5

aislamientos d€. acutatun causa de la antracnosis del chocho.
Fuente: Pinto yTiaguaro, 202

ANILLO MICELIO (%)
S

4.6. FORMA DEL ANILLO CONCENTRICO DEL MICELIO DE

LOS AISLAMIENTOS DE TOMATE DE ARBOL

Al analizar la forma del anillo concéntrico del micelio de cinco

aislamientos deC. acutatur de tomate de arbol se apregian variabilida de
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coloraciones. Los aislamientos TA2 Y TAb tuvietoa mayores promedios para la
forma del anillo semipronunciada; sin embargo, emigamiento TA1 el 100%

correspondio al semipronunciado. El aislamiento pA&sentdé mayor presencia de
anillo no pronunciado y el aislamiento TA4 mayoeg@ncia de anillo pronunciado

(Gréafico 4).

100% -
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10% -

0% - . . . .

TA1 TA2 TA3 TA4 TAS
AISLAMIENTOS TOMATE DE ARBOL

ANILLO MICELIO (%)

Gréfico No 4 Andlisis comparativo del anillo concéntrico delcetio de 5
aislamientos d€. acutatuntausa de la antracnosis del tomate de arbol.
Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

4.7. COLOR DE LA COLONIA DE LOS AISLAMIENTOS DE

CHOCHO

Al analizar el color de la colonia de cinco aislantos deC. acutatumde
chocho se pudo apreciar gran variabilidad de esldros aislamientos CA1 y CA5
presentaron mayor coloracion verde oliva gris 661¥% Yy el resto de la colonia
verde oscuro gris con 33.33%, mientras que loamisihtos CA2 y CA3 el 66.7%
correspondio a verde oliva gris y los complemeategrde oscuro gris. EI CA4 fue

el Uunico que presentd el 100% de verde oliva @isfico 5). Esto indica gran
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variabilidad de la colonia de los aisladoSecutatundel chocho, al observarla en

el envés de la caja Petri con PDA.

100% +
90% -
80% -
70% -
60% -
50% - verde oscuro+ gris
40% - mverde oliva+ negro
0f -
280;2 | mverde oliva+ gris
10% -
0% T T T T T

CAl1 CA2 CA3 CA4 CAS5
AISLAMIENTOS CHOCHO

COLOR DE COLONIA (%)

Gréfico No 5 Andlisis comparativo del color de la colonia daiflamientos d€.
acutatumcausa de la antracnosis del chocho.
Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

4.8. COLOR DE LA COLONIA EN LOS AISLAMIENTOS DE

TOMATE DE ARBOL

Al analizar el color de la colonia en cinco aislantos deC. acutatumde
tomate de arbol se observd que los aislamientos YiAAS presentaron 66.7 % de
coloracion anaranjado gris y el 33.33% salmoén gnigntras que los aislamientos
TA2 y TA3 obtuvieron un mayor porcentaje para sairgas y el resto correspondio
para anaranjado gris, a excepcion del TA4 en dehd®0% del color del haz de

colonia fue anaranjado gris (Gréfico 6).
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Grafico No 6 Analisis comparativo del color de la colonia daiflamientos d€.
acutatumcausa de la antracnosis del tomate de arbol.
Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

Al analizar el diametro de la colonia tanto paralaanientos de chocho
(Cuadro 2) como para aislamientos de tomate dd Cloadro 4) se observo que en
ambos cultivos el tamafio de la colonia no supesét® mm de diametro mayor ni
los 45 mm de diametro menor, luego de 8 dias a 28°Gcubacion. Este rango
coincide con las observaciones realizadas por fladisiet al (2002), quienes
establecieron el tamafio de la colonia @nacutatum.El primer grupo estuvo
formado por aislamientos deipinusspp, aislamientos de referencia@eacutatum
y otros hospederos, de crecimiento lento con pramedtre 30.0 a 45.2mm de
tamafo de la colonia, y el segundo grupo formadogmamientos de citricos y
aislamientos de referencia d& gloeosporioidesde crecimiento rapido con un

promedio entre 50.2 a 70.3mm de tamario de la izolon

En lo referente a forma de la colonia (Grafico 2)yse pudo apreciar que en

su mayoria tanto aislamientos de chocho como dattome arbol tuvieron una
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forma oval, igualmente en la forma del anillo cartdéo del micelio (Grafico 3 y 4).
Tanto los aislamientos de chocho como de tomatériel variaron la forma del
anillo concéntrico entre pronunciado a semiprorashwi Estos datos podrian servir
como referencia para una precaracterizacion enirposestudios considerando la
morfologia deC. acutatum Segun Talhinhast al (2002), los aislamientos de.
acutatumpresentan diversas coloraciones, densidades yrasxtdependiendo de su
hospedero, que generalmente varia entre salmowlaosaranja, carmin, ocre o
verde oliva. En cambio los aislamientos d& gloeosporioidespresentan
coloraciones crema, gris o plomo en sus coloniaedta investigacion el color de la
colonia que prevalecié en los aislamientos de ah¢Ghmafico 5) fue verde oliva gris,
mientras que el color de la colonia en los aislato® de tomate de arbol (Grafico

6), vario de anaranjado a salmon.

4.9. TAMANO DE LAS CONIDIAS DE LOS AISLAMIENTOS DE

CHOCHO

El andlisis de varianza para el largo y ancho sledaidias d€. acutatunde
cinco aislamientos indica diferencias significasi@<0.01) para el largo, mientras

gue en el ancho las diferencias significativasdogp<0.05) (Cuadro 6).

Los promedios generales fueron: de 15.83 y 6.43pawa el largo y el ancho
de las conidias, respectivamente, con coeficieetevatiacion de 2.02 y 6.26%,

respectivamente (Cuadro 6).
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Cuadro No 6. Andlisis de varianza para el largo y recho de la conidia de 5
aislamientos a C. acutatum causa de la antracnosis del chochd. ( mutabilis),
IASA Sangolqui-Pichincha 2010-2011

FUENTES DE gl CONIDIAS (um)
VARIACION LARGO ANCHO
TOTAL 14
TRATAMIENTOS 4 0.91 ** 0.83 *
ERROR 10 0.10 0.16
X(um) 15.83 6.43
CV(%) 2.02 6.26

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

Los aislamientos CAl, CA2 y CA3 presentaron el mdggo de la conidia
en comparacion con el aislamiento CA4 que presgmtgenor largo de la conidia de
C. acutatumLos aislamientos CA2 y CA3 presentaron el mayaharde la conidia
en comparacion con el aislamiento CA4 que presehntdenor ancho de la conidia
de C acutatum(Cuadro 7).

Cuadro No 7. Variabilidad en el tamafio de la conidi en 5 aislamientos de.
acutatum causa de la antracnosis en chochb.(mutabilis)

TRATAMIENTOS CONIDIAS (um)

(AISLAMIENTOS) LARGO ANCHO
CAl 16.33 b 6.53 ab
CA2 16.13 b 6.97 b
CA3 16.13b 6.83 b
CA4 15.00 a 570 a
CA5 15.53 ab 6.10 ab

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

4.10. TAMANO DE LA CONIDIA DE LOS AISLAMIENTOS DE

TOMATE DE ARBOL

Al establecer el andlisis de varianza para golarancho de la conidia de 5

aislamientos @ C. acutatunctausante de la antracnosis en el cultivo de tooate
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arbol . betaceuin se detectaron diferencia significativas (p< 0.0dara

tratamientos en las dos variables (Cuadro 8).

Los promedios generales fueron de 15.41 y 6.17 ama @l largo y ancho de
las conidias, respectivamente, con coeficientesrateacion de 1.12% y 3.76%,

respectivamente (Cuadro 8).

Cuadro No 8. Analisis de varianza para el largo y racho de la conidia de 5
aislamientos @ C. acutatum causante de la antracnosis del tomate de arbdb.(
betaceum), IASA Sangolqui-Pichincha 2010-2011

FUENTES DE gl CONIDIAS(um)
VARIACION LARGO ANCHO
TOTAL 14
TRATAMIENTOS 4 2.15 ** 1.34 %
ERROR 10 0.03 0.05
X(um) 15.41 6.17
CV(%) 1.12 3.76

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

El aislamiento TA4 presento el menor largo y andédas conidias por tanto
ocupd el primer lugar del primer rango, mientrag ¢ps mayores promedios del
largo y ancho correspondieron a los aislamientod WATA3, respectivamente
(Cuadro 9).

Cuadro No 9. Variabilidad en el tamafio de la conidi en 5 aislamientos de&.
acutatum causa de la antracnosis en tomate de arbd@.(betaceum)

TRATAMIENTOS CONIDIAS(um)

(AISLAMIENTOS) LARGO ANCHO
TAl 16.23d 6.53 bc
TA2 15.70 c 6.10 b
TA3 15.90 cd 6.97cC
TA4 14.07 a 5.17 a
TAS 15.17 Db 6.10 b

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012
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Tanto los aislamientos de chocho como los aislaiméede tomate de arbol
registraron conidios de forma ovoide con un ladasaldo y el otro redondeado
(Anexos 14 y 15) caracteristico @e acutatum Talhinhaset al (2002), mencionan
que el 40-100% de las conidias fueron ahusadosextnemo y redondeadas en el

otro para los aislamientos identificados coth@acutatum.

En otro estudio descrito por Orozco (2006), se nomacque la raza KLA 'y
PFD, deC. acutatunregistré una elevada proporcién de conidios uniasts, con
un lado fusiforme, mientras que el aislamiento@egloeosporioidestuvo conidios
unicelulares, cilindricos con ambos lados redondeado hubo diferencias notables

en morfologia conidial entre aislamientos de lanmaisaza.

En lo referente al tamafio de la conidia los aistatois de chocho tuvieron un
rango de 15.0 — 16.33 x 5.7- 6.9 um (Cuadro 7)ntras que los aislamientos de
tomate de arbol tuvieron un rango de 14.07 — 18.83.- 6.9 um (Cuadro 9). Estas
medidas se relacionan a las @eacutatumdescritos por Rodriguez (2007), quien
indica que las masas de conidiagCd@cutatunson de color rosado a naranja con un
tamafio de 8.5 — 16.5 x 4.5- 6 um, mientras el tandd las conidias deC.

gloeosporioidegs de 9 — 24 x 3 — 4.5 um.
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4.11. CARACTERIZACION MOLECULAR DE POBLACIONES DE
Colletotrichum spp, MEDIANTE PRIMERS ESPECIFICOS DE

LA ESPECIE Calnt2 y Cgint EN COMBINACION CON ITS4

C. acutatum
Calnt2 X ITS4

H Y] ol < [T} < o o | w
< < < < <
;

C. gloeosporioides
Cgint X ITS4

Figura 5. Prueba de diagnostico de 10 aislamientat Colletotrichum spp (5 de
chocho y 5 de tomate de arbol) mediante primers espificos de la especie
Calnt2 y Cglint en combinacion con ITS4. Marcador mdecular 100bp

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

La prueba de diagndstico de 10 aislamientosCdbéetotrichumspp (5 de
chocho y 5 tomate de arbol) mediante el uso degusmespecificos de la especie
como son Calnt2 pari@. acutatumy Cgint paraC. gloeosporioidegn combinacién
con ITS4, resulté positivo para Calnt2 (Figura 8hfemando que el agente causal

de la antracnosis en chocho y tomate de arbGl esutatum.
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4.12. CARACTERIZACION MOLECULAR DE POBLACIONES DE

Colletotrichum acutatum, MEDIANTE SECUENCIAS ITS-PCR

La secuencia nucledtida de ITS1 e ITS4 fue detexdarpara 10 aislamientos
de Colletotrichum acutatun@® de chocho y 5 de tomate de arbol) y comparedias
treinta y dos secuencias de referencia tomadas-aleoni C.E. (2012). Con estas
cuarenta y dos secuencias se realizé un anallsigefiético y los resultados se

expresan en el grafico 7.

El analisis filogenético (Grafico 7) mostré6 homogelad para chocho y
homogeneidad para tomate de arbol entre las l1lO0eseas ITS- PCR de.
acutatumde este estudio con 28 secuencias ITS- PCRC.dacutatumde una
investigacion anterior (Falconi, en prensa). (Losaidlamientos de referencia
AJ536231C. falcatum AJ536223C. fragariae AJ536229C. gloeosporioidesy
M13906 se encuentran en otros grupos). Los 5 aistdas de tomate de arbol y los
5 aislamientos de chocho se encuentran formandoedies subgrupos, indicando
una disimilaridad del 0.4% entre ellos. Los 5 aséntos de tomate de arbol son
disimilares en un 0.4% de la secuencia JN543069Sdebetaceumy los 5
aislamientos de chocho son disimilares en un 0.#4dad 9 secuencias de

mutabilis tomadas de Falconi C.E. (2012).

Tomando en cuenta la poca disimilaridad encontexttee las secuencias
ITS- PCR deC. acutatumy las secuencias tomadas de Falconi C.E. (201 2)esge
decir que los grupos que se formaron en el dend@(&rafico 7), indican que el

patdgeno se adapta al hospedero que infecta, lohgoe posible un rango de
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hospederos cruzados entre chocho y tomate de &bmtco (2006), indica que la
diversidad genética encontrada entre aislamierg@otletotrichum acutaturpuede
atribuirse a una respuesta adaptativa a la preld@eleccion ejercida por el uso de

diferentes hospedantes, lo cual selecciona difesegegnotipos del patdégeno.

Los aislamientos de referencia en su mayoria tieoemo patdbgeno causante
de la enfermedad &. acutatum,a pesar de que estos provienen de distintos
hospederos y paises. Esto demostraria Gueacutatum es extensivamente
patogénico en muchos cultivos. Talhinketsal (2002), demostraron que aislados
tomados deCeanothusy Eriobotrya sp tuvieron como referencia@ acutatum al
igual que otros hospederos CR46M\itis sp.,Magnoliasp., y el aislamiento CMG12
de canela. Talhinhagt al (2002) sugirieron que la gama de hospederos y
epidemiologia de los diferentes grupos genéticastraede C. acutatumdebe
investigarse mas a fond@lomerella acutatael teleomorfo deC. acutatumes un
potencial recombinante que pueden dar lugar a cep@scialmente sexuales asi

como la posterior adaptacion a nuevos hospederos.

En el grafico 7 se puede apreciar que dos aisldoseAM991131,
AM9911379) provenientes dBlea europeasubspeuropeatiene como patégeno a

Glomerella acutataEsto posibilita el rango amplio de hospedero€ dacutatum.
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Tomatel2
Tomatel3
Tomatell
TomatelO
JIN543071 S. betaceum
JN543070 S. betaceum
JN543066 L. mutabilis
AF521210 S. betaceum
Tomatel4d
- AF521205 S. betaceum
Chocho1l
rN| Chocho2
H Chocho3
Chocho4
Chocho5

AJ301930.1
-I AJ301948
L| AJ301916
AJ301927
AJ749674

AJ300563
-I AJ301915
JIN543069 S. betaceum
JN543059 L. mutabilis
JN543060 L. mutabilis
JN543061 L. mutabilis
JN543062 L. mutabilis
JN543063 L. mutabilis
JN543064 L. mutabilis
JN543065 L. mutabilis
JN543067 L. mutabilis
JN543068 L. mutabilis
AJ301982
AJ536207
AJ301981

AJ300558

AJ301964

AJ749679

AM991131
L AM991137

AJ536231t
[ AJ536223

L AJ536229
M13906

0.05

Grafico 7. Dendongrama de 10 secuencias ITS- PCR decutatum(5 de chocho y
5 de tomate de arbol) comparadas con 32 secuelicgasPCR deC. acutatum
tomados de Falconi C.E. (2012).

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012
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4.13. INCIDENCIA DE LA ANTRACNOSIS EN EL CULTIVO DE

CHOCHO

Al establecer el analisis de varianza para la swith de la antracnosise
encontraron diferencias significativas (p< 0.05)ap@ariedades y aislamientos (p<
0.01), a excepcion de la interaccion variedad pslamiento que no presento

diferencias significativas (Cuadro 10).

El coeficiente de variacion y el promedio generleron de: 35.36% Yy
73.70% respectivamente (Cuadro 10).
Cuadro No 10. Andlisis de varianza para la incidenia de la antracnosis del

chocho (. mutabilis), luego de 25 dias de la inoculacion, IASA Sangoaii
Pichincha 2010-2011

FUENTES DE VARIACION | gl INCIDENCIA (%)
TOTAL 89

VARIEDAD 2 2160.60 *
AISLAMIENTOS DE C.| 09 4237.36 **
acutatum

VARIEDAD X | 18 747.65 ns
AISLAMIENTO

ERROR 60 679.04

X (%) 73,70

CV (%) 35.36

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

La variedad ECU- 712-1, present0 significativamefte 0.05) la mayor
incidencia de la antracnosis, mientras que la dade ECU-722-4, exhibio

significativamente (p< 0.05) la menor incidencgl@ antracnosis (Cuadro 11).
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Cuadro No 11. Respuesta de 3 variedades de chocha (nutabilis) sobre la
incidencia de la antracnosis. acutatum), luego de 25 dias de la inoculacion

VARIEDADES INCIDENCIA (%)
ECU-712-1 8l.11a
F8 (ECU-8415 x ECU-2658) 75.56 ab
ECU-722-4 64.44 b

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

Los mayores promedios para la incidencia de lemandsis en el cultivo de
chocho fueron causados por los cinco aislamientosihtbcho, mientras que los
menores promedios fueron los 5 aislamientos de torda arbol. De los cinco
aislamientos de chocho el aislamiento Cho2 fue &b agresivo con un 100% de
incidencia y el menos agresivo de los cinco aigamos de tomate de arbol el
aislamiento Tom3 con un 37.04% de incidencia dmfarmedad (Cuadro 12).

Cuadro No 12. Efecto de 10 aislamientos dg&. acutatum sobre la incidencia de
la antracnosis del chochol(. mutabilis), luego de 25 dias de la inoculacién

TRATAMIENTOS INCIDENCIA (%)

(AISLAMIENTOS)
Tom3 37.04 a
Tomb 48.15 ab
Tom4 59.26 abc
Tom2 66.67 bc
Toml 66.67 bc
Cho3 77.78 cd
Cho5 92.59d
Chol 92.59d
Cho4 96.30d
Cho2 100.00d

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012
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4.14. SEVERIDAD DE LA ANTRACNOSIS EN EL CULTIVO DE

CHOCHO

Al establecer el analisis de varianza para la sgagrde la antracnosiso se
encontraron diferencias significativas para variesani para la interaccion variedad
por aislamiento. La variable aislamientos @e acutatum presentd diferencias
significativas (p< 0.01) (Cuadro 13). Esto indiaanhayor o menor virulencia de los

aislamientos independientemente del cultivo detbhbeen que se inocularon.

El coeficiente de variacion y el promedio genewadrdn de: 34.37% y 2.59
grado x observacion respectivamente.
Cuadro No 13. Analisis de varianza para la severidh de la antracnosis del

chocho (. mutabilis), luego de 25 dias de la inoculacion, IASA Sangoaii
Pichincha 2010-2011

FUENTES DE gl SEVERIDAD (Grado x Observacion)
VARIACION
TOTAL 89
VARIEDAD 2 0.83 ns
AISLAMIENTOS DE C.| 9 14.21 **
acutatum
VARIEDAD X | 18 0.43 ns
AISLAMIENTO
ERROR 60 0.79
X (GxO) 2,59
CV (%) 34.37

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

Si bien no hubo diferencias significativas para skwveridad entre las
variedades, todas las variedades fueron susceptablataque de la enfermedad. La

variedad ECU-712-1 presentd el mayor grado deratad (Cuadro 14).
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Cuadro No 14. Respuesta de 3 variedades de chocha (hutabilis) sobre la
severidad de la antracnosis, luego de 25 dias dedaculaciéon

VARIEDADES SEVERIDAD (Grado x Observacion)
ECU-712-1 2.71
F8 (ECU-8415 x ECU-2658) 2.66
ECU-722-4 2.40

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

Los mayores promedios para la severidad de laaases en el cultivo de
chocho fueron los cinco aislamientos de chocho,ntrae que los menores
promedios fueron los 5 aislamientos de tomate kel &€l mas agresivo de los cinco
aislamientos de chocho fue el aislamiento Cho2 gonpromedio de 5.37 de
severidad y el menos agresivo de los cinco aislatosede tomate de arbol fue Tom3

con un promedio 1.37 de severidad (Cuadro 15).

Cuadro No 15. Efecto de 10 aislamientos d& acutatum, sobre la severidad de
la antracnosis luego de 25 dias de la inoculacion el chocho L. mutabilis)

TRATAMIENTOS SEVERIDAD (Grado x Observacion)

(AISLAMIENTOS)
Tom3 1.37a
Tom4 1.59a
Tom2 1.78 ab
Tomb 1.78 ab
Toml 1.85 ab
Cho3 248D
Cho5 2.48 b
Cho4 3.37c
Chol 3.82c
Cho2 5.37d

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012
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Datos de las dos variables incidencia (Cuadro 14¢weridad (Cuadro 14)
indican que la variedad menos susceptible al atdquantracnosis fue ECU-722-4.
INIAP (2001) evalu6 ocho lineas promisorias de tloo¢ECU-712, ECU-2716,
ECU-2658, ECU-7293, ECU-8415, ECU-722-4, INIAP-ANND vy linea
COTOPAXI), y se registro informacion de: toleran@aplagas y tolerancia a
enfermedades. Una de las lineas seleccionadasCiue722-4 por obtener la mejor

respuesta a estas variables.

Como se puede apreciar en las dos variables irmalefCuadrol?) y
severidad (Cuadro 15) si existe rango de hospedervasidos. Los aislamientos de
tomate de arbol infectaron las plantas de chocho g@n menor severidad. Mientras
gue los aislamientos de chocho infectaron las atadé chocho llegando a causar el

necrosamiento y muerte del tejido.

Contreras (2006), indica que aislamientos caraeéads comdC. acutatum
mostraron patogenicidad cruzada, asi las cepasidhte de tomate amarillo y
tomate rojo, mostraron sintomas en mango, tomasegilkany rojo, respectivamente.
Ademas una cepa recuperada de tomate rojo proéhtionsgs en granadilla, lulo,

mango y tomate amarillo.
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4.15. INCIDENCIA DE LA ANTRACNOSIS EN EL CULTIVO DE

TOMATE DE ARBOL

Al establecer el analisis de varianza para la gwith de la antracnosise
encontraron diferencias significativas (p< 0.0lyapaariedades y aislamientos

(Cuadro 16).

El coeficiente de variacion y el promedio geneuardn de: 33.62% y 79.2%,
respectivamente (Cuadro 16).
Cuadro No 16. Andlisis de varianza para la incidenia de la antracnosis del

tomate de arbol §. betaceum), luego de 25 dias de la inoculacion, IASA
Sangolqui-Pichincha 2010-2011

FUENTES DE gl INCIDENCIA (%)
VARIACION
TOTAL 59
VARIEDAD 1 12041.67 **
AISLAMIENTOS DE C.| 9 3078.70 **
acutatum
VARIEDAD X 9 930.56 ns
AISLAMIENTO
ERROR 40 708.33
X (%) 79.2
CV (%) 33.62

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

La variedad Gigante comun, presentdé la mayor imcidede antracnosis
mientras que la variedad Comun, presentd la memdédncia de la antracnosis

(Cuadro 17).
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Cuadro No 17. Respuesta de 2 variedades de tomate drbol (S. betaceum),
sobre la incidencia de la antracnosis, luego de 2tas de la inoculacion

VARIEDADES INCIDENCIA (%)
Comun 65.00 a
Gigante comudn 93.33 b

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

Los aislamientos de chocho y tomate de arbol cansafeccion en sus
propios hospederos, ademas mostraron rango crudedoospederos. Tanto los
aislamientos de tomate de arbol como los aislawsenie chocho infectaron al
cultivo de tomate de arbol. Los mayores promedmsnéeccion se obtuvieron con
los aislamientos Tom3, Chol y Cho2 con un 100%nd&léncia, mientras que el
promedio significativamente menor (p< 0.01) se wbtcon el aislamiento Cho4 con
un 33.33% de incidencia (Cuadro 18).

Cuadro No 18. Respuesta de 10 aislamientos Geacutatum sobre el desarrollo

de antracnosis en el tomate de arbolS( betaceum), luego de 25 dias de la
inoculacion

TRATAMIENTOS INCIDENCIA (%)

(AISLAMIENTOS)
Cho4 33.33 a
Cho5 50.00 ab
Tomb 66.67 bc
Tom2 83.33 cd
Tom4 83.33 cd
Cho3 83.33 cd
Toml 91.67 cd
Cho2 100.00d
Chol 100.00d
Tom3 100.00d

Fuente:Pinto y Tiaguaro, 2012
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4.16. SEVERIDAD DE LA ANTRACNOSIS EN EL CULTIVO DE

TOMATE DE ARBOL

Al establecer el analisis de varianza para la sgagrde la antracnosise
encontraron diferencias significativas (p< 0.0%apzariedades y aislamientos @e

acutatum(Cuadro 19).

El coeficiente de variacion y el promedio genetsdrén de: 31.08% y 1.4
grado x observacion respectivamente (Cuadro 19).
Cuadro No 19. Analisis de varianza para la severidhde la antracnosis erel

cultivo de tomate de arbol §. betaceum), luego de 25 dias de la inoculacion.
IASA Sangolqui-Pichincha 2010-2011

FUENTES DE gl SEVERIDAD (Grado x Observacion)
VARIACION

TOTAL 59

VARIEDAD 1 1.24 *

AISLAMIENTOS DE C.| 9 0.49 *

acutatum

VARIEDAD X 9 0.05 ns

AISLAMIENTO

ERROR 40 0.18

X (GxO) 1.4

CV (%) 31.08

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

La variedad gigante comun es significativamenteq®%) mas susceptible a

la antracnosis que la variedad comun (Cuadro 20).
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Cuadro No 20. Respuesta de 2 variedades de tomate @bol (S. betaceum), a la
severidad de la antracnosis, luego de 25 dias dehoculacion

VARIEDADES SEVERIDAD (Grado x Observacion)
Comun 1.23 a
Gigante comudn 1.52b

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012

Los aislamientos de chocho y tomate de arbol caoseafeccion en sus
propios hospederos y adicionalmente mostraron ongoraruzado de hospederos.
Tanto los aislamientos de tomate de arbol como dstamientos de chocho
infectaron al cultivo de tomate de arbol. El magosmedio de infeccidon se obtuvo
con el aislamiento Tom3 con un promedio de 1.83aleeridad, mientras que el
promedio significativamente menor (p< 0.05) se wbtcon el aislamiento Cho4 con
un promedio 0.89 de severidad (Cuadro 21).

Cuadro No 21. Respuesta de 10 aislamientos @eacutatum sobre el desarrollo

de antracnosis en el tomate de arbolS( betaceum), luego de 25 dias de la
inoculacion

TRATAMIENTOS SEVERIDAD (Grado x Observacion)

(AISLAMIENTOS)
Cho4 0.89 a
Chob5 1.00 ab
Tom4 1.28 abc
Tomb 1.28 abc
Cho3 1.33 abc
Chol 1.44 bcd
Toml 1.50 bcd
Cho2 1.61cd
Tom2 1.61cd
Tom3 1.83d

Fuente: Pinto y Tiaguaro, 2012
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A pesar de que no existe un estudio en el Ecuamtoe £l comportamiento
de los principales ecotipos de tomate de arlsl letaceuin al ataque de la
antracnosis, se puede apreciar que este estudimonmpe la variedad comun tuvo
menor incidencia (cuadro 17) y severidad (cuadrp R estudio realizado por
INIAP (2004), sobre la determinacion del compor@mo de los principales
ecotipos comerciales (comun, gigante amarillo yagig mora) de tomate de arbol
(S. betaceuin al ataque del agente causal de la mancha degteonco Fusarium
solani; Phytophthora infestajsindica que el ecotipo comun, presenta el menor
tamafo de lesién luego de 60 dias de la inoculacidlwstrando menor

susceptibilidad al ataque &&sarium solani

Al analizar las dos variables en estudio inciderf€iaadro 18) y severidad
(Cuadro 21), se observa que existe rango de hagged®mo menciona Falconi
(2012) los aislamientos d€. acutatumobtenidos de plantas de chocho fueron

patogénicos al inocular a frutos tomate de arhatgversa.

Al observar el cuadro 21 se aprecia que los valdeseveridad segun la
escala propuesta para el analisis de esta varisdaerelativamente bajos, lo que
demostraria que la enfermedad no prolifer6 a bgias. Segun Martineet al
(2009), al inocular frutos de tomate de arbol cepas del mismo cultivo se obtuvo
una respuesta de infeccion media a los 30 dias deaduacion, lo que indica que las

plantas debieron ser monitoreadas por un lapsdargsde tiempo.

Segun Botero (1999), la antracnosis en el tomatdrbel ataca frutos en

cualquier estado de desarrollo. Los sintomas séfigstan con mayor frecuencia en
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el apice o en los puntos en que varios frutos de&ismo racimo quedan en contacto.
En esta investigacion este factor pudo ser undalme en la proliferacion de la
enfermedad, ya que la inoculacion fue hecha entdlies para observar si el

patdgeno podria ser agresivo en otras partesplarita.



V. CONCLUSIONES

Al caracterizar morfolégicamente los cinco aislamos de chocho como los
cinco aislamientos de tomate de arbol los resudtaolotenidos para las
variables tamafio y color de la colonia como tamiiorma de la conidia

fueron caracteristicos d& acutatum.

Al caracterizar molecularmente @olletotrichumspp mediante secuencias
ITS1- ITS4 conjuntamente con primers especificodadespecie (Calnt2 y

Cglint) en combinacion con ITS4, en concordancia rementes estudios de
Falconi (2012), los resultados indican dilieacutatum es el causante de la

antracnosis en chocho y tomate de arbol en el EBcuad

Los 5 aislamientos de tomate de arbol y los Samigntos de chocho
formaron diferentes subgrupos en el dendograma,cando una
disimilaridad del 0.4% entre ellos, lo cual indigae los subgrupos, se

formaron porque el patégeno se adapta al hospedermfecta.

En las pruebas de patogenicidad existio rangoodpdueros cruzados entre

chocho, tomate de arbol y viceversa.

Las tres variedades de chocho ECU-712-1, F8 (842658), ECU- 722-4
fueron susceptibles al ataque de antracnosis. tiadem que obtuvo menos

susceptibilidad fue ECU- 722-4.
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De las dos variedades de tomate de arbol Comumyan@ comun la menos

susceptible al ataque de la antracnosis fue ladad Comun.

A pesar de que las muestras fueron tomadas datdsstiocalidades de la
serrania ecuatoriana se puede observar que tantslamientos de chocho
como de tomate de arbol se encuentran subgrupanmeclo que indica que
las poblaciones d€. acutatumen el Ecuador son clonales en chocho y

clonales en tomate de arbol.



VI. RECOMENDACIONES

Continuar con estudios de caracterizacion molecd&iC. acutatumen
chocho y tomate de arbol evaluando diferentes razdmotipos de este
patdgeno que podrian existir en el Ecuador, ya @aotararia el
comportamiento patologico y morfolégico de. acutatumen distintos

hospedantes.

Se recomienda usar la variedad ECU- 722-4 parahchgcla variedad
Comun para tomate de arbol para continuar con datestudios teniendo
certeza de encontrar plantas individuales compaibde genes de tolerancia

a la antracnosis.
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