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A. Cultivo de tomate.

l. Generalidades.

El tomate (Solanum lycopersium Miller) es una de las hortalizas que se
encuentra mas ampliamente distribuida en el mundo y ademas la de mayor
valor econdmico. Debido a que la demanda del mismo esta en constante
aumento, la superficie sembrada con tomate esta en permanente aumento y
con ello su produccién y comercializacion. El incremento de la produccion en
las ultimas décadas se debe principalmente a aumentos en el rendimiento y en
menor proporcién, a un aumento de la superficie cultivada (FAO, 2002). El
principal productor mundial de tomate es China, que produce unas 33,8
millones de toneladas anuales. En segundo lugar Estados Unidos con 12,5
millones de toneladas, le siguen Turquia, India, ltalia, Iran, y Egipto. La
Argentina se situa en el lugar numero 30 con una produccién de 680.000

toneladas anuales (FAOSTAT, 2010).

En Argentina el cultivo de tomate es dentro de la produccién horticola
indudablemente la actividad de mayor importancia econémica. Si bien el cultivo
se desarroll6 en casi todo el pais, existe una fuerte concentracion de la
actividad, dado que un 87,7% de la superficie nacional dedicada al cultivo se
encuentran ubicadas en las Provincias de Corrientes y Buenos Aires (Corvo

Dolcet,. 2005).

La provincia de Buenos Aires tiene dos grandes zonas dedicadas a esta
produccion, una en el cinturon verde que rodea a la Ciudad Auténoma de
Buenos Aires y La Plata, donde se destacan los municipios de La Plata y

Florencio Varela y la otra en el cinturon verde de Mar del Plata que se
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encuentra en el municipio de General Pueyrredon (Censo Nacional

Agropecuario SAGPyA, 2008).

Segun el censo horticola del afio 2005 de la provincia de Buenos Aires
(Ministerio de Asuntos Agrarios, 2005) la regién de La Plata produce 29.971
toneladas de tomate, de las cuales el 83 % se obtiene en cultivo bajo cubierta y
aporta el 62 % del total de tomate que se produce en la provincia. En el caso
del cinturén horticola platense, la produccién se caracteriza por ser bajo
cubierta, tecnologia que empezo6 a adoptarse a mediados de los 80’s y que se
consolidé durante los 90’s, lo que fue acompafiado por el desarrollo tecnolégico
del cultivo, (Gomez et al., 2000, Figura 1.I). En esta zona, cuya principal
ventaja comparativa es la cercania a los centros de consumo mas importantes
del pais, se cultivan alrededor de 280 has de tomate en invernaculo (Censo

Horticola de la Provincia de Buenos Aires, 2005).

Figura 1.l. Cultivo de Tomate bajo cubierta; La Plata.

Pagina

10



Caracterizacidon morfoldgica y molecular de aislamientos de Cladosporium

Il Enfermedades del cultivo.

De la misma manera que el resto de los cultivos, la produccién de tomate es
afectada por un conjunto de enfermedades y plagas. Las enfermedades se
definen como el conjunto de respuestas visibles (sintomas) e invisibles de las
células y tejidos vegetales, al patdbgeno o a factores del medio ambiente que
inducen alteraciones en la forma, funcién o integridad de la planta. Todo esto
se traduce en un deterioro parcial del tejido y/o la muerte, que se reflejan en
una pérdida de calidad y productividad de la planta (Wit et al, 2002; Agrios,
2005). Las patologias resultan de la interaccién de tres factores a través del

tiempo (triangulo de la enfermedad, Figura 1.11.).

= Hospedante: planta.
= Patdgeno: agente causal de la enfermedad.

= Ambiente: entorno fisico quimico.

[y

o

$ =

Si bien el cultivo bajo cubierta significo o )
5 >

implementar avances tecnoldgicos que tuvieron

Huesped
impactos productivos, esto también llevo a la
Figura 1.ll. Triangulo de la
aparicion de nuevas patologias a veces mas enfermedad.
severas, que en el cultivo tradicional a campo. Esto ultimo esta relacionado
principalmente por las diferencias en el manejo del cultivo, periodo de siembra,
las variaciones climaticas, nutricionales y fisioldgicas, entre otros factores que

predisponen las plantas a la infeccién de los agentes patdégenos (Marrero,

2003; Vida et al., 2004).

Entre los agentes que causan enfermedades en las plantas se incluyen virus,

bacterias, hongos, protozoos y nematodos asi como las condiciones
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ambientales desfavorables, tales como la falta o exceso de nutrientes,
humedad y luz y la presencia de productos quimicos. La importancia de los
agentes patogenos en el pais cambia segun las zonas de cultivo y esto se debe
a que las patologias surgen de la interaccidon del genotipo del patégeno, de la
planta y del ambiente en el que ocurre la interaccidén. Esto quiere decir que los
patogenos y las plantas hospedantes conviven, pero solo cuando se dan las
condiciones ambientales apropiadas se desarrolla la enfermedad (Agrios,

2005).

En términos generales, los virus, hongos y las bacterias suelen tener una alta
incidencia en el cultivo de tomate (Tabla 1; Ronco et al.,, 2008, Jones et al.,
2001). En la actualidad una de las enfermedades que afecta con frecuencia los
cultivos de tomate bajo cubierta es la cladosporiosis (Elad, 2003). Esta es
conocida como Moho de la hoja del tomate, que tiene como agente etioldgico a
Passalora fulva (sin. Cladosporium fulvum. Cooke, 1883; sin Fulvia fulva. Braun
et al., 2003). Esta es una enfermedad que ataca a los cultivares comerciales de
tomate cultivados bajo cubierta, si bien puede puede ocurrir en los cultivos a
campo, cuando se dan condiciones de alta humedad. Esta patologia puede

comprometer seriamente la produccion (Gabor & Wiebe, 1997).
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Agente Causal

Enfermedad

Virus

TSWV {Tomato Spotted
Wikt Virus)

Peste negra del tomate

Bacterias

Clavibacter michigonense

Chancro bacteriano

Pseudomona corrugate

Necrosis de 1a médula

Pseudomona syringae

Peca batertana

Erwinia carotovora

Podredumbre blanda del talio

Hongos | Erysiphe cichorgceorum Qidio

Botrytis cinérea Moho gris
Passatora fulva Moho gris de la hoja
Geotrichum candidum Podredumbre agria
Phytophthora infestans Tizdn tardio
Alternoriasolani Tizon tempranc
Septaria lycopersici Viruela
Verticilium dohlige Marchitamiento

Tabla 1. Enfermedades de alta incidencia del cultivo de tomate y

sus agentes causales.

Los sintomas de la enfermedad aparecen en las hojas en las que se detectan
manchas amarillas en el haz; observandose en el envés la presencia de
conidios pardo olivaceos del hongo (Blacard, 1992; Thomma et al, 2005).
Ocasionalmente los tallos, flores, peciolos y raramente los frutos son afectados
(Ellis, 1971; Holliday & Mulder, 1976; Curtis et al., 1994; Fox ,1997; Jones et
al., 1997; Ho et al., 1999). El primer sintoma es la aparicion de una mancha
clorética en el haz de las hojas (Figura 1.lll). En etapas mas avanzadas de la
enfermedad, los conidiéforos emergen por los estomas. Esto ultimo ocluye el
estoma y genera alteraciones en el intercambio gaseoso y con ello en la
respiracion de la planta (Butler & Jones, 1949; Chupp & Sherf, 1960). En
ataques severos, gran parte de la superficie foliar se ve afectada, reduciéndose
asi la capacidad fotosintética de la planta que se refleja en una reduccién del
rendimiento y en la calidad del fruto. En ataques severos se produce el
marchitamiento de las hojas, o que genera una defoliacion parcial de la planta,

pudiendo ocurrir la muerte de esta (Jones, 1997; Wit et al., 2002).
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Figura 1.lll. Sintomas de cladosporiosis. A. Haz. B. envés
correspondiente.

B. Passalora fulva y hongos dematiaceos del género Cladosporium.

I.  Generalidades del Reino Fungi.

Los hongos pertenecen al grupo monofilético que conforman el Reino Fungi.
Son organismos eucariotas, unicelulares o filamentosos. Su pared celular es
rica en quitina y a-glucanos (Aleuxopoulus, C. & Mims, C 1985). Este Reino
incluye cinco grandes entidades o phylas: phylum Chytridiomycota, phylum
Zygomycota, phylum Glomeromycota, phylum Ascomycota y phylum

Basidiomycota.

Los hongos son organismos heterétrofos que se nutren por absorcion, en ellos
se distinguen tres estrategias de obtencion de materia organica: 1. A través de
interacciones simbidticas, 2. A través de interacciones parasitas y 3. A través

de interacciones saprotrofas. Estas ultimas son las correspondientes a los
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hongos que viven sobre materia organica muerta en descomposicion que

habitualmente se desarrollan en medios acidos (pH entre 5,5 y 6).

Los hongos se caracterizan por tener un cuerpo vegetativo microscopico no
diferenciado en tejidos y/u érganos, llamado talo, con formas unicelulares y/o
filamentosas (hifas). Las hifas crecen por alargamiento de su apice (crecimiento
polarizado) y también se ramifican, denominandose al conjunto de las mismas
micelio. El micelio se organiza y puede hasta formar pseudotejidos que
constituyen estructuras somaticas macroscopicas y/o portadoras de esporas
(cuerpos fructiferos). Las hifas pueden ser continuas, en ellas no se observan
septos regulares y por lo tanto son multinucleadas; alternativamente las hifas
pueden estar divididas por tabiques o septos simples o complejos, como en

algunos hongos (Ascomycota, Basidiomycota).

Los hongos, son los unicos organismos que suelen tener dos nombres, uno
correspondiente a su forma sexual (teleomorfo) y el otro nombre que

corresponde a la forma asexual (anamorfo) del hongo.

Passalora fulva y las especies descriptas dentro del género Cladosporium
sensu lato pertenecen al phylum Ascomycota. En el caso de estos hongos, no
diferencian estructuras producto de la reproduccion sexual, pero si diferencian

estructuras asexuales, que son de gran utilidad en su identificacion.

II.  Taxonomia.

En el caso de hongos anamorficos la identificacion se realiza a través de la
conidiogénesis y de las estructuras diferenciadas. La clasificacion de Passalora

fulva es compleja y aun se encuentra en discusion (Cooke, 1883; Ciferri, 1952;
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Arx, 1983; Aptroot, 2006). La introduccion de un enfoque filogenético ha
resultado en una simplificaciéon de la ubicacion taxonémica (Crous et al., 2000;
Crous et al., 2001). Passalora fulva pertenece al género Mycosphaerella (Crous
et al., 2001; Goodwin et al., 2001, Crous et al., 2007). Actualmente las especies
de este género han sido diferenciadas de acuerdo a su morfologia y analisis

filogenéticos.

El género Cladosporium abarca hifomicetos dematiaceos (Ellis, 1971) que
presentan ramoconidios y conidios con cicatriz de tipo coronar (David, 1997).
Son anamorfos de Davidiella, clado hermano de Mycosphaerella (Schubert et
al., 2009). Es uno de los géneros mas heterogéneos de los hifomicetes (Dugan
et al., 2008) e incluye entre otros a hongos enddfitos, patégenos de humanos y
fitopatdgenos. El asco de las especies de Davidiella tienen inclusiones
celulares irregulares (luces), que estan ausentes en las especies de
Mycosphaerella (Aproot 2006, Braun et al., 2003; Schubert et al., 2007.; Crous

et al., 2009).

Los miembros de Cladosporium habitualmente se desarrollan en las plantas
como saproétrofos en hojas senescentes, tallos muertos de especies herbaceas
y lefiosas. Sin embargo, también se los encuentra en lesiones necroéticas de las

hojas provocadas por otros hongos (Bensch et al., 2010).

En la Figura 1.1V se muestra en términos generales la ubicacion taxondmica de

ambos géneros.
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Reino:Fungi
Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Dothideomycetes
Subclase: Dothideomycetidae

Orden: Capnodiales

Familia: Davidieflaceae A Familia: Mycosphoerellaceae

Género: Cladosporium. Género: Passalora. Anamorfo de
Anamorfo de Davidiella. Mycosphaerella.

Figura 1.IV. Ubicacién taxonémica.

lll.  Filogenia.

Un arbol filogenético describe las relaciones de parentesco, ancestria y
descendencia, entre un conjunto de genes, organismos, especies o de taxa
superiores Un arbol consiste en nodos conectados por ramas. Los nodos
terminales (OTUs: Unidad Taxondmica Operativa) representan secuencias u
organismos de los que tenemos datos. Los nodos internos representan
ancestros hipotéticos y el ancestro de todas las secuencias comprendidas en el

arbol es la raiz del arbol (Leén Martinez Castilla, 2007).

El Método de agrupamiento por pares no ponderados con media aritmética
(UPGMA) es un algoritmo de agrupamiento que une ramas en un arbol
basandose en el criterio de maximizar la similitud entre pares y entre promedios
de pares ya unidos. En sentido estricto, no es un método de distancia evolutiva

(Li, 1997). UPGMA puede generar una topologia acertada con las longitudes de

Pagina

17



Caracterizacidon morfoldgica y molecular de aislamientos de Cladosporium

ramas verdaderas solo si la divergencia entre secuencias se apega a un reloj
molecular (Swofford et al., 1996), condicion que raramente se cumple en la

practica.

Se parte del supuesto que cada especie es un grupo por si solo. Luego se
ingresan nuevos grupos y se calcula la distancia del conjunto tomando el
promedio. Este proceso se repite hasta que todas las especies estan

conectadas en un solo grupo.

El método de la Maxima parsimonia es el que menor explicaciéon de los
resultados requiere ya que es el procedimiento que utiliza menos supuestos.
Segun este criterio, el arbol de maxima parsimonia es el que tiene menor
numero de sustituciones o cambios evolutivos en todas las secuencias que se

derivan de un ancestro comun (Leén Martinez Castilla, 2007).

Para cada sitio en la alineacion, todos los arboles posibles son evaluados y se
les asigna una puntuacion, en funcién del numero de cambios evolutivos
necesarios para producir la secuencia de los cambios observados. ElI mejor

arbol es el que minimiza el numero total de mutaciones en todo el sitio.

Una vez que se obtiene una estimacion de la filogenia que mejor describe las
relaciones entre nuestros datos, es necesario evaluar la confiabilidad de dicha
inferencia (Holder & Lewis, 2003). Una de las formas mas comunes de evaluar
la confiabilidad de una inferencia filogenética es el analisis de bootstrap (Efron,
1979; Felsenstein, 1985). El primer paso en un analisis de bootstrap es
remuestrear con reemplazo, las columnas del alineamiento de secuencias. Es

decir, en el alineamiento remuestreado (“de bootstrap”) determinada columna
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de la alineacion original puede aparecer dos 0 mas veces, mientras que otras

columnas pueden no estar representadas para nada.

Si se reconstruye un nuevo arbol con la alineacion remuestreada y se obtiene
un arbol similar al arbol obtenido con los datos originales, eso incrementa
nuestra confianza en la construccion inicial. Alternativamente si el nuevo arbol
se ve muy diferente del arbol original, es una indicacion de poca confiabilidad o
mas exactamente, de que la informacion evolutiva esta distribuida en forma

muy heterogénea en los datos del alineamiento.

Al remuestrar numerosas veces, mil veces, se generan mil alineamientos de
bootstrap y es posible asignar intervalos de confianza a cada rama interna del
arbol. En general, el bootstrap se considera una medida conservadora de la
confiabilidad (Hillis & Bull, 1993; Holder & Lewis, 2003; Felsenstein & Kishino,

1993; Efron et al., 1996)

C. Cladosporiosis. Modelo de patosistema. Interaccion gen a gen.

I.  Interaccion compatible.

La inoculacion de las plantas de tomate susceptibles a la enfermedad, con
cepas virulentas de Passalora fulva, resulta en la infeccion y el desarrollo de la
enfermedad en la planta. A esta relacion se la conoce como interaccion
compatible, es decir cuando la planta se enferma (Joosten & de Wit, 1999;

Lauge et al., 2000).

El ciclo del moho de la hoja del tomate comienza con la germinacion de los
conidios que sobreviven de un afo a otro en los desechos vegetales, las

semillas y el suelo (Yan et al., 2007). Los conidios se adhieren principalmente
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al envés de las hojas inferiores, donde germinan generando hifas que penetran
a través de los estomas. El hongo prolifera en el apoplasto, es decir los
espacios intercelulares, sin formar estructuras especializadas como apresorios
o haustorios (Honee et al.,, 1994). Una vez en el interior de la hoja, la hifa
aumenta de tamafo, engrosa su diametro y genera hifas secundarias que
colonizan los espacios intercelulares del parénquima esponjoso (Lazarovits &
Higgins, 1976 a, b; Wit, 1977). La pared de la célula vegetal, que se encuentra
en contacto con la hifa, presenta una depresion que podria ser el resultado de
la actividad de enzimas secretadas por el hongo. Cuando las condiciones de
humedad son superiores al 85% y la temperatura oscila entre 24 y 26°C; en un
periodo de 7-10 dias, se produce la infeccion de las hojas y aparecen los
primeros sintomas de la enfermedad. Estos son pequefias manchas difusas de
color verde palido-amarillento, que luego se tornan amarillas en el haz
(Blancard, 1992; Thomma et al., 2005). En este momento a través de los

estomas emergen los conidiéforos (Figura 1.V; Perez Garcia, 1999).

Figura 1.V Etapas de la interaccién compatible. (de Wit 1977). A. 5 dias post inoculacién. B. 7 dias post
inoculacién. C. Conidiéforo emergiendo del estoma.

La mayor biomasa fungica se concentra alrededor del tejido vascular,
probablemente debido a la alta concentracion de sacarosa que existe en el

floema. Passalora fulva posee en su pared celular una Invertasa que hidroliza
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la sacarosa del liquido apoplastico, generando asi glucosa y fructosa; que son
absorbidos y convertidos en manitol por la Manitol Deshidrogenasa fungica,

carbohidrato que no es metabolizado por la planta.

El control de la enfermedad es complejo ya que si bien se conocen genes de
resistencia, la mayoria de los cultivares son susceptibles al hongo. Las
variedades resistentes son de uso limitado debido a que el hongo muta
facilmente generando en un periodo de tiempo corto nuevas razas. El método
de control consiste en la aplicacion semanal de fungicidas de contacto y

sistémicos (MINIAGRI, 2006).

II. Interaccidén incompatible.

Cuando las plantas de tomate resistentes al patdgeno se inoculan con conidios
de Passalora fulva se produce una interaccion incompatible; como resultado de
la cual la planta no se enferma (Joosten & Wit, 1999). Durante las etapas
tempranas de la infeccion, las interacciones compatibles e incompatibles son
muy similares (Lazarovits & Higgins, 1976 b; Wit, 1977). Sin embargo en el
caso de las interacciones incompatibles, mas tarde las hifas que estan en
contacto con las células del mesdfilo del huésped a menudo colapsan, se
forman deposiciones de calosa y suelen detectarse acumulacién de fitoalexinas
y “PR”-proteinas relacionadas con la patogénesis (Wit & Flach, 1979; Wit &
Kodde, 1981; Wit & Meer, 1986; Joosten et al, 1997; Joosten & Wit, 1989;

Joosten et al., 1995).

La caracteristica mas notoria de la interaccién incompatible es la respuesta de
hipersensibilidad (HR), en la que las células del mesdfilo adyacentes a la hifa

colapsan. El hongo queda contenido en un area limitada que son los sitios de
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infeccion y expuesto a componentes que son liberados por las células
hospedantes (Van der Burg et al., 2006; Cai et al., 2007), de esta manera la

planta hace que la infeccion no sea exitosa (Joosten & Wit, 1999).

lll.  Patogenicidad y virulencia.

La patogenicidad se define como la capacidad de un organismo de provocar

enfermedad.

Passalora fulva durante la infeccion secreta al espacio apoplastico numerosas
proteinas que actuarian como inductores de resistencia en las plantas de
tomate portadoras del correspondiente gen de resistencia (Cf, Lauge et al.,
2000). Estos inductores se caracterizan por tener un alto numero de residuos
de cisteina, las cuales contribuirian a la actividad y estabilidad de las mismas

(Joosten & Wit, 1999).

Passalora fulva posee un conjunto de factores de patogenicidad esenciales. La
pérdida de uno de estos factores conduce a la pérdida de la patogenicidad.
Dentro de estas proteinas se han aislado y caracterizado cuatro proteinas
extracelulares, ECP1, ECP2, ECP4 y ECP5 (Honee et al.,, 1994; Esse et al,,
2007; Joosten et al., 1994; Ackerveken et al., 1993; Ackerveken et al., 1992,
Bolton et al., 2008) que son producidas por todas las cepas del hongo.
Ademas, se han encontrado y caracterizado cuatro péptidos (proteinas de

avirulencia) a los que se llamo AVRs. Estos péptidos son raza especificos.

Los genes ecp1, ecp2, ecp4, ecpd, avr2, avr4, avr4E y avr9 han sido clonados,
al igual que los correspondientes genes de resistencia Cf (Jones et al., 1994;

Dixon et al., 1996; Thomas et al., 1997; Takken et al., 1998). Se han generado
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lineas isogénicas de tomate a las que se les ha incorporado los genes de
resistencia (Cf) correspondientes a los genes avr (Stergiopoulos et al., 20073;

Stergiopoulos et al., 2007b; Wit et al., 2002).

Las razas de un hongo son variantes del mismo, que difieren entre otras cosas
en la capacidad de provocar enfermedad en un conjunto de hospedantes
(Agrios, 2005). La interaccion entre las razas y los cultivares se ajustan al

modelo planteado por la hipotesis gen a gen (Flor, 1942; Flor, 1971).

Con el fin de conocer los mecanismos moleculares de la interaccién Passalora
fulva-tomate se han incorporado al cultivar de tomate Money Maker (MM) los
genes de resistencia Cf2, Cf4, Cf5y Cf9 (Boukema, 1981). El disponer de estas
lineas isogénicas, que resultan de retrocruzamientos sucesivos, ha permitido el
estudio de mecanismos fisiolégicos, bioquimicos y moleculares de
reconocimiento especifico del hongo patégeno por su hospedante basado en la

presencia de simples pares gen a gen (Joosten & Wit, 1999).

D. Técnicas moleculares.

l. Reaccién en cadena de la polimerasa: PCR.

En 1975 Sanger, en base al conocimiento del proceso natural de replicacion del
ADN, desarrollé un método para generar in vitro secuencias de ADN, utilizando
secuencias cortas de nucleétidos (oligonucleétidos), que cumplen el rol de
iniciadores o primers, generalmente homodlogos a secuencias conocidas. Una
alternativa es que estos primers pueden ser disefiados al azar, sin embargo en
todos los casos uno encuentra una region homoéloga en el extremo 5’ de la
cadena de ADN vy el otro primer es antiparalelo y homélogo al extremo 3’ de la

cadena complementaria. Estos conocimientos fueron tomados por Mullis (1986)
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que hipotetiz6 y Iluego comprobé que adicionando un exceso de
oligonucledtidos arrancadores y de nucledtidos, en presencia de la enzima
ADN polimerasa y repitiendo condiciones para la apertura de hebras, annealing
del primer al ADN molde y luego un periodo de sintesis de ADN, era posible no
solo sintetizar un fragmento de ADN sino ademas hacerlo crecer de manera
exponencial. Esto significé el desarrollo de una tecnologia que impacté de una
manera insospechada en la ciencia y es la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa conocida comunmente como PCR. A esto se le sumo, el
descubrimiento de ADN polimerasas termoestables, como la de Thermus
aquaticus Polimerasa (Taq Polimerasa), que revolucionaron las técnicas

moleculares y como tal llevaron al desarrollo de nuevas tecnologias.

La sintesis de ADN in vitro se puede resumir en tres etapas:

o Desnaturalizacion. En esta etapa, la alta temperatura rompe los puentes
hidrogeno que unen las cadenas de ADN y éstas se separan. La doble
cadena se desnaturaliza al elevar la temperatura a 92-95°C, porque esta
por encima del TM (melting temperature) del ADN. EI TM es la
temperatura en la que se rompen las uniones entre las bases y se
separan las hebras de ADN, en dos cadenas simples.

e Fase de apareamiento o annealing entre los oligonucledtidos o “primers”
con las hebras de ADN. En la etapa de apareamiento, la temperatura se
reduce rapidamente permitiendo la hibridacién de cada “primer" con las
secuencias complementarias que flanquean la region blanco. La
temperatura de apareamiento depende del tamafo y secuencia del

“primer" utilizado.
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e Sintesis de las nuevas hebras (Figura 1.VI.A). La temperatura se eleva
a 72°C (Temperatura optima de la ADN polimerasa) para que la enzima
ADN polimerasa realice la extension a partir de cada extremo 3" de los
“‘primers" adicionando en sentido 5’-3’ los nucledtidos y tomando como
molde la secuencia de ADN blanco. Se obtiene asi una copia de ADN

molde.

Si estos ciclos se repiten en presencia de primers, nucleétidos y enzima en

exceso, se produce un aumento exponencial de la cantidad de ADN (Figura
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Figura 1.VI. A. Etapas de la replicacién in vitro del ADN. B-C Amplificacién exponencial de la PCR
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Il Marcadores moleculares: ISSRs.

Los marcadores moleculares son herramientas potentes para el analisis de
biodiversidad, como es realizar estudios de \variaciones inter e
intrapoblacionales, asi como también para la identificacion de individuos.
Permiten realizar el estudio de flujo génico y variabilidad en poblaciones
naturales, el analisis de entradas en los bancos de germoplasma, la seleccidn
asistida por marcadores, el mapeo de genes y la identificacion de genotipos
(Galvan et al, 2003). En este contexto, estos marcadores moleculares
constituyen una herramienta clave para analizar la variabilidad existente en las

poblaciones (Stenglein et al., 2006).

Los marcadores ISSRs, cuya traduccion literal seria “secuencias intersatelitales
repetitivas”, son dominantes, se generan a partir de primers homologos a las
regiones satelitales que ademas pueden estar ancladas en el extremo 3’ 0 5’
(Zietkiewicz et al., 1994). Estos primers amplifican las regiones que se

encuentran entre satélites relativamente préximos

La molécula generada, con un tamafo particular (peso molecular), se considera
un “locus”, que representa el segmento de ADN entre los microsatélites. Se ha
visto que los ISSRs frecuentemente amplifican de 25 a 50 bandas en una sola
reaccion. Este patron caracteristico de productos de PCR se considera la

“huella digital genética” de cada uno de los individuos analizados.

Estos marcadores nucleares hipervariables, se analizan como marcadores
dominantes, lo que significa que son dialélicos con bandas presentes o
ausentes, las cuales se registran como los dos alelos de un locus (Wolfe &

Liston, 1998).
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Il. Relojes moleculares: genes conservados.

La diversidad genética es, sin lugar a dudas, la materia prima para la evolucion,
ya que de ella dependen tanto la adaptacion como la especiacion. La teoria de
la evolucion celular, por ejemplo, considera que el primer acido nucleico que
“adquirieron” los seres vivos fue el ARN y posteriormente el ADN, los cuales
fueron utilizados como moldes para la sintesis de proteinas (Darnell & Doolittle
1986; Orgel 1992; Orgel 1994). Si todas las formas de vida tuvieron un
antepasado comun, que contenia macromoléculas basicas para la vida, puede
suponerse que los organismos con secuencias de macromoléculas muy

similares estan estrechamente relacionados (Atlas & Bartha 1998).

El gen utilizado universalmente con fines taxondémicos y filogenéticos es el
rDNA que codifica el ARN de la subunidad 18 S ribosomal, que tiene un alto
grado de conservacion. Es un marcador apropiado en estudios donde la
distancia evolutiva es apreciable, dado que en organismos estrechamente

relacionados, el grado de conservacion es muy elevado.

Una alternativa ampliamente utilizada en estudios filogenéticos de hongos es
usar secuencias como la que se muestra en la Figura 1.VIl, donde en una
unica secuencia amplificada con primers universales, encontramos regiones
conservadas (rDNA 18s, rDNA 5.8s y r DNA 28s) y regiones hipervariables
(ITS1-ITS2; ITS: Internal Transcribed Spacer) tal como se indica (Goodwin et

al 2001, Lacap et al 2003).

ITS5

—
| 18S 5.88‘_ 28S

ITS4

1.VII Fragmento de ADN con regiones conservadas e hipervariables.
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Cuando es necesario identificar especies del mismo género, se recurre a hacer
un analisis donde se incluyan también secuencias de ADN que codifiquen
proteinas conservadas, como por ejemplo Actina, B Tubulina, Histonas,
Calmodulina, Factor de Transcripcion a1, entre otros (Dugan et al, 2008;
Schubert et al.,, 2007; Schubert et al., 2009; Tigano et al., 2006; Boucias et al.,

2006; Tartal et al., 2002; Crous et al., 2007).

En sintesis el cultivo de tomate es afectado por la enfermedad moho de la hoja
del tomate y en la Argentina poco es lo que se conoce sobre este patégeno y la
cladosporiosis. Para esto se dispone de herramientas moleculares que son
clave para los estudios taxonémicos y de diagnostico. Una identificacion clara y
precisa de la diversidad y razas del patégeno, son convenientes e

indispensables para desarrollar estrategias de control de la enfermedad.
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Capitulo 2

Hipotesis y objetivos
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I.  Hipétesis de trabajo.

En base a todo lo expuesto, se plantea la hipdtesis de trabajo: Los sintomas de
cladosporiosis del tomate cultivado en el cinturén horticola platense estan
asociados a la presencia de cepas patogénicas y no patogénicas de

Cladosporium.

[l.  Objetivos generales.

Los objetivos generales de este trabajo son caracterizar morfologica y
molecularmente hongos aislados de plantas de tomate con sintomas tipicos del
moho de la hoja mediante el uso de herramientas tradicionales y de biologia

molecular.

lll.  Objetivos especificos.

e Caracterizar en base a diferencias morfolégicas los distintos

aislamientos tanto macro como microscopicamente.

e Establecer similitudes y diferencias genctipicas entre los aislamientos
mediante la amplificacidon secuencias utilizando marcadores moleculares

(ISSRs).

e Establecer relaciones filogenéticas de los aislamientos en base al
analisis de las secuencias de los Espacios Transcriptos Internos del

ADN ribosomal (ITS: Internal Transcribed Spacer).

e Analizar divergencias en la secuencia codificante del gen de una

proteina conservada como es el caso de la 3 Tubulina.
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Disenar primers que permitan amplificar la secuencia de ADN que

codifica la Actina en ambos grupos de hongos.

Evaluar la patogenicidad de los aislamientos mediante la inoculacion de

plantas de tomate variedad Money Maker.

Identificar razas de Passalora fulva de cultivos monosporicos mediante

la amplificacion de los genes que codifican las proteinas Avrs.

Disefar una metodologia que permita detectar diversas razas de un

modo simple, eficaz, confiable y rapido.
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Capitulo 3

Materiales y métodos
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A. Material bioldgico.

I.  Origen de los aislamientos.

El trabajo se realizd6 con once aislamientos monosporicos del género
Cladosporium, que se obtuvieron a partir de lesiones tipicas de moho de la
hoja, en plantas de tomate de diversos hibridos cultivados en sitios del cinturén

horticola platense.

Sintéticamente los aislamientos se realizaron cortando secciones de unos 5-10
mm de material conteniendo tejido enfermo y sano (Agrios 2005), que se
desinfectaron superficialmente, sumergiendo los mismos en una solucion de
hipoclorito de sodio (10 %) durante 15-30 segundos. Estos se lavaron tres
veces en agua estéril y se secaron en papel absorbente estéril, luego de lo cual
se sembraron en APG (agar-papa-glucosado) suplementado con cloranfenicol
(300 mg L") y se incubaron a 25°C en oscuridad (Reissinger et al., 2001). Las
colonias desarrolladas se subcultivaron con el fin de obtener un cultivo
monospoérico, (Figura 3.l) para lo cual se sembré por agotamiento en APG
(agar-papa-glucosa, pH 5,6) una ansada de esporas provenientes de los

aislamientos puros. (Bernal et al., 2009).

AR AR (D) ()

@ v W w

Figura 3.l. Esquema del procedimiento para obtener un aislamiento monospérico a partir
de hojas enfermas.
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De esta manera se obtuvieron los 11 aislamientos que se mencionan en la

Tabla 2.

Aislamiento Origen Identificacién
CFOT7 Clmos Cepal
AAS17 Arana Cepa?2
AAS2 Arana Cepa 3

HD8 Los Hornos Cepad
HD10 Los Hornos Cepab
CFOPC Olmos Cepa b
CFP14 Abasto Cepa7
AAS16 Arana Cepa 8

EMP Los Hornos Cepa 9

ALH Los Hornos Cepa 10

ELH Los Hornos Cepall

Tabla 2. Origen de los aislamientos

Il Cultivo in-vitro.

El medio de cultivo utilizado fue APG.

Ingrediente Concentracion (g/1)
Infusidn de papa 4
Agar 15
Glucosa 20
Agua destilada c.n.p
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B. Caracterizacién morfologica.

Se realiz6 la observacidon microscépica de los aislamientos mediante la técnica
de microcultivos, con el propdsito de observar la estructura completa del
micelio. Para ello, se colocaron en cajas de petri portaobjetos con areas
concavas, cubreobjetos, (Figura 3.LA), y dos trozos de algodén vy

esterilizandose el conjunto en autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Luego, en una campana de flujo laminar se deposité una gota de APG sobre
cada portaobjeto, que fue inoculada por puncién en el borde, con cada uno de
los aislamientos en estudio, (Figura 3.11.B). El medio sembrado se cubrié con
cubreobjetos y se humedecieron los algodones con agua bidestilada estéril. El
sistema se incub6 a 25°C en oscuridad y a los 7 dias de la inoculacion, (Gams
et al., 2007), se observaron en un microscopio optico con fluorescencia (NIKON
modelo EFD-3), equipado con una camara digital (modelo Nikon D40)

documentando la observacion con fotografias.

Figura 3.ll. Microcultivos. A. Material para microcultivo. B. Inoculacién del agar.
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C. Patogenicidad.

I.  Suspension de conidios.

Con el fin de disponer de inéculo para los ensayos de patogenicidad se realizé
una suspension de conidios utilizando como fuente los cultivos monosporicos
de cada aislamiento. Con este objetivo se colocé una alicuota de agua
bidestilada estéril sobre la placa conteniendo el cultivo del hongo y con el fin de
desprender los conidios se raspo la superficie con un tip estéril. La suspensién
de conidios se recogié en un recipiente estéril, se ajusté la concentracién a 10°
conidios. mL" (Bernal et al, 2009)haciendo el recuento en la camara de

Neubauer ( Figura 3.11I).

]

W

Figura 3.lIl. A. Camara de Neubauer. B. Cuadricula de dimensiones conocidas.

[I.  Inoculacién de las plantas.

Plantas de tomate del cultivar Money Maker linea Cf0 (sin genes de
resistencia), de 2 meses de edad se inocularon asperjando 10 mL de la
suspension de conidios (Figura 3.1V). Luego, las plantas se mantuvieron en un
ambiente con 100 % de humedad relativa, 25°C y un fotoperiodo de 16 horas
de luz. Estas condiciones favorecen la germinacion de conidios, el crecimiento
del tubo germinativo y el desarrollo y la penetracién de las hifas, es decir la

infeccién de las plantas.

Pagina

36



Caracterizacidon morfoldgica y molecular de aislamientos de Cladosporium

Figura 3.IV. Plantines Cf0 a los 10 dias de germinados. B.
Plantines Cf0 antes de ser inoculados.

El disefio del experimento fue enteramente al azar con tres repeticiones por
plantas, incluyéndose como control negativo 3 plantas no inoculadas. A los 21
dias de la inoculacion se digitalizaron las imagenes de las hojas enfermas y se

procedio a su evaluacion.

lll.  Reaislamiento e identificacion del patégeno.

Con el fin de cumplir con los postulados de Koch se procedié a reaislar el
patégeno de las plantas inoculadas, a partir de hojas con sintomas tipicos de la

enfermedad.

La identidad de los aislamientos se confirm6é en base a los fingerprints
generados con primers homologos a SSR de manera de amplificar las regiones

intersatelitales ISSR.
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D. Extraccion, purificacion y cuantificaciéon de ADN.

I.  Protocolo Wizard Genomic DNA Purification Kit Promega.

Se congelaron 100 mg de micelio en Nitrégeno liquido, y se molieron en un
mortero estéril hasta obtener un polvo homogéneo. Se pasaron 40 mg del
mismo a un tubo eppendorf estéril, se le adiciond la solucion de lisis nuclear, y
se mezclo en vortex durante 1-3 segundos que luego se incubd 15 minutos a
65°C. Posteriormente se adiciond 3 ul RNasa (10ug pl™") y se incubé a 37°C
durante 15 minutos. Después, se adicion6 200 ul de Solucién de Precipitacion
Proteinas y se mezcl6 20 segundos en vortex. Luego de centrifugar 3 minutos a
13.000 g, se transfirid el sobrenadamente a un tubo de 1,5 ml. Con el fin de
precipitar el ADN se adicion6 isopropanol al 10%; se mezclo y luego se
centrifugd a 13.000 g. Se descartd el sobrenadante y el pellet se lavé con 600
pl de etanol 70% y se seco durante 15 minutos. EI ADN se disolvié en un

volumen de 100 ul de Solucion de Rehidratacion a 65°C durante 1 hora.

II.  Protocolo de extraccion de ADN vegetal CTAB de Doyle & Doyle (1990)

modificado por Bornet & Branchard (2001) :

Se congelaron en nitrogeno liquido 300 mg de tejido y se molieron en un
mortero hasta obtener un polvo homogeéneo. A este se le adicionaron 800 ul de
buffer CTAB suplementado con 200 ul de CTAB 10X, 1 pl de B-mercaptoetanol
y 1% PVPP, se homogeneiz6 la mezcla y se pasé a un tubo eppendorf de 2 ml
que se incubd a 60°C durante 30 minutos. Luego, se lavé con un volumen de
cloroformo-isoamilalcohol (12:1), se mezcld y se centrifugd 5 min a 10.000 g. El

sobrenadante se pasd a un eppendorf de 2 ml en donde se procedid a
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precipitar el ADN. Para esto se agreg6 un volumen de isopropanol y 10% del
volumen de acetato de sodio 3M. La mezcla se mantuvo a -18°C durante 12
horas. La suspension se centrifugd a 10.000 g para generar un pellet de ADN
que se lavo tres veces con etanol 70%, y se seco. El ADN se resuspendié en
150 pl de TE y se le agregd 1-2 pl de RNasa (10 pg.pl™"), luego de lo cual se
incubo6 a 37°C por espacio de 2 horas. EI ADN nuevamente se traté con fenol
cloroformo y se precipitd como se describié anteriormente. La solucion de ADN

final se mantuvo en freezer a -20°C.
lll.  Visualizacion y cuantificacion del ADN extraido.

El ADN se cuantificé en base a la comparacion de la intensidad de la banda del
ADN genomico con las del marcador molecular control (Genoma del fago
Lamba digerido con Hind Ill - Promega Biotech). Las mismas se resolvieron por
electroforesis en un gel de agarosa 0.7% P/V suplementado con bromuro de
etidio, y fueron visualizadas en un transiluminador de UV (Sambrook et al.,
1989). Los geles se documentaron utilizando el analizador de imagenes

SYNGENE vy el software GENETOOLS.

E. Caracterizacién molecular.
I.  Amplificacién de genes conservados.

e ITS

La amplificacion se realizé utilizando los primers ITS4 e ITSS (White et al,,
1990; Tabla | Anexo) y en base a un programa que consistié en un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 minutos; 33 ciclos a 94°C durante 1
minuto, 45 segundos a 56°C y 1 minuto a 72°C y por ultimo una elongacién de

5 minutos a 72 °C (Curtis et al., 1994; Goodwin et al., 2001).
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La mezcla de reaccion consistio en buffer de reaccion 1X (500 mM KCI; 100
mM Tris-HCI, pH 9.0 a 25°C; 1% Triton X-100 (sin magnesio)); 1,5 mM cloruro
de magnesio; 0,2 mM de cada dNTP; 0,3 uM de cada primer; 1 unidad de T-
Plus DNA polimerasa (Highway Molecular Biology-INBIO-UNICEN) y 50 ng de

ADN molde por reaccion, en un volumen final de 15 pl.

e [ tubulinay actina.

La secuencia correspondiente a la tubulina se amplificd utilizando un set de
primers degenerados (Tabla | Anexo) disefados en base a secuencias
consenso de hongos, algas y protozoos. (Tartar et al., 2002). La reaccién se
realizé utilizando las siguientes condiciones finales: buffer 1X; 1,5mM de
cloruro de magnesio; 0,2 mM de cada dNTP; 0,2 yM de cada primery 1 U de T-
plus ADN polimerasa. En el caso de esta reaccion se tuvieron que ajustar
distintas variables debido a la inespecificidad que se encontré al usar las
condiciones sugeridas por los autores que reportaron la metodologia (Tigano et

al.; 2006).

También se procedié a amplificar el gen que codifica la actina. Esto se hizo en
base al disefio de un par de primers (Tabla | Anexo) cuyas secuencias se
generaron a partir de las secuencias inscriptas en la base de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information) correspondientes a
Cladosporium y Passalora fulva. El programa de amplificacion consistié en una
desnaturalizacion inicial durante 3 minutos a 94°C, y 30 ciclos de 45 segundos
a 94°C, 35 segundos a 60°C y 40 segundos a 72°C y un ciclo de extension final
de 5 minutos a 72°C. Luego de la puesta a punto de la reaccidén, las

condiciones finales en un volumen de 15 pL fueron: Buffer de reacciéon 1X; 1,5
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mM de cloruro de magnesio; 0,2 mM de cada dNTP; 0,3 yM de cada primer;

20-40 ng de ADN y 1 U de T-plus ADN polimerasa.

Todos los productos de amplificacion se resolvieron por electroforesis a 90 V,
en geles de agarosa del 1% P/V suplementados con bromuro de etidio 10 %
(10 pg.ml™). Las bandas de la amplificacion se observaron en un analizador de
imagenes Syngene con el software Genetools que permitié con a una camara

digital fotodocumentar los resultados.

Los fragmentos amplificados se purificaron de acuerdo al protocolo de
precipitacion de productos de PCR utilizando PEG (Polietilenglicol) propuesto
por Glenn. EI mismo consiste en adicionar 50 ul de una solucién de PEG al
20% - NaCl 4 M a la mezcla de reaccion conteniendo el producto a secuenciar,
e incubar a 37°C durante 15 minutos. Luego, las muestras se centrifugaron a
15.000g durante 15 minutos. El ADN queda adherido a las paredes del tubo y
se lava con etanol 70%, posteriormente se seca y disuelve en TE o agua
bidestilada estéril. Las dos hebras del fragmento de ADN amplificado por PCR
fueron secuenciadas en Macrogen Inc. Seul, Korea de acuerdo al método
descripto por Sanger (1977). El secuenciador automatico BigDyeTM se basa en
la deteccion de la fluorescencia, permitiendo la lectura de hasta 1000 bases en

una Unica reaccion.

Las secuencias de ITS, B tubulina y actina se analizaron con la herramienta de
busqueda de alineamientos locales de secuencias nucleotidicas (nucleotide

basic local alignment tool, BLAST www.ncbi.nlm.nih.gov). Con esta herramienta

se realiz6 una alineacion y comparacion con las secuencias homologas

depositadas en la base de datos Nucleotide collection (nr/nt). En la
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construccion del arbol filogenético se incluyeron las secuencias de los
organismos en estudio y aquellas secuencias que mostraron alta homologia en
el analisis de blast mediante el uso del BioEdit y Mega5 luego de un

alineamiento ClustalW de las mismas.

[I.  Amplificacion de ISSRs.

Se utilizaron los primers AN, AA5, GA5, IA5, LA5 y FA5, cuya secuencia se
detalla en la Tabla I, Anexo. La reaccion se llevo a cabo utilizando 12 ng de
ADN molde; 2,5 mM de cloruro de magnesio; 1 yM de primer; 0,2 mM de cada
dNTP; 1X de Buffer; 1,25 unidades de T-plus ADN polimerasa, en un volumen

final de 25 pl.

El ciclo de PCR consistiéo en una desnaturalizacién inicial a 94°C durante 7 min
y 33 ciclos de desnaturalizaciéon de 1 min a 94°C, annealing de 75 seg a 48°C
(primers AA5-AN-GA5-IA5) o 53°C (primers FA5-LA5), y una extension de 4

min a 72°C y a esto se le adiciond un ciclo de extension final de 7 min a 72°C.

Los fragmentos de ADN, productos de la amplificacién por ISSR-PCR se
visualizaron por electroforesis en geles de agarosa 1.5 % conteniendo 10% de
Bromuro de Etidio (10 pg.ml”). La visualizacion de las bandas de ADN se
realizé por irradiacion con luz UV. Posteriormente se analizaron las imagenes
en el SYNGENE y con el software GENETOOLS para la evaluacién del
polimorfismo entre las cepas. Para calcular los valores de similitud y las

distancias genéticas utilizando los patrones de bandas ISSR se uso el indice de
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similitud Dice. Si una banda esta presente, se puede asumir que los loci donde

se alinea el iniciador en ambos lados de la banda esta presente.

lll.  Marcadores raza especificos. Genes avr.

Puesto que se dispone de la secuencia de algunos de los genes de avirulencia
de Cladosporium, en base a estas Stergiopoulos (2007) disefo primers para la

amplificacion de los mismos.

Para realizar esta reaccion se utiliz6 como molde ADN gendmico de los cultivos
monosporicos y ADN gendmico extraido de lesiones de hojas de plantas de
tomate que fue cuantificado mediante el uso del fluorémetro Qubit de
Invitrogen. Se realizaron reacciones de amplificacion en las que las condiciones
fueron similares a las descriptas por Stergiopoulos (2007), si bien se utilizaron

primers modificados (Tabla | Anexo).

Las reacciones se llevaron a cabo utilizando las siguientes condiciones: Buffer
de reaccion 1X; cloruro de magnesio 1,5 mM; 0,2 mM de cada dNTP; 0,3 uM
de cada primer; 0,2 U de enzima y 30 ng de ADN molde. El programa de PCR
utilizado consistio en una desnaturalizacion inicial durante 5 minutos a 94°C,
seguida de 40 ciclos consistentes en 30 segundos a 94°C, 30 segundos de
hibridacién a 63°C, 65°C, 53.5°C y 62.5°C para avr2, avr4, avrdE y avr9
respectivamente, 1 minuto a 72°C; y una extension final a ésta temperatura

durante 7 minutos.
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Capitulo 4

Resultados
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A. Caracterizacion morfologica.

Se analizaron las caracteristicas morfolégicas de los aislamientos
monosporicos CFOT7, AAS17, AAS2, HD8, HD10, CFOPC, CFP14 Y AAS16
cultivados en APG. Estos presentaron colonias planas, aterciopeladas, color
verde olivaceo, un poco mas claras hacia la periferia, que en el anverso tenian

color negro (Figura 4.1.A).

Las colonias de los aislamientos monospdricos EMP, ALH y ELH presentaron
un aspecto un poco distinto a los anteriores. Las mismas lucieron
aterciopeladas de color gris-gris olivaceo, con bordes irregulares (Figura 4.1.B);
también presentaron color negro en el anverso de la placa. Estos aislamientos,
a diferencia de los descriptos anteriormente, mostraron un crecimiento lento.
Mientras que los primeros desarrollaron un diametro de colonia de 40 mm en
15 dias, en el caso de EMP se obtuvieron valores similares luego de los 30 y

40 dias de crecimiento.

Figura 4.l. Morfologia macroscépica de las
colonias del género Cladosporium (A) y
Passalora fulva (B)

Se realizaron observaciones microscoépicas de los aislamientos utilizando
aumento 10X, 40X y 100X. Las observaciones de los aislamientos CFOT?7,

AAS17, AAS2, HD8, HD10, CFOPC, CFP14 Y AAS16 se realizaron a los 7 dias
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de la inoculacion. En el caso del aislamiento EMP, debido a que su crecimiento
fue mas lento, se realizaron las mismas observaciones pero a los 20 dias de la
inoculacion. En la Figura 4.1l se destaca una notable diversidad en la forma de
los conidiéforos y en la disposicidon de los conidios. El aislamiento EMP produjo
conidios mas grandes que el resto y similares a los producidos por los

aislamientos ALH y ELH (datos no presentados).

i

Figura 4.lll. Caracteristicas morfolégicas-10 X. La barra indica 100 um.

En la Figura 4.IV se observa que los aislamientos presentaron cadenas de
conidios de distinta forma y tamano. Mientras que los aislamientos CFOT?7,
AAS17, CFOPC, AAS16 y EMP presentaron conidios alargados, el aislamiento
HD8 presentd conidios esféricos. Es de destacar que el aislamiento EMP

presento conidios sensiblemente mas grandes que los de los restantes.
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Figura 4.IV. Caracteristicas morfolégicas-40 X. La barra corresponde a 50 pm.

En la Figura 4.V se presentan observaciones de algunos de los preparados con

aumento 100X.

Figura 4.V. Observaciones 100X. La barra indica 5 ym
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B. Patogenicidad.

En ensayos preliminares realizados por personal del CIDEFI se observaron que
las plantas de tomate del cultivar Money Maker (MM) sin genes de resistencia a
Passalora fulva mostraron sintomas tipicos de la enfermedad, cuando las
mismas se inocularon con una suspension de esporas del aislamiento CFOT?7.
A partir de esas lesiones se reaislo el
hongo, con el fin de cumplir con los
postulados de Koch. Mas aun se
procedié a identificar el aislamiento
original y el reaislamiento, con
marcadores moleculares del tipo de
los ISSR, con el fin de comparar los

perfiles genéticos. La amplificacion

realizada con los primers I1A5 y GAS5,
Figura 4.VI. ISSRs reaislamientos. Las calles 1-3

basté para confirmar que el hongo que corresponden a el primer IA5 mientras que las calles
4-7 al primer GA5. En la calle 8 se sembré el patrén

. s . de peso molecular 100-1000 pb. Calles 1,4:CFOT7.
se aislo de las hOJaS no fue el Calles2,5: reaislamiento1. calles3,6: reaislamiento 2.

organismo inoculado (Figura 4.VLI.).

Si bien algunas de las plantas inoculadas en este ensayo mostraron manchas
necroticas en algunas de sus hojas (Figura 4.VIIl), evidentemente las mismas
no estuvieron asociadas a la presencia de Passalora fulva, agente causal del

moho de la hoja de tomate.
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Figura 4.VII. Cultivar MM-Cf inoculado con los distintos aislamientos. Se muestra
la evolucion del ensayo durante los 21 dias

Considerando la velocidad de crecimiento de los hongos aislados de las
manchas en las hojas, se desarrollaron estrategias para aislar a partir de las
manchas tipicas de moho de la hoja preferencialmente hongos de crecimiento
lento, que muy probablemente son los agentes causales de las mancha. Asi se

obtuvieron tres aislamientos a partir de material enfermo de tomate proveniente
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de diferentes sitios y a partir de diferentes cultivares de tomate, EMP, ALH y
ELH. Nuevamente con el fin de cumplir con los postulados de Koch los mismos
se inocularon sobre los cultivares de tomate Money Maker Cf0, Cf2, Cf4, Cf5y
Cf9. En funcidon de los resultados obtenidos se demostrd la presencia de dos
razas del hongo que se encuentran presentes en los cultivos (Tabla 3). En la
Figura 4.VIll se presenta el envés de una hoja con sintomas tipicos de la
enfermedad y se puede apreciar el color verde oscuro u olivaceo que es propio

del signo del hongo.

Aislamiento/ linea MM Cfo Cf2 Cf4 cfs CfY

EMP + +

ALH + +

ELH +
Tabla 3. Resultados del ensayo biolégico realizado con los cultivares Figura 4.VIII. Envés con sintc
EMP. ALH y ELH. +: desarrolla enfermedad. —no desarrolla enfermedad. tipicos de la enfermedad.

C. Extraccion de ADN.

En la Figura 4.IX se muestran las cantidades de ADN genomico extraido con
los dos protocolos descriptos oportunamente en materiales y métodos. Se
observé que en la extraccion de ADN con el Kit de extraccion de &acidos

nucleicos, se obtuvieron aproximadamente 30 ng.mg' de material fresco,
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mientras el método convencional de CTAB modificado rindi6 mas, ya que se

obtuvieron 100 ng de ADN.mg™" de tejido fresco.

A

Figura 4.IX. Cuantificacién ADN extraido con Wizard Genomic DNA P urification Kit Promega (A) y extraido con

Protocolo CTAB modificado (B) .Se sembraron 5 ul de ADN. En la calle 1 se sembré el marcador de peso molecular A-
Hindlll. Se sembraron 5 pl de ADN en el siguiente orden: CFOT7, AAS17, AAS2, HD8, HD10, CFOPC, CFP14 y
AAS16; tanto en el gel A como en el B.

D. Caracterizacion molecular.

En la Figura 4.X se muestran las bandas obtenidas en la amplificacién del ITS
utilizando ADN molde de 9 aislamientos. Se observa que en todos los casos la
banda amplificada mostré el mismo tamafio que ademas fue el esperando
considerando una secuencia tipo de ITS. Estas amplificaciones se almacenaron

hasta que se procedio al secuenciado de las mismas.

Figura4.X. Amplificacién ITS. En la calle 1 se sembrd el
marcador de peso molecular 100-1000 pb, y luego 5 pl del
producto de PCR en el siguiente orden: CFOT7, AAS17, AAS2,
HD8, HD10, CFOPC, CFP14 y AAS16. En la tltima calle se
sembro el blanco de reaccién (sin ADN).

Pagina

51



Caracterizacidon morfoldgica y molecular de aislamientos de Cladosporium

Ademas, se amplificd la secuencia correspondiente al extremo 3° del 4to exdn
del gen que codifica la B Tubulina. Si bien se trabajé sobre una reaccién
descripta en la bibliografia (Tigano et al, 2006) se modificaron ciertos
parametros tales como la cantidad de ADN molde, temperatura y tiempo de
annealing. En la Figura 4.XI se presentan los resultados de las reacciones de

amplificacion y se muestra que la temperatura éptima de reaccién fue 58 °C.

e e 2 A B

Figura 4.XI. Amplificacién B tubulina En primer lugar se
sembré el marcador 100-1000 pb. En las calles 2, 4y 6 se
sembraron las reacciones cuyo molde fue el ADN de HDS8,
mientras que en las calles 3, 5y 7 el molde fue el material
genético de AAS16. La temperatura de annealing vario de la
siguiente manera: calles 2-3: 55 °C. calles 4y 5: 57°C y calles 6
y 7: 58°. En la calle 8 se sembr6 el blanco de la reaccion,
ensayado a 55°C.

En la Figura 4.XIl se presentan los resultados de las reacciones con distintas
cantidades de ADN molde en donde se demostré que la cantidad éptima de

ADN molde se encuentra entre 50 y 100 ng.
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Figura 4.XIl. Amplificacién B tubulina. En la calle 1 se
sembré el marcador de peso molecular A-Hindlll. Se utilizaron
cantidades crecientes de ADN molde de HD8 (25, 50, 75 y 100
ng) y de AAS16. El producto de reaccion fue sembrado en este
orden.

Finalmente las condiciones de amplificacién utilizada para los 9 aislamientos
iniciales fueron en el caso del annealing a 58°C con una cantidad de ADN

molde de 75 ng (Figura 4.XIil).

Figura 4.XIll. Amplificacién B tubulina. Calle 1: blanco. Calle2:
CFOT?7. Calle3: AAS17. Calle4: AAS2. Calle 5: HD8. Calle6:
HD10. Calle7: CFOPC. Calle8: CFP14. Calle9: AAS16. Calle 10:
marcador de peso molecular 100-1000 pb.

La amplificacion de la actina, se realizd6 luego de hacer un analisis
bioinformatico de las secuencias del gen que codifica esta proteina, tanto en el
género Cladosporium como en Passalora fulva. Se alinearon las secuencias

utilizando un software bioinformatico (BioEdit), se encontraron las secuencias
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consenso 5’y 3’y se disenaron los primers ACTF y ACTR (Tabla I, Anexo).
Luego, se realizo un primer blast con el fin de corroborar la especificidad de los

primers disefiados. Los resultados del analisis se muestran a continuacion.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cqi?LINK _LOC=BlastHome)

>AJ300329.1 Cladespeorium cladosporicides partial act1 gene for actin, exens 1-2, strain CBS 169.54
product length = 534

Forward primer 1 GGGTTTCGCCCTTCCCCACG 20
Template G 258
Reverse primer 1 CCTTCATGCTGGACGGGGCC 20
Template T e e e e e e 753

>AJ300312.1 Cladesporiumsp. A13 partial act1 gene for actin, exons 1-2, isclate A13
product length = 533

Forward primer 1 GGGTTTCGCCCTTCCCCACG 20
Template 228 i eee e Tee e e e e et 247
Reverse primer 1 CCTTCATGCTGGACGGGGCC 20
Template Te0 e T..G. AL, 741

>AJ300327 1 Cladesporium fulvum partial act1 gene for actin, exens 1-2, strain Dutch Race 4
product length = 528

Forward primer 1 GGGTTTCGCCCTTCCCCACG 20
Template N Too... A.... 235
Reverse primer 1 CCTTCATGCTGGACGGGGCC 20
Template A3 e A..T..A... 721

Si bien se evaluaron diversas variables de la reaccién de amplificacion, las
condiciones Optimas de reaccion fueron las que se describieron en materiales y
meétodos; siendo 40 ng la cantidad de ADN molde del aislamiento CFOPC. En
la Figura 4.XIV se puede apreciar el efecto de la temperatura de annealing

sobre la reaccion y que la temperatura 6ptima de hibridizacion fue 60 °C.

Figura 4.XIV. Amplificacién actina. Calle1: marcador de

peso molecular 100-1000 pb. Calle2: 60°C. Calle3: 60,5°C.
Calle4: 61°C. Calle5: 61,5°C. Calle6: blanco.
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En la Figura 4.XV se presentan los fingerprints de los aislamientos que se
obtuvieron con los primers ISSR en cuatro geles generados con los diversos
primers utilizados. En primer lugar se observé que los aislamientos son

distintos a nivel genético, es decir que los organismos presentaron patrones de

bandas distintos.

M ¢ 1@ (C

Figura 4.XV. Reaccién ISSR. A: primer GA5. B: primer AA5. C: primer AN.
D: primer IA5. Calle1: marcador 100-1000 pb. Calle2: CFOT7. Calle3: AAS17.
Calle4: AAS2. Calle5: HD8. Calle6: HD10. Calle7: CFOPC. Calle8: CFP14.

Calle9: AAS16. Calle10: EMP
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Considerando el numero promedio de bandas amplificadas con cada primer, y
el rango de tamafo de las mismas se estimo que la diversidad evaluada
utilizando estos 6 primers, corresponde al 0,41 % del genoma (Tabla 4). Para
realizar el calculo se considerd que el tamafio del genoma de un hongo es de

aproximadamente 2x10’ pares de bases.

Reaccidén Tamaiio de las bandas Nidmero de % del genoma
bandas promedio

AN 150-2500 10 0,07
AAS 250-1800 15 0.08
IAS 400-2500 14 0,10
GAS 250-1800 20 012
LAS 400-2100 2 0,01
FAS 400-1200 5 0,03

% del genoma total evaluade 0,41

Tabla 4. Analisis ISSR. Porcentaje del genoma evaluado.

Utilizando las secuencias de ITS se realizé el analisis Blast (nucleotide basic
local alignment tool, www.ncbi.nlm.nih.gov), analizdndose ademas las mismas
con dos softwares Bioedit y Mega5, con el objetivo de realizar el
correspondiente arbol filogenético, mediante el analisis de Maxima Parsimonia.
Este analisis se realiz6 con las secuencias obtenidas en nuestro trabajo
(Anexo, Tabla ll) y con las de la base de datos que se detallan en la Tabla lli

Anexo que fueron aquellas que surgieron del analisis de BLAST.

En la Figura 4XVI. se observa el arbol obtenido en el que se detectan los
clusters correspondientes a la division Davidellacea y Micosphaerellacea.
Ademas, se puede ver que EMP es un hongo que se agrupa con
representantes de la familia Mycosphaerellaceae; en tanto que los otros 8

aislamientos se agruparon con hongos de la familia Davidellaceae.
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CFOT7
AAS2
AAS16
Cladosporium cladosporioides isolate LH14
HD10
Cladosporium cladosporioides strain ATCC 200941
AASTT
9| [ CFOPC
CFP14
HD8
9 | Cladosporium sphaerospermum isolate wb311
Cladosporium fulvum strain ATCC 44960(2)
499’> EMP
Cladosporium fulvum strain ATCC 44960

Fusarium solani

Figura 4.XVLI. Arbol ITS.

Las secuencias obtenidas correspondientes al gen de la 8 tubulina (Tabla IV;
Anexo) fueron altamente homdlogas al fragmento de ADN que codifica el
cuarto exén del gen correspondiente a Passalora fulva (1183 pb).
Considerando que solo se conocen las secuencias parciales de este gen de
aislamientos del género Cladosporium y que se dispone de la secuencia
completa del mismo para Passalora fulva, (Tabla V, Anexo), se procedié a

identificar la region de mayor homologia de las secuencias depositadas (Figura

4.XVIl), cuyos numeros de acceso se detallan en la Tabla V, Anexo. Estas

10 20 30 40 50 &0
R B P B B B P B B e P FEr e P

exond-cladosporium fulvum TTCCEETARCAAGTACGTTCCTCGCGCTGTTCTCGTCBATCTCBAGCCCGGTACCATGBACGCCRTC

exond-Cladosporium cladosporio CC..T..C..iuuuiiiunininns T..C..Coovvvnnns 1.0..... e
exond-Cladosporium sphaerosper CC..... Covvnnnnnnnnnes [ U P L
sn 100 un 120 J.qn

TTCGGTCAGCTTTTCCGCCCCGACAACTTCGTTTTCGGTleTCCGGTGCTGGCMCAACTGGGCCAR
........... T OO UMY Y O T O T
................................ [ - B

exond-cladosporium fulvum
exond-Cladosporium cladosporio
exond-Cladosporium sphaerosper

170 180 190 200 210 220
T T T T T T I P
exond-cladosporium fulvum TEAGGETECCGAGCTCETCGACARCETCCTCEACGTTGTCCGTCGCEAGECTGAGEECTECGACTGCC
exond-Cladosporium cladosporio

exond-Cladosporium sphaerosper

270 2%0

230

exond-cladosporium fulvum
exond-Cladosporium cladosporio
exond-Cladosporium sphaerosper

GGATCACCCACTCCCTGGGTGG‘IGGTACCGGTGCCGGTATEGGTACGCIGCTCA‘ICTC(‘AAGATCCGC
Aiiiiiiniiias T Y FE TR T TR T TR AR RT TR SN
Biiiiedaaanaa S - T T T IR L I T. .C ......

Figura 4.XVII. Alineamiento B tubulina.
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secuencias tuvieron alta homologia en el extremo 5.

Luego, se procedié a alinear las secuencias obtenidas con la secuencia del
cuarto exon de Passalora fulva (Figura 4.XVIIl), y se encontré que las

secuencias amplificadas corresponden al extremo 3'de este gen.

exond-cladosporium fulvum
CFOT?7

AAs17

AAsz

HD&

ED10

CFOPC

CFP14

EMP

exond-cladosporium Fulvum
CFOT7

ARS17

AAS2

HDS

HD1O

CcFoPC

CFPi14

EMP

exond-cladosporium fulvum
CFOT7

AAS17

AAS2

HDS

HD10

CFOPC

CFP14

EMP

exond-cladosporium fulvum
CFOT?

AAS1T

AASz2

HD§

HD1O

CFOPC

CFP14

EMP

exond-cladosporium fulvum

730 740 750

760

770

780 790

R e B I B I e [ [P (I [ [P [ Sl I
CTTCAGEECTTCCGGATCACCCACTCCCTEE6TEETEETACCEETECCEETATEBETACGCTECTCATCTCCA
_____ UMY IR IR ¥ S

..... TC...-...C...T....

ABGGGCTTCTCCAT.T...Couuuuu Tou.. Bu

810

CER N

230
loevalss

370 980
l-- leeeels | | |

1000
celeennal]

1010
ceelen

B.AA..B.. . Teveaaan C..C...C..AB..

CuBT.... . T.T..TT..C. AGA.

240
celevaclocoslovenloss
TTCTGCATTGACAACGAGECTCT
T..C

1020 1030
I Y P Err

ATCTGCATECETACGCTERAGCTETCCAACCCTTCT TACGETBACCTGRACTACCTEETCTCCOCTGTCATET

1060
| I | I

1070

1080

1080

1100 1110

B Bl R I B I I e R R P [P [P [P I
CACCTCCTGCTTECGTTTCCCCEECCAGCTRAACTCTGACCTGCGCARGCTCGCTGTCARCATGGTTCCCTTC

CFOT? 6..TA..... Covinnnnnnn | T P (S YT R Covininiinnnns
ARS17 G...C C...ABC..T..C.Couvvet Culurinnnnns
AAS2 GC..C C...AGC.....C..A...T....C......

EDS .€..C.. AL CLLRBC. L ClB e G
HD10 6...C.. ..C...AGC..

crope G...C C...ABC..T..C.....

CFP14 G...A C...AGC..T..C...

ENP 6...A C...ABC..

Figura 4.XVIII. Alineamiento g tubulina.

Con la secuencia del fragmento amplificado correspondiente a actina (Tabla VI,
Anexo), se realizd un blast donde se confirmé la especificidad del par de

primers disefiado (Figura 4.XIX ; Tabla VII, Anexo).
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10 z0 30 40 50 60 70 El
P [P [ [P IR U (A [N (PR RN N IR (R [N I |
Actina CFOPC ARACTAACACTCCTCARAGTCTGETEGTACCACCATGTACCCCEECATCCACGACCETATGCCORAGGATATCACTGCTC
C. Cladosporioides .T... Y IR 1 A
¢, Tenuissimum ..1...AG...
¢, Oxysporium T...AG. ..
90 100 110 120 130 140
T T O [
Actina CFOPC TTGGTCCTTCCAGCATGAAGGT TAARATCATCGCGCCCCCAGAGCECARGTACTCCETCGGEA
C. Cladosporioides . Covvivvviviiivinnns [P : NN | PP Hevrvrnans Tous
C. Tenuissimum Claiiiiiiiniiiiieann Cobiinnnnnn | T ...
C. Oxysporium L R C..Bovuenns | I...

Figura 4.XIX. Alineamiento actina.

En lo que hace al andlisis de polimorfismos, los fingerprints generados con 6
primers ISSR mostraron que existen polimorfismos entre los aislamientos
CFOT7, AAS17, AAS2, HD8, HD10, CFOPC, CFP14 y AAS16, es decir que los
mismos son genéticamente distintos. Sin embargo, los aislamientos EMP, ELH
y ALH no solo mostraron perfiles conservados entre ellos sino que ademas
estos fueron distintos de los perfiles obtenidos con los otros ocho aislamientos
polimérficos. En la Figura 4.XX se presenta el dendograma generado con las
amplificaciones. Se puede ver que los once aislamientos se agrupan en dos

clusters, uno incluye a los aislamientos CFOT7, AAS17, AAS2, HD8, HD10,

0 10 20 30 40 50 60 70 80 920 100

ELH

EMP
ALH
CFP14
CFOT7
HD8
HD10
AAS2
AAS16
AASTT
CFOPC

Figura 4.XX. Dendograma ISSRs. Tolerancia: 1%. Método estadistico:
UPGMA. Coeficiente de similitud: DICE
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CFOPC, CFP14 y AAS16 y el otro a los aislamientos EMP, ELH y ALH.

La amplificacion de los genes avr 2, 4, 4E y 9 es una forma precisa y rapida de
determinar la presencia de los genes de avirulencia y con esto establecer las

razas de Passalora fulva que se encuentran presentes.

La amplificacion del gen de avirulencia avr2, no fue exitosa con las condiciones
de reaccion descriptas por Stergiopoulos, por ello se trabajé en la puesta a
punto de la reaccion y mas especificamente en la temperatura de annealing,
que consistié en la unica modificacién realizada. En la Figura 4.XXI se puede
apreciar que la reaccion de amplificacion mas eficiente ocurri6 a una

temperatura de annealing de 63 °C.

570 pb

Figura 4.XXI Amplificacién Avr2. Calle1: marcador molecular 100-1000 pb.
Calle2: 50,4°C. Calle3:51,3°C. Calle4:52°C. Calle5:54°C. Calle6:56,2°C.
Calle7:58,4°C. Calle8:59,4°C .Calle9:61,3°C. Calle10:63°C. Calle11:64,5°C

Luego, con el fin de dilucidar si los aislamientos eran de Passalora fulva, se
realizaron amplificaciones de los cuatro genes de avirulencia avr2, avr4, avr4E
y avr9. Los resultados se presentan en la Figura 4.XXIl. Por otro lado, en esta
reaccion también se incluydo ADN extraido de hojas con sintomas tipicos de la

enfermedad. Se encontré que solo cuando el ADN molde provino de los
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aislamientos ELH, ALH y EMP se amplificaron con éxito los genes avr. Por otro
lado no se obtuvieron las bandas correspondientes a los avr cuando la

amplificacion se realizé con ADN total de la hoja.

Avr2 Avrd AvrdE Avr9

Pew <—300pb

.'. <—700pb

<—620pb
<—570pb

Figura 4.XXIl. Amplificacién AVRs. Las calles 2 ,5,8 y 11

correspondena ELH; 3,6,9y 12 a EMP: y las calles 4, 7, 11y 13
a ALH.

Los resultados de la reaccion anteriormente descripta demostraron que los
aislamientos de P. fulva contenian, uno cuatro y otros dos aislamientos tres
genes de avirulencia. Si bien las reacciones de amplificacion de los genes de
avirulencia aisladamente permiten identificar las razas, este procedimiento es
costoso debido al numero de reacciones a realizar y ademas demanda mas
tiempo. Por ello, se trabajé en disefiar una reaccion de “multiplex” PCR con el
fin de amplificar los cuatro genes de avirulencia al mismo tiempo. Este objetivo
aparecia como posible considerando que el rango de temperaturas de

annealing, para amplificar cada gen avr, fue relativamente estrecho. Asi se
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disefio una reacciéon de “Multiplex - avr’. Con este fin, se trabajo en el ajuste de
la concentracion de primers, ya que se deben adicionar cuatro pares en una
misma reaccion y en muchos casos el exceso de los mismos inhiben la
reaccion. Ademas, se trabajo en ajustar la cantidad de ADN molde y la
temperatura de annealing (Figura 4.XXIIl.A). El programa de amplificacion
utilizado se basé6 en los utilizados en las amplificaciones de los avr en forma
aislada. Se muestra el gradiente de temperaturas de annealing, donde puede

verse que la temperatura éptima de la reaccion fue 58,4 °C (Figura 4.XXIII.B.).

ELH EMP ALH
15ng 20ng 15ng 20ng 15ng 20ng

I B - -
40ng 60ng 60ng 40ng 60ng

go 82

40ng
22C 582

Figura 4 .XXIIl. Multiplex-avr. A. variacién de temperaturas de annealing,

concentracion de molde y cantidad de primer. B. Se usaron 20 ng de cada
primer. y se ensayaron las siguientes temperaturas : 54°C, 58.4 y 64,9°C.ADN
molde: 40 ng ELH.

La reaccién de “Multiplex - avr’ se realizé en presencia de ADN molde “avr
positivo” suplementado con cantidades crecientes de ADN de otro aislamiento
del género Cladosporium. Se demostro que la presencia de ADN no especifico,
no interfiere la reaccion, ya que los cuatro genes de avirulencia se amplificaron
aun en presencia de ADN contaminante (Figura 4.XXIV.A). Los resultados
ademas demostraron que la reaccidn es especifica ya que se amplificaron los

genes avr solo cuando el ADN molde fue de P.fulva y que las bandas no se
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generan por un artefacto producto de la mezcla de primers (Figura 4.XXIV.B),
ya que no se obtuvo reaccion en presencia de ADN molde bacteriano o de

otros hongos.

~
=
o
w
O
o
=
I=)
bl

30ng CFOT?
40ng CFOT7

40 ng molde
40ng ELH 58,4¢C A
58,4 2C

Figura 4.XXIV. Multiplex-avr. A. Calle 1: blanco. Calles 2-3.Ensayo de
especificidad. Se mantuvo constante la cantidad de ADN molde de (40 ng) y se
agregaron cantidades crecientes de ADN de CFOTY7. Calles 6-10. Gradiente de
ADN molde. Calles 11-13. Reaccion multiplex de los 3 aislamientos detallados.
Calle 14: marcador 100-1000 pb. B. Reacciéon multiplex usando 30 ng de molde
de ELH, EMP, ALH, CFOT7, Humicolopsis y Sinorhizobium respectivamente.
Calle 7: marcador 100-1000 pb.
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Capitulo 5

Discusion
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Una de las caracteristicas que se evalué fue la velocidad de crecimiento de
los aislamientos in vitro en medio APG. Se encontrdé que los aislamientos
crecieron con distinta intensidad. Mientras que algunos desarrollaron
colonias de 40 mm en un tiempo de aproximadamente 15 dias otros lo
hicieron en un tiempo considerablemente mas largo. Las caracteristicas
morfoldgicas de los hongos son y han sido elementos importantes de la
taxonomia de los hongos (David 1997; Aptroot 2005; Bensch et al., 2010,
Braun et al., 2003; Crous 2009; Crous et al., 2006, Crous et al., 2001; Crous
et al., 2000; Crous et al., 2007; Dugan et al., 2008; Schoch et al., 2009;
Schubert et al, 2007). Se ha demostrado que Cladosporium suele
desarrollar favorablemente en medios mas complejos que el APG, como el
medio MEA (agar- extracto de malta) y SNA (agar nutritivo sintético) y el
desarrollo en esos medios permite identificar mas facilmente las diferencias
entre aislamientos de Cladosporium cladosporioides y Cladosporium
sphaerospermum, (Dugan et al., 2008; Schubert et al., 2007), asi como
también entre las distintas razas fisiologicas de Passalora fulva (Crous
2009). Sin embargo el uso de APG fue suficiente para identificar las

distintas especies en estudio.

Con el fin de realizar estudios comparativos de los diversos aislamientos se
realizaron observaciones en microcultivos de los aislamientos (Dugan et al.,
2008; Schubert et al., 2009; Crous et al., 2007). Estos cultivos mostraron
que los hongos formaron conidios en esas condiciones, pero ademas,
también en los microcultivos se observd que la mayoria de los aislamientos
fungicos mostraron una alta tasa de crecimiento y presentaron conidios

pequefnos. Esto sugirio que los aislamientos muy probablemente son del
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género Cladosporium. Sin embargo, tres aislamientos presentaron tasas de
crecimiento bajas y ademas conidios de un tamafio mayor, caracteristicas
similares a las que presentan los representantes de Passalora fulva (Crous,
2009). Es decir que, los microcultivos resultaron una técnica sencilla e
informativa a nivel de la biologia del hongo. Si bien estos resultados se
basan en caracteristicas morfoldgicas, sugieren que en los sintomas de la
enfermedad moho de la hoja del tomate conviven especies de
Cladosporium probablemente en estrecha relacion con el agente patdégeno
P. fulva que presenta crecimiento lento y produce conidios mas grandes.
Seria importante estudiar el rol de las especies de Cladosporium que
acompanan al patégeno en la enfermedad y ademas la dinamica

poblacional y la evolucion del patégeno en el ambiente.

Otra de las metodologias biolégicas que se utilizaron para identificar los
aislamientos de Cladosporium fue la descripta por De Wit (de Wit et al,,
2002). Esta consiste en trabajar con cultivares de tomate conteniendo los
genes de resistencia correspondientes a cada gen avr de P. fulva. La
inoculacion de las cultivares de tomate sirvié para confirmar que los
aislamientos de crecimiento rapido que produjeron conidios mas pequenos
no enfermaron a las plantas. Sin embargo, cuando el in6culo se hizo en
base a alguno de los tres aislamientos identificados como Passalora fulva
se indujeron en las plantas los sintomas tipicos de la enfermedad (Thomma
et al.,,. 2005; Ellis, 1971; Holliday & Mulder, 1976; Curtis et al., 1994; Fox,

1997; Jones et al., 1997; Ho et al., 1999; Jones, 1997).

El ensayo de patogenicidad es un analisis clave para determinar si un

aislamiento es un agente patdgeno. En ese sentido la inoculacién de los
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cultivares diferenciales de tomate con la suspension de conidios de los
aislamientos del hongo confirmé que en los ambientes estudiados, conviven
especies de Cladosporium no patogénicas y dos razas de Passalora fulva.
Si bien las especies de Cladosporium en general y Passalora fulva en
particular contienen pigmentos oscuros como las melaninas (Llorente et al
en redaccion), que suelen ser contaminantes que provocan inconvenientes
para el trabajo molecular con ADN genomico, todos los protocolos de
extraccion de ADN funcionaron con distinta eficiencia. Mas aun, si bien un
kit de extraccidn genera un protocolo repetible y trazable, la extraccién de

ADN con CTAB condujo a la obtencion de una mayor cantidad de ADN.

En la actualidad los trabajos de taxonomia orientados a la identificacion de
individuos demandan disponer de las secuencias universales, que son
altamente conservadas como el rDNA. Ademas se sugiere disponer ademas
de la informacién de secuencias adicionales, que suelen codificar proteinas
estructurales conservadas como por ejemplo la tubulina, actina, histonas o
factores de transcripcion (Schoch et al.,, 2006; Dugan et al., 2008; Schubert
et al., 2009; Bensch et al., 2010). En este sentido se amplificd y secuencié
el fragmento de ADN gendmico que codifica el ITS de los aislamientos. El
analisis blast de las secuencias obtenidas asocid a estas con las
correspondientes a C. cladosporioides (Crous et al., 2001; Bensch et al,,
2010) y C.sphaerospermum (Schubert et al., 2009). Estos resultados, de la
misma manera que las caracteristicas morfoldgicas, sugieren que algunos
de los aislamientos obtenidos a partir de lesiones de la hoja del tomate son
C. cladosporioides y C. sphaerospermum. El ITS de uno de los aislamientos

que mostraron menor velocidad de crecimiento y producciéon de conidios
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mas grandes, mostro en el anadlisis blast alta homologia al ITS de

aislamientos de P. fulva.

Si bien las genes universales permiten identificar aislamientos, con
frecuencia y debido a que estan altamente conservados, no permiten
analizar la diversidad entre individuos de la misma especie (Schoch et al.,
2006). Con este fin se generaron los perfiles usando marcadores
moleculares (ISSRs), que permitieron por un lado analizar la diversidad de
los aislamientos y por otro agrupar a los mismos aislamientos en dos
grandes clusters. Uno de ellos estuvo asociado a Ila familia
Mycosphaerellacea y el otro a la familia Davidiellaceae (Crous et al., 2007;
Crous et al., 2007 b). Esto demuestra que los marcadores ISSR si bien no
se pueden asociar a razas del patégeno y tampoco permiten identificar
especies, reflejan con precision la similitud con grupos o familias de hongos
especificas. Como resultado de ello, sugiere que ademas de tener la
caracteristica de mostrar diversidad, poseen poder de discriminacion
aunque éste es limitado. Probablemente esto se deba, entre otras cosa a la
suposicion de que una banda es un locus, pero una banda del mismo
tamano no necesariamente es la misma banda y por otro lado una banda
puede contener mas de un fragmento del mismo tamafio pero que
representa distintas secuencias del genoma. Por otro lado, es posible que el
potencial de estos marcadores como discriminadores aumente, si se
aumenta el numero de primers utilizados, de manera de analizar una parte

mas amplia del genoma.

La presencia de genes especificos y el conocimiento de su secuencia con

frecuencia permiten disponer de potentes herramientas de identificacion
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(Pastorino et al., 2003). En este caso estas herramientas son los genes avr.
Si bien estos genes se pueden identificar en base a la reaccion de cultivares
de tomate con genes de resistencia, este tipo de ensayo demanda espacio,
tiempo y aun asi puede ser dificil de resolver, ya que la sintomatologia
puede variar en funcion de las condiciones ambientales. En base a
reacciones de PCR desarrolladas por Stergiopoulos y colaboradores (2007),
que repetimos pero con primers modificados, comprobamos que en el area
de cultivo horticola muestreada conviven dos razas de Passalora fulva. Mas
aun, en base a esta reaccion y a la identificacion previa se comprobd que
en los sintomas de las hojas conviven especies de Cladosporium que viven
en el ambiente, como C. cladosporioides y C. sphaerospermum, junto con
especies patdégenas como P. fulva, tal cual se habia demostrado con

herramientas bioldgicas.

Confirmado en base a todos los estudios que en el area de cultivo estudiada
conviven dos razas del hongo fitopatégeno, Passalora fulva, se realizaron
analisis adicionales para confirmar la identidad. Con este fin se procedi6 a
analizar las secuencias de tubulinas, gen conservado que con frecuencia se
utiliza en estudios taxonémicos (Tigano et al.,, 2006). Otra secuencia que
suele utilizarse con el mismo fin es la secuencia de actina (Dugan et al.,
2008); la secuenciacion del fragmento correspondiente a la tubulina y el
analisis blast de las secuencias confirmaron la identidad del aislamiento

EMP como P. fulva.

Una de los roles de la fitopatologia es aportar soluciones para la
produccién, en ese contexto si bien es necesario desarrollar estudios en

varios sentidos, uno de los aspectos claves es el diagnéstico preciso y
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rapido. El disponer de un buen diagndstico de los patdgenos conduce a la
toma de decisiones. En este sentido, si bien se demostré6 que las
amplificaciones individuales de los genes avr tal cual lo utilizaron
Stergiopoulos (2007) y Bernal Cabrera (2009), permiten identificar razas, es
evidente que este tipo de analisis es poco viable, porque es costoso y
demanda tiempo. Por ello se desarroll6 la reaccidon de “Multiplex - avr’ que
permitié confirmar la presencia de los genes de avirulencia en una sola
reaccion. Los resultados permiten inferir que la reaccién es confiable ya que
no es inhibida por la presencia de ADN contaminante, si bien no se tuvo
éxito en amplificar los avr a partir de tejido foliar. Es probable que se deba
trabajar mas intensamente en este sentido, en primer lugar en el
aislamiento de ADN a partir de las manchas para que sea de mayor calidad.
Pero también se debera trabajar en las condiciones de reaccidn si se quiere
amplificar con éxito los avr directamente partir de ADN de tejido foliar. Esta
reaccion es conveniente por la velocidad de respuesta, si bien la presencia
de varios genes de avirulencia no asegure que todos pertenezcan al mismo
organismo. En cualquier caso la reaccion es confiable porque solo generd
producto cuando el ADN molde provino de P. fulva. Vale la pena aclarar que
si bien la cantidad de ADN molde de las reaccion es un poco alto, es posible
que se pueda trabajar con una menor cantidad de ADN en una reaccion de
real time PCR (Yan et al, 2007). En cualquier caso la “Multiplex - avr’
condujo a la identificacién de razas de Passalora fulva presentes en la zona

horticola del Gran La Plata.
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Capitulo 6

Conclusiones

Pagina

71



Caracterizacidon morfoldgica y molecular de aislamientos de Cladosporium

Los sintomas que se encontraron en hojas de cultivares comerciales de
tomate de la enfermedad moho de la hoja, contuvieron Cladosporium
spp. de crecimiento rapido y de crecimiento lento.

Los aislamientos CFOT7, AAS17, AAS2, HD10, CFOPC, CFP14 y
AAS16 se identificaron como Cladosporium cladosporioides (Crous et
al., 2007); el aislamiento HD8 como Cladosporium sphaerospermum
(Zalar et al., 2007; Dugan et al, 2008) y el aislamiento EMP como un
representante del género Passalora, perteneciente a la familia de
Mycosphaerellaceae (Crous et al., 2009).

Los aislamientos de C. cladosporioides CFOT7, AAS17, AAS2, HD10,
CFOPC, CFP14 y AAS16 y el aislamiento HD8, C. sphaerospermum, no
fueron patogénicos en plantas de tomate susceptibles a la enfermedad.
Los marcadores moleculares ISSRs no solo agruparon a los
aislamientos de los hongos en base a su similitud, sino que ademas los
agrup6 en hongos patégenos de tomate y hongos saprofitos.

El aislamiento EMP identificado como Passalora fulva y los otros dos
aislamientos ALH y ELH, con caracteristicas fisioldgicas y morfoldgicas
similares, indujeron en plantas susceptibles de tomate sintomas tipicos
del moho de la hoja del tomate.

La secuencia del fragmento ITS confirmé la identidad de los organismos,
que se agruparon en dos clusters, uno correspondiente a la familia
Davidellaceae y otro a la familia Mycosphaerellacea.

La secuencia del ITS también confirmo la identidad del aislamiento EMP

como Passalora fulva.
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La amplificacion de los genes avr confirmd6 que el aislamiento EMP tal
cual lo sugerido por el ITS es Passalora fulva.

Se identificaron dos razas de P. fulva, una contiene cuatro genes de
virulencia (ELH) y la otra raza tiene tres, ya que carece del avr 2 ( ALH,
EMP).

Los representantes de C.cladosporioides y C.sphaerospermum,
especies no patégenas, no contienen genes de avirulencia.

La reaccion de “Multiplex-avr’ identificd los cuatro genes de virulencia.
La “Multiplex-avr’ es especifica ya que no amplific6 genes avr a partir de

ADN de otros hongos y de bacterias.
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Anexo

Tabla I. Primers utilizados en la caracterizacion molecular.

Primer Secuencia Primer Secuencia
TS (White o1 8/, 1990) 1A ACA{CAN)S
1TS54 5-AAGCTTTCCTCCGOTTATTGATATGE-S 1.AS CAG(AAC)S
1788 5-GARTTCGGAAGTARMMRGTCGTAACARGSG-3 | FAS TACIGR)S
Tubufina {Tadar ef af. 2002) Ave (Stergiepouios of 8l 2007, medificados)

betatubF 5 -TGGGCYAARGGYCACTACACYGA-' AVRIF §'-CAT CAG CAT ATC CTC TFC CAT CC-37
betatabR 8- TCAGTGAACTCCATCTCRTCCAT-S AVRIR 5-CAG TAC GTT CAAAAG CAG ATAAGG-3

Primers acling AVRAF §-ACG GTAGEGT CTG TACACG CGAC-37
ACTF 5 -GEGTTTCGCCCTTCOCCACG-I AVR4AR §-AAC GAACTG GGT CAT GGAATG-Z”
ACTR 5 CCTTCATGCTGGACGBGGELC-3 AVRIEF G-GCC CGG TATATC GOT GTG C-3

Primers 1IS8Rs AVR4ER 506G AAC COC TGO OTG AGA-Z7
AAS GAG{ARRYS AVRIF 5 -AAT ACA ACC TTG AAA CAG CTA BG-3°
AN {CAR)S AVRER 5-GGACTC TAC GGG GOTTGG-27
GAS TCAGTIS

Tabla . Lista de primers utilizados en la caracterizacién molecular.
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Tabla Il. Secuencias de ITS obtenidas.

Aistamiento

Secuencia

CFOT?

TSAATAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTECGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCGGTCTA
ACCACCGGGATGTTCATAACCCTTIGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGUGACCCTGOCTTCGGECE
GOGOCTCCEGETERACACTTCAAACTCTTOCGTAACTTTGCAGTCTBAGTAAATTTART TAATAAATTAAR
ACTTTTAACAACGGATCTCTTGETTCTGECATCGATGAAGAACGLAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TCECAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGARCGCACATTGLEGCCLCCTRGTATTCCOGEGEGOATGCCT
GTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCECTTGRTATTEGECARCGLGETLCGCCGCETGLCTCAAA
TCRACCEGLTGRETCTITCTETCCCCTAAGCETTGTBRAAACTATTCCLCTAAAGGETGCTCGGGAGECTA
CGLOCGTAAAACAAACCCATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGG GATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
CAATAAGCGGAGGG

AASTT

GGAATAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGUGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCGETCT
AACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGT TGTCCGACTCTGTITGLCTLCGGGEUGACCCTGCCTICEGGL
GGGEGUTCCGGETGEACACTTCAAACTCTTGLGTAACTTTGCAGTCT GAGTAAALTTAATTAATAAATTAA
AACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGLATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGUACATTGUGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGUATGCC
TETTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGUTTGGTATTEGGCAACGCGGTCCGCCGUGTGUCTOEAA
ATCGACCGACTGGETUTTCTETCOCCTAAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGETETTCGRGAGGCT
ACGCCGTAAMACAACCOCATTTCTAABGTTGACCTUBGATCAGGTAGGBATACCUGCTEAACTTAAGCAT
ATCAATARCGAGAGAA

AASZ

GOGOAAAAAGTCETAACAAGETCTCCGTAGGSTGAACCTCUGUAGGGATCAT TACAAGTGACCCCGGTCT
AACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTETTOCCTCCAGRGLUBACCCTGCCTTCGGEC

GOGGGLTCCGRRTGGACACTTCARACTCTTGUGTAACTTTGCAGTCT GAGTAAACTTAATTARTAAATTAA

AACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTICTGBUATCGATGAAGAACGUAGCGAAATGUGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCOAATUTTTGAACGCACATTGUGCCCCCTGGTATTCCGOGGGGLUATGCC

TGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGUCTCGLTTGGTATTGGGCAACGCGGTCCGUCGCGTGUCTAA
ATCGACCGGUTGGETCTTOTGTCCCCTAAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTGCTCGGGAGGCT

ACGCCOTAAAACAAACCCATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGCATACCCGCTGAALTTAAGTATA
TCAATAAGCGAGAGG

HDS

GGGAAAARAGTCGTAACAAGGTCTCCOGTAGGTGAACCTGUGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCCGGCT
COOCCCOEEGATETTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTETTGCCTCCEGRELCACCCTECCYTTTCAC
COGLEGEGEECCCCOGRTGRACACATCAAAACTCTTECETAACTTITGCAGTCTGAGTAAATTTAATTAATA
AATTAAAACTTTCAACAACGEATCTCTTGETTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGOGATAAGTAA
TOTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCCAATCTTTGAACGCACATTCCGCCCCOTGETATTCCGEGEGE
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGETATTGGGCGACGCEETCCGLCGLGT
GUCTCAAATCGACCEECTGRETCTTCTGTCCCCTCAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTGCCAL
GGGAGGCCACGCCGAAAAACAAACCCATTTCTAAGGTIGACCTOGGATCAGGTAGGGATACCCGLTGAA
CTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG

HD10

AGGATAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCGETCTAACT
ACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTOTCOGACTCTGTTGLCTCCGGGGUGACCCTGLCTTCGGGLGGE
GGCTCCGGGETGEACACTTCAAACTCTTIGCGTAACTTTGUAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACT
TTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGLCCOCTGGTATTCCGGGGGGUAT GCCTGTT
COAGCETCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGETATT GAGCAACGCEGTCCACCGUGTROOTUAAATCG
ACCAOCTORATLTTCTETCCCOTAABCGTTBTGGALACTATTCGCTAAAGEGT BT TCEBOABGITALGE
COTAAAACAACCCTATTTCTAAGGTTGACCTCGCATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
TAAGCGAGGGA

CEOPC

GAAATARAAGTCGTAACAAGETCTCOGTAGGTGAACCTGCEGAGGRATCATTACAAGTGACCCCGETCTA
ACCACCGGGATGTTCATAACCCTTIGTIGTCCGACTCTGTTGLCTCCGGGGUGACCLTGCCTTCGGRCE
GGGGCTCCGEETGGACACTTCAAACTCTT GUGTAACTTIFGLAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAA
ACTTTTAACAACGGATCTCTTGETTCTGGCATCGATGAAGAALGCAGLGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGLGCCCUCTGGTATTCCGEGGGEGUATGLCT
GTTCGAGUGTCATTTCACCACTCAAGUCTCGUTTGGTATTGGECAACGLGETUCGCCGUGTGUCTOAAA
TCGACCGGCTGGGTCTTOTGTCCCUTAAGUGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTGTTCGGGEAGGCTA
COCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGT TGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGUTGAACTTAAGCATAT
CAATTATGAARAAA

CFP14

GGTATAAAAGTCGETAACAAGBTCTCCGTAGGTCAACCT BGCGOAGGOATCATTACAAGTGALGCCBGTCTA
ACCACCGGEATETTCATAACCCTTIGTIGTCCGACTCTRTTRCCTCCBGGGLEATCCTACCTTCAGGCG
GGGOCTCCOGGTAGACACTTCAAACTCTTBCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAA

ACTTTTARCAAGGGATCTOTTGGTTCTGECATCGAT BAAGAACGCAGCGAMTGOGATAAGTAAT GTGAAT
TGCAGARTTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCACCCCCTGRTATTCCGRRRGGCATGCCT
GTTCGAGCGTCATFICACCACTCAAGCCTCECTTGGTATTGEGCAACGUGGTCCGLCGLGTGCCTCAAR
TCGACCGGCTGOGTCTTCTGTCCCOTAAGLGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTGTTCGGGAGGLTA

CGCCGTAAAACAACCUCATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT
CAATANCGAAGAAG

AAS1E

GGGTAARAAGTCGTAACAAGETCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGG GATCATTACAAGTGACCCCGGTET
AACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGT TG TCCGALTCTGTTGCCTCCGGBECGACCOUTGCUTTICGEGC
GEGOGCTCCOGOETOGACACTTCAAACTCTTGCOTAACTTTGCAGTCTGAGTARACTTAATTAATAAATTAA
AACTTTTAACAACGEATCTCTTGGTTCTGGCATCGATOAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTCAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCECCCCCTEETATTCCEEOGHGCATECE
TETTCGAGCGTCATTICACCACTCAAGCCTCGUTTGOTATTGGRECAACGCGETCOROCCGLETELCTCAA
ATCCACCEECTGGEETCTTCTCTCCCCTAAGCGTTGTGGAAACTATTCECTAAAGGETETTCGEGAGGLT
ACGCCETAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGACCTCOGATCAGGTAGE GATACCCGCTGAACTTAAGCAT
ATCAATAAGCGGAGG

EMP

GAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCCCTGTAGLAGTCCTTTCAGUTTAGTATCATIACTGAGTGAGGGUATCA
CGUCCGACACTCCAACCCTCTGTGAACCAACTCTGTTGCTTCGGEGGEUGACCCCGLCGTITCGEOGAC
GGUGCOCCOLEEAGATCATCARACACTGCATCTTTGCUGTCGGAGTCTTAAAGTAAATT TAAACAALACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTGGUATCGATGAAGAACGUAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATOGAATCTTTGAACGCACATTGCGLCLUGTGGTATTCCGOGGGGLATGCCTGETTCG
AGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTAGCTTGGTATTGGGUGTCGCGGTTCUGUGCGLOTTGAAGTCTECG
GCTGAGCAGTTCGTCTCTAAGCGTTGTGOCATATATTTCGCTAAAGAGTTCGGGCGGCTTTTGGOCGTTA
AATCTTTTCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACOCGUTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAG
GG

Tabla Il. Secuencias ITS obtenidas.
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Tabla lll.

Asslamiento Numero de acceso
Cladosporium cladosporioides AF393691.2: HQ832794.1
Cladosporiuin sphaeresperiim AF455481.%
Cladosporium fulvum AF393701.2; AF393700.3

Tabla lll. Nameros de acceso de las secuencias ITS
empleadas.
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Tabla IV.

Aislamiento Secuencia

CFOT? CTTCCAGATCACCCACTCTCTCGGAGGEEETACCEETGCCEETATEEETACCCTCCTCATCAACAAGATE
COCEABGAGTTCOCCGACGETATEGATCGCCACCTTCTCCOTCCTCCCCTCTCOCAAGBTUTGCGACACC
GTCCTTGAGCCCTACAACGCTACCCTCTCCATCCACCAGCTTGTCARAAACTCCGACCCGACCTTCTGTAT
CGACAACGAGBCTCTCTACGACATCTGUATGOGCACCCTOAAGCTCTCOAACCCCAGCTACGGGGACCT
CAACCACCTCGTCTCCGCCGTCATETCCGGGETGACTACCTGCCTECGTITCCCTGGTCAGCTCAACAG
COATCTOOGCAAGCTOGOCETCAACATGRTTC

AASTT CTTCCTCATCCOCCCTOTCTGGAEGAAGGBACCGETGCCGGTTTGEGTACCCTCOTCCTCAGCAAGATC
CGCGAGGAGTTCCCCGACCGCATGATGGCCACCTTCCCCOTCCTTCCCTCTCCCAAGETCTCCGAACTO
GTCGTTGAGCCCTACAACCCCCCCCYCTCCATCCACCAGUTIGTCAAAAACTCCAACAAAACCTTCTGTAT
COACAACGAGGCTCTCTACGACATCTGUTTGUGCACCLTCAAGCTCTCCAACCCCAGLTACGGLGACCT
CAACCOOCTCGTCTCOGUCHTUATGTOCGGGGTGACCCCCTGUUTGUGTTTUCCCG GTCAGCTCAACAG
CGATCTCCCCAAGCTCCCCOTCAACATGGLOCC

AAS2 CCCTCTCCATCCAAAAACATGTTAAAAACTCCGACCCGACCTTTTGTATCCACAACCAGGLCCTCTACGAC
ATCTGCATGCCCACCCTCAAGCTTTCCAACCCUAGCTACGGTGACCCCAACCCCCTCGTITCCCCOGTTY
TETCCGGGEETECCCCCCTGUCTGUATTTCCOCCGGTAAACTLAACAGCGACUTCOGAAAGTTCGECGTCA
ATT

HDE GEGGEACCEEEECCAAGTTERETTCTCTITTCCTAGAAAAATCCGCAAGGGETTCCCCBACCGUATGAT
GOCCACCTTCTCCGTCATGCCCTCCCCCAAGDTCTCCGACCLCGT TG TTGAGCCCTACAACTOCCCCCT
CTCOGTCCACAAGATCGTTGAAAACTCCOACCCAACCTTCTGGATCOACAACAAGGUCCTTTACARAATCT
GOCTGCCCACCCTCAAGGTTTCCAACTCCAGUTACGETGACCLUCACCACCTLGTITCCGUCETTITGT
CCEGGETLCCCCCOTGCCTGCETTTCCCLGG TCAACTCAACAGCGACCTCCGAARGCTCECCGTCAACA
TGGCGT

HD10 TEEGGEGGEETACCERGELIGHTTTGGRTACTCT TUTCATUAGAAAAATCCETGAGGAGTTOCCCGATIG
CATGATGGCCACCTTCTCCCCCCTTCCCCCCCUCAAGGTCTCTGACACCOTTGTTGAACCCTACAACCOC
COCCTETCCTTOOACCAGCTTGTTAAAAACTCCCACAAGACCTTTITG TATCGACAACAAGGUCCCTUTATGA
CATCTGUTTGCCCACCCTCAAGCTCTCCAATCCCAGCTACGGGGACCTCAACCCCUTOGTCTCCGCOGT
CATGTCCEGEETGACCCOCTELUTECGTTTCCCCGETCAACTCAACAGLGATCTCCCCAAGCTCGCOET
CAACATGOTGCCCTTCCCUCGTCTCCACTTCTICATGATTGOBATIGCCTCO

CFOPC CTGCACTGCCTCCAGEGUTTCTCCATGTATCCCCCACTCTCTG GGGGEGEETACCGLGGUCGRTATG G0
COCCCTUCTCATCAGAARAATCCOCGAGGAGTTCCUCGACCEUATGATGGUCACCTTCTCCGTCLTTCLC
TCCOCCAAGETCTCOGACACCSTCGTTGAGCUCTACAACCCCCCUCTCCCCATCOACCAGLTTGGUGAR
AACTCCGACGAAACCTTTTGTATCGACAACGAGGECTCTCTACAACATCTGCATGLCCACCCTCAAGCTCTC
CAACCCCAGCTACGGEGACCCCAACCCCCCCGTCTCOGLOGGTATGTCCGGGGETGACCCCCTGCOTGE
GTTTCCCCORTCAACTCAACAGCGATCTCOGCAAGCTCGCCGTCAACATGGBLCCCCTTCCCCCGCCTLC
ATTTITTCAAGATTGGATTCCCCCCCCTUCACCTCTOGEGGGGLCCACAGCTTCCECGOCETCTCCGTGE
COGAGCTTACCCAGCAGATCTTCAACCCGAAGAACATGATGGCCGLCBCCAACTTCCGCAACGGTCTCTA
COTCACTTGCTCOCCCATCTACCGUGGAAAGGTCTCCATEAAGGG G GGTCGAGGLCTAGATCCCOCAACA
STCAALAACAARAACCTCCGCTTATTTTTTITGAGTGGATCCCAAARACGTCATGACCOCUCTTCTGTGAA
ATCCCCTCCCCGEEETCTTCAAGATTTTCCTTCCACCT TCGTCGGUAATAGUACCTTCAT TAAGGAGCTG
TTTAAGCGTETCGGTGACCCETTCACTGOCATGTTCAGGLCTAAAGCTTTTTICTICACTGGGACACTGGG
GAGGGCATGGACGAGAT

CFP14 CTCOCTCGGGGEGEGETACCGEGGGECLGEETATERGGTACCCTOCTCATCAAAAAGATCCGUGAGGRAGTTOCC
CGACCGCATEATGGCCACCTTCTCTGTCCTTCCOTCTCOCAAGGTUTCCGACACCOTCGTTGAGCCCTAC
AACGCCCCCCTGTCCATCCACTAGUTIGTCOAGAACTCCRACGAGACCTTICTGTATCGACAACGAGGCT
CTCTACGACATCTGUATGCGUACCCTCAAGCTCTCCAACCCCAGCTACGGEGACCTCAACT ACCTTGTCT
CCGCCETCATGGUCEEEEEEACCACCTECCTEOGTTTCCOTGEECAGCTCAACAGCEATCTCCGCAAL
CTCOGCOGTCAACATGGTTCCCTTCCCGUGTCTTCATITCTTCATGATCGGTTTCCCTCCCCTCACC

EMP GAGGAGTTCCCAGACCGUATGATGGUCACCTACTCCGTCATGLCATCACCAAAGGTCTCCGACACTGTC
GTCGAGCCATACAACGCGACCCTCTCCETCCACCAGCTTOTCEAAMACTCGGACGAALCCTTICTETATCG
ACAACGAGGCGCTGTACGACATITGCATGCOCCUTCTCAAGCTCAACAACCCATCATACGGCGACTTGAA
CCOCCTTOTCTCCECCETCATGTCTEREGTEACCACCTGCTTGUGTITCCCAGETCAGCTCAACAGLGA
TCTCCGOAAGTTGGCTGTCAACATGETATG

Tabla IV. secuencias de g tubulina obtenidas.

Tabla V.

Aislamiento Namero de acceso
Passalora fulva EF432762.1

Cladosporium cladosporivides EF1G1453.1

Cladosporium sphaerospenntim EF101408.1

Tabla V. Numeros de acceso de 8 tubulina utilizadas.
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Tabla VI.
Aislamiento Secuencia
CEORC ABACTAACACTCCTCARAGTCTGETGGTACCACCATGTACCCCGRCATCCACGACCGTATGLOGAR
GGATATCACTRCTCTTGGTCOTTCCAGCAT GAAGGTTAAAATCATCGLGCCCECAGAGLGCAAGTA
CTCCGTCGRGOA
Tabla VI. secuencia de actina obtenida.
Tabla VII.
Aislamiento Numero de acceso
Cladosporium cladosporioides AJ300328.1
Cladosporium tenuissimum AJ300324.1
Cladosporium oxysporitim AJ300318.1

Tabla VII. Nimeros de acceso de las secuencias de actinas
utilizadas.
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