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Identificacion de Peronospora sparsg evaluacion del contenido de
fenoles en frutos de mora de castilla afectados por este microorganismo

Nathalia Cardona Hurtadé®, Gloria Edith Guerrero Alvaréz Ana Maria Lopez Gutiérréz

10.1590/0034-737X201966010002

RESUMEN

La enfermedad mildeo velloso en mora de castilla es causada por patdgenos pertenecientePat@@rspora,
el cual genera graves pérdidas en periodos cortos y afecta principalmente hojas, tallos y frutos; ademas, la presencia de
agentes infecciosos ocasiona estrés en las plantas, activando la sintesis de metabolitos secundarios como mecanism
de defensa. El objetivo del estudio fue establecer la identidad taxondmica de lafspewsporacausante de la
enfermedad mildeo velloso en mora de castifliabus glaucuBenth) cultivados en la region andina de Colombia y
determinar su efecto en el contenido de fenoles totales en los frutos. La investigacion se llevo a cabo en los municipios
de Santuario y Santa Rosa de Cabal, departamento de Risaralda, Colombia, entre los meses de febrero y mayo del afic
2017. Se seleccionaron y analizaron dos cultivos por cada municipio. Se realiz6 la identificacion taxondmica del hongo
Peronosporap., mediante la amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la evaluacion del contenido
de fenoles totales, por el método de Folin-Ciocalteu. La espernimospora sparstue la causante de la enfermedad
en mora de castilla en el departamento de Risaradigmas, se encontraron diferencias significativas en el contenido
de fenoles totales en el material evaluado (p < 0.05). La presencia dePhgp@saen frutos d&. glaucuprodujo un
incremento en el contenido de compuestos fendlicos, pasando de 7.75 + 0:7deAgG& con base hiumeda en los
frutos sanos, a un valor de 14.70 +11mg g* deAGE con base himeda para los frutos afectados.

Palabras-clave:determinacion de especies; metabolitos secundarios; mildeo velloso; productividad agricola.

RESUMO

Identificac@o de Peronospora sparsa e avaliagdo do contetdo de fendis em frutos
de “mora de castilla” afetados por esse microrganismo

O mildio é uma doenca da amora (mora de castilla) causada por patdgenos d@egénesporaEla gera grandes
perdas no cultivo em curtos periodos, afetando principalmente folhas, troncos édlictoralmente, a presenca de
agentes infecciosos provoca estresse da planta ativando a sintese de metabolitos secundarios como mecanismo d
defesa. O objetivo do presente estudo foi estabelecer a identidade taxonémica dderpdusporague causa a
doenca “mildeo velloso” em amomfbus glaucuBenth) cultivada na regido andina Colombiana e determinar o seu
efeito no contelido de fendis totais em frAtpesquisa foi desenvolvida nos municipios de Santuario e Santa Rosa de
Cabal no departamento de Risaralda (Colémbia) entre fevereiro e maio do 2017. Foram selecionados e avaliados dois
cultivares em cada municip®identificacdo taxonémica do fungemonosporasp., foi completada mediante a Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) e a avaliagcao do contetdo total de fendis pelo método de Folin-Fiespéeie.
Peronospora sparséoi a responsavel pela doenca citada em amora no departamento de Risl@raldisso, foram
encontradas diferencas significativas no teor de fenois totais no material ayati@dib) A presenca do funge
sparsaem frutos d&R. glaucusresultou em acréscimo do teor de compostos fendlicos de 7.75 + 0.71 mg de equivalente
de acido gélicogpara 14.70 + 1.11 mg de equivalente de acido géafictedruto doente.

Palavras-chave Determinacao de espécies, metabdlitos secundarios, mildio, produtividade agricola.
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INTRODUCCION promueven la actividad de la enzima fenilalanina amoniaco
. . liasa en sus células a concentraciones nanomolares (Nita
La mora de castillaRulus glaucuBenth) se cultiva (

. ; .é_azaret al, 2004). En ese sentido, se infiere que, los culti-
en diecinueve departamentos de Colombia y es conside- . . )
. .vos de mora de castilla podrian estar respondiendo de
rada como una fruta competitiva, ya que su produccion . . L
manera similar ante la infeccién del hongo.

nacional es permanente. Esta planta es de amplio consu-_,_, . . . .
Debido al impacto que tiene el mildeo velloso en la

mo, tiene aplicaciones en la agroindustria, posee potenci- - . .
- . . .. produccion colombianay considerando que se desconoce
al de exportacion y es de gran importancia econémica. : . ~
- .. la especie dPeronosporajue ocasiona dafos en el cul-
Sus frutos se consumen frescos y también son utilizados : .
o : . Vo de mora de castilla en el departamento Risaralda, se
a nivel industrial para la obtencion de pulpas, mermeladas |._, . o s
. . realizo esta investigacion con el propésito de establecer
y yogures. Sin embargo, los cultivos se exponen de mangra . .
a Identidad taxondémica de la espe&ieronospora

importante a enfermedades como el mildeo vellosg ) .
. . . Causante de la enfermedad conocida como mildeo velloso
asociada al hongBeronosporasp. Dicha patologia se

. . en frutos de mora de castilR.(glaucuBenth), determi-
presenta en hojas, ramas y frutos de huéspedes .
. " N __nando su efecto en el contenido de fenoles totales en los
susceptibles, formando un “bloom downy”, que conss?e S
as

en esporangiéforos y esporangios en la superficie de

plantas (\dglmayret al, 2014) MATERIAL Y METODOS
Este microorganismo causa deshidratacion en los fru-
tos en desarrollo, con malformaciones severas, ausencia Lugar y periodo de estudio

de brillo y detenimiento del proceso de maduracion Elmuestreo se realiz6 en lominicipios de Santuario
(Hincapié Echeveret al, 2017). Elimpacto es considera-y Santa Rosa de Cabal, ambos del departamento de
ble, ya que genera pérdidas de produccion entre el 509%Rigaralda, en la zoméndina Colombiana, considerando
70% (Rodriguez Diaet al, 2017)Adicionalmente, el uso su diferenciada localizacién geogréafica dentro del depar-
regular de fungicidas contribuye al desarrollo de cepasmento (&bla 1). La investigacion se realizé entre febrero
resistentes y de dificil contr@iukkaneret al,, 2006) y mayo del afio 2017, tiempo durante el cual se tomaron
Si bien la produccion de. glaucusBenth en Colombia muestras d®&. glaucuBenth del material sin espinas en
ha mostrado una tendencia al aumento, la incidencia @iés sectores de cada municipiceseionado.
Peronosporasp. es recurrente en los cultivos de los de-
partamentos d&ntioquia, Caldas, Risaralda, Santander Muestreo
Caucay Cundinamarcagifayo, 2001). Estudios realiza-  Previa identificacion dis sintomas de mildeo velloso
dos en ese pais mencionan varias especies chacteristicos déeronosporasp. (Figura 1), se realiz6
Peronosporacon incidencia en el cultivo de mora deun disefio en bloques totalmente al adande se tomaron
castilla. Segtifamayo (2001), Hincapié Echevegtial, muestras de tallos d®. glaucusBenth y material sin
(2017) y el Manual del Cultivo de Mora de la Gobernaciéaspinas afectados por este microorganismo, que exhibieran
deAntioquia (2014), el agente causal del mildeo vellosalgunas de las particularidades de esta patologia como la
en este cultivo eBeronospora cordgForero de La Rotta presencia de esporangiéforos y esporangios en la
(1983) sugiere como agente causBeaonospora rubi. superficie. Se muestrearon aproximadamente 10 tallos por
Mientras que otros documentos sefialan la espediegltivo, los cuales fueron trasladados al laboratorio para
Peronospora sparsdCA, 2011; Montoya Marmolejet  posteriores analisis sobre la identificacion taxonémica.
al., 2003). Para la obtencién de extractos, se emplearon frutos en
La presencia de agentes infecciosos en las plangstado de madurez 5y 6, de acuerdo a la clasificacion
activa mecanismos de defensa fisicos y quimicos pastablecida enlanorma NTC 4106 (ICONTEC, 1997). Las
contrarrestar el estrés causado (Alegti@, 2016). En el muestras se colectaron a partir de frutos sanos y afectados
modelo de interacciéon hospedero-patégeno, varigorP. sparseen el mismo estado de madurez, seleccionan-
estudios han demostrado efectos como la activacion dielos al azarSe tomaron por cultivo, aproximadamente
la via fendlica, caracterizada por un aumento de la sinteS@0 g de cada material vegetal a evaluar
de compuestos fendlicos (Aleggtal, 2016; Labancat El material obtenido se deposité en bolsas de
al., 2017). polietileno con cierres herméticos, las cuales fueron trans-
En el géner®ubussp. se ha evaluado el efecto de loportadas en neveras a una temperatura de 4 °C desde el
factores biéticos en el contenido de compuestdggar de muestreo hasta el laboratorio de Biodiversidad y
bioactivos (Ramos Solaret al, 2014; Ramos Solaret  Biotecnologia, para el estudio genético; y al laboratorio
al., 2015). En la especRubus fructosuse ha encontrado de Oleoquimica, para la evaluacion del contenido de
gue los disacéridos aislados Easarium oxyporuni. fenoles totales.
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Identificacion microscopica de Peronospora instrucciones del fabricantéinalmente, eADN se
sparsa almaceno a - 20 °C para posteés analisis.

Se tomaron porciones de tallos de mora, con signos Verificacion y purificacién deADN
de mildeo velloso, corroborados por microscopia 6ptica. La extraccion dADN genémico se verifico por medio

zosten(()jrm(ejnte, las m’u_estr;s Ss Ssggf(; CEQéESCSH de electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, usando TBE 1
esecador de punto critico (Sandri-  BE. UU.) pgg (Tris-Borato-ED™R) en presencia de colorante y utili-

40 min, se colocaron en porta muestras de cobre Y 7hdo como marcador de peso molecular HyperLadder IV

recubrieron con oro en una ionizadora (lon Sputter JF%—OO 21000 pb). Después de verificar la presendidde
1100, JEOL®, Jap6n) por 1 min. Finalmente, [as prepargs ye4)iz¢ Ia purificacion, siguiendo la metodologia des-
ciones se observaron y fotografiaron en un MICroscopiQiia por Castillet al.(2007).

electrénico de barrido marca FEI, modelo Quanta 250

(Thermo Fisher Scientific). Confirmacion taxonomica de Peronospora
sparsa por la Reaccién en Cadena de la
Protocolo de extraccion dADN Polimerasa (PCR)

La extraccion dADN se realizo a partir de tejido de  Se realizé unamplificacion por PCR utilizando inicia-
tallos deR. glaucusBenth que presentaban lesiones cadores especificos PS3AFTTTGTGCTGG CTG GC 3)
racteristicas d@eronosporasp. (Figura 1)Se utilizé el yPS1 (5TGC CACACGACC GAAGC 3') disefiados por
Kit comercial Dneasy Plant Mini y se siguieron lafAegerteret al, (2002).

Tabla 1: Localizacion de los cultivos d& glaucusBenth. Material sin espinas con presenciBeienosporasp. muestreados en el
Departamento de Risaralda, Colombia, 2017

Municipio de Risaralda Finca Coordenadas de Localizacion Altitud (msnm)
Canoas N 04°52' 37.2" W 075° 32" 31.1" 2244 + 4
Santa Rosa de Cabal
El Rubi N 04°53’ 24.1" W 075° 33’ 44" 2085+ 3
. LaTeresita N 05° 07’ 25.2"W 076° 00’ 01.2" 2114 +3
Santuario :
BellaVista N 05° 06’ 45.0"W 075° 59’ 54.9" 2120+ 3

Figura 1: Sintomas d@emnosporasp. erR. glaucuBenth cultivados en Risaralda, Colombia. 2017. En wllbecrosis purpura-
rojiza; B.Ampollas de color blanquecino donde se encuentra el mganismo; CAgrietamiento. En frutos: D. Malformacion; E.
Formacion irregular de drupas;ffutos dobles.
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Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en RESULTADOS
volumen final de 12.5 pL, con OuM de cada primetl U , .
deTaq polimerasa, 0.2 mM de cada dNTK de bufer de Sintomas (F:>ausados por mildeo velloso
reaccion (10 mM Tris-HCI, 50 mM de KCl, 1.5 mM MgKC! (Peronospora sp.)

2 mM MgCLy 10 nguL* deADN. El perfil de amplificacion Se observaron los sintomas del dafio causado por
fue de tipdouch downSe inicié con una desnaturalizacionPeronosporap. en frutos y tallos de los cultivos de mora
a 95 °C por 3 minutos; seguido de 10 ciclos a 95 °C pO,dg castilla evaluados, como se muestra en la Figura 1.
minutos; un proceso de apareamiento con disminucién En €l tallo se observé una coloracion roja-purpura
de temperatura de 0.5 °C por cada ciclo (62 °C hasta 57 &@tfjbuido a un proceso de necrosamiento del tejido y en
por 1 minuto y 18 Segundos y 72 °C por 2.30 minutOS_ @'Jtos, malformacién e |nh|b|C|()n del DFOCGSO de madureZ.
proceso de elongacion establecido fue de 35 ciclos de 95 Posteriormente, se realizé una observacion microscopi-
°C por 2 minutos, 60 °C por 1.18 minutos y 72 °C por 2.382 de los tallos esporulados. Los resultados obtenidos se
minutos; y una extension final a 72 °C por 10 minutos. LAUestran en la Figura 2.
V|su_all,zaC|on de los productos amplificados de PCR igerificacién de la especie por PCR y evaluacion
realizé en gel de agarosa al 1.8% usando el marcador de ;

del contenido de fenoles totales

peso molecular HyperLadder.lV o _ _
La amplificacion por PCR confirmd la presencia de una

Obtencion de extractos polares de frutos  banda entre 660 a 700 pb, correspondientes a las muestras
maduros de R. glaucus Benth a partir de  positivas afectadas pd. sparsa.De las muestras
materiales sin espina sanos y afectados por analizadas, los municipios de Santuario y Santa Rosa de
Peronospora sparsa Cabal mostraron la mencionada banda, como se muestra

Para la obtencion de los extractos, se procesaron ag?p-a Figura 3.
ximadamente 3 g de frutos en un molino operado por corte LOS resultados obtenidos para el contenido de
e impacto. La extraccion se llevé a cabo por hidrolisf§noles totales evaluados por el método de Folin —
acida, empleando etanol al 80% y ajustando el pH a £gocalteu de cada uno de los extractos, se presentan en
con adicion de acido citrico, tal como lo indica Guzmal® tabla 2. Segun el analisis de varianza, se encontraron
Nieves (2011). Se usé una relacién muestra-solvente diferencias significativas entre los extractos obtenidos
1:8 con agitacién mecanica orbital a 250 rpm por 2 horaggPartir de los diferentes tipos de material vegetal (p <

temperatura ambiente(Abu Baletral, 2016; Liet al, 0-05), s deciffrutos sanos y afectados f@ronospora
2010:Velizeansket al, 2012). sp, lo cual se confirm6 con la pruebaTdéey Sin em-

bargo, no existieron diferencias significativas del
Evaluacion del contenido de fenoles totales contenido de fenoles totales entre los municipios

Se empled el método de Folin-Ciocalteu, sega@valuados.
modificaciones realizadas a la metodologia descrita p, E
Magalhaegt al, (2010). Se utilizé un espectrofotémetroﬂlSCUSION
para microplacas, donde se mezclaron 50 L del extracto Los sintomas mas relevantes lesparsaque se
(previamente diluido FD: 50), 120 de agua, 50 pL del manifestaron eR. glaucusBenth identificados en este
reactivo de Folin-Ciocalteu (1:20) y 80 uL de KOH (0.17®studio fueron la presencia de manchas purpuras a lo
M), la medicién de la absorbancia se realizé a 760 nm ylsego del tallo, indicador de una infeccion sistémica
empleé una curva de calibracién utilizando acido galiddlvarez Romeret al, 2013) y en los frutos, pérdida de
como estandar de referencia, en un rango de concentyeto, llenado irregular de las drupas, frutos dobles o
ciones de 5 — 80 mgL Los resultados se expresarorpartidos, con huecos en la parte central y un retraso o
como miligramo de equivalentes de acido galico por grézhibicion en el proceso de maduracion, como se obser-

mo de muestra (MAGE g* muestra). va en la figura 1. Los resultados obtenidos coinciden
. o con la informacién reportada por otros autores para
Analisis estadistico Rubussp. (Rodriguezt al, 2017),Rubus fruticosus

Los promedios y desviaciones estandar se obtuvier@RebollarAlviter, 2011) y Rubus acticus (Kostamoet
a partir de tres repeticiones de cada una de las muesahs2015).
evaluadas. Se realiz6 un andlisis de varialN@VA me- Se logro identificar algunas de las caracteristicas
diante el software IBM SPSS3disticsVersion 22 y la morfolégicas para el géneReronosporasp. descritas
confirmacién con la prueba de Tukey para establecer gier Alvarez Romerceet al, (2013), donde se observo
ferencias y/o similitudes en cuanto al contenido desporangiosy esporangiéforos con ramificaciones dicoto-
compuestos fendlicos en las diferentes zonas de estudiicas (Figura 2).
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En este estudio se confirm¢ la identidad taxondmigdaucusBenth sanos fue de 7.75 a 10.08 AGE g
de la especif. sparsacomo el agente causal del mildeomuestra, mientras que para el extracto obtenido a partir
velloso de la mora de castillR.(glaucusBenth), en el de frutos afectados pér sparsafue de 9.38 a 14.7 mg
departamento de Risaralda, Colombia, mediante la prue®&E g! muestra, siendo evidente una mayor
molecular basada en el criterio de amplificacién con inicconcentracion de estos compuestos en los extractos
adores especificos PS1y PS3, como se observa en la figiectados (@bla 2).
ra 3. El peso molecular de los productos amplificados en Los resultados coincidieron con los reportes sobre
la PCR se encontr6 alrededor de 660 — 700 pb, lo qaeumulacién de compuestos fenolicos como una respuesta
coincide con los resultados reportados pegerteret  al estrés de las plantas causada por un cambio en la
al., (2002), Alvarez Romeret al, (2013) yAyalaVasquez actividad de la fenilalanina amonioliasa, enzima clave en
etal, (2008). la ruta metabdlica fenilpropanoide (Alegeal, 2016).

El rango de contenido de fenoles totales para I&e evidencié que en los cultivos sanos de la especie
extractos obtenidos a partir de frutos madurofkde glaucusBenth estos compuestos se encuentran a nive-

Figura 2: Observacion por microscopia electronica de barrid@etenosporap., encontrado en tallos esporulado&dglaucus
Benth sin espina cultivada en Risaralda, Colombia. 2017. a. ramificaciones dicotomicas, b. esporangiéforos y c. esporangios.

Santa Rosa
de Cabal

Figura 3: Productos de amplificacién de la PCR obtenidos con los cebadores PS1 y PS3, para la identificacion taxonémica de
Peronospora sparsancontrada eR. glaucusBenth sin espina cultivada en dos municipios de Risaralda, Colombia. 2017.

Rev CeresVigosa, v66, n.1, p. 01-017, jan/fey2019



16 Nathalia Cardona Hurtadst al.

Tabla 2: Contenido de fenoles totales de los extractos obtenidos a partir de fritogldecuBenth sanos, material sin espina 'y
afectados poP. sparsacultivados en Risaralda, Colombia. 2017

Contenido de Fenole§otales (MgAGE g* muestra)

Municipio Lugares de muestreo
Fruto Sano Maduro (FSM) 2 Fruto Enfermo Maduro (FEM) °
. BellaVista 10.08 £ 0.38 1470+ 1.11
Santuario
La Teresita 9.52 £1.42 13.71 £ 0.43
El Rubi 8.24+£0.18 11.51 +1.05

Santa Rosa de Cabal

Canoas 7.75+£0.71 9.38 + 0.40
(1) Los promedios con letra comun no son significativamente diferentes a través de la prueba de Fuk&p)p

les mas bajos que en los infectados, razén por la cualfgglaVasquez MArgel Roldan LE, Jaramillo S & Marin Montoya
posible afirmarque la diferencia se debi6 a un mecanismo ™ (2008) Diversidad genetica d®eronospora sparsa

L Peronosporaceaeen cultivos de rosa de Colombiacta Bio-
de defensa de las plantas y que su concentracion aumengyica Colombiana, 13:79-94.

con el fm_ de_ contrarrestar la mvaSIO,n de los paternc&astillo N, Reed BM & Bassil NV (2007) Fingerprinting and genetic
tal como indican otros autores (Alegeizal, 2016; Pare-  stability of Rubususing molecular markers. HortScience, 42:914.

des Lopezetal., 2010)' Forero de La Rotta MC (1983) Reconocimiento de las
enfermedades de la mora de castiRalfus glaucuBenth) en
CONCLUSIONES el Municipio deVenecia (Cundinamarca). Bogota, Instituto

ColombianoAgropecuario. 20p.

Los resultados de este estudio confirmaron la identida@bernacion déntioquia (2014) Manual técnico del cultivo de
taxondémica d®eronospora sparseomo la especie cau- mora bajo buenas practicas agricolas. Secretarikgdeultura

sal de mildeo velloso en mora de castilla cultivada en elY Pesarollo Rural, Medellin. 113p.
departamento de Risaralda, Colombia. Guzman Nieves CA (2011) Proceso de obtencion de un extracto

Ademas. se pudo establecer que la presencia de esg?e compuestos fendlicos a partir de orujo de uva tiftia
! P a P fnifera a bajas temperaturas para aplicacion en alimentos y

microorganismo produjo un incremento significativo en pebidas destinados a consumo humano y animal. Patente WO
el contenido de compuestos fendlicos de los frutos. 2011/062468A2, México. 16p.
Hincapié Echeverri OD, Saldarriaga Cardoha& Diaz Diez C

AGRADECIMIENTOS (2017) Biological, botanical and chemical alternatives for

the control of blackberryRubus glaucusBenth.) diseases.
Ala Universidadrecnoldgica de Pereira y al programa Revista Facultad Nacional degronomia Medellin, 70:8169-
de investigacion “Desarrollo de capacidades cientificas y o . _
tecnoldgicas en biotecnologia aplicada a los sectores/ anenA, Pietikainen L, Karenlampi S & Kokko H (2006)
. . . Quantification of downy mildewReronospora spargain Rubus
salud y agroindustria en el departamento de Risaralda’species using real-time PCR. European Journal of Plant
del Sistema General de Regalias (BPIN 2012000100050) popathology 116:225-235.

la financiacion de este proyecto. Ica (2011) Manejo fitosanitario del cultivo de la moRubpus
glaucusBenth): Medidas para la temporada invernal. Bogota,
Produmedios. 32p.
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