PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

CARRERA DE MICROBIOLOGIA

Caracterizacion del agente causal del dafio foliar en quinua

(Chenopodium quinua Willd) en la provincia de Chimborazo

Disertacion previa a la obtencién del titulo de Microbidloga

ANDREA ISABEL FIALLO DIAZ

QUITO, 2023



CERTIFICACION

Certifico que, la disertacion de Microbiologia de la Srta. Andrea Isabel Fiallo Diaz ha
sido concluida con las normas establecidas; por lo tanto, puede ser presentada para

la calificacion correspondiente.

Mtr. Jeniffer Marcela Yanez Altuna
Directora de la Disertacion

Quito, 18 de agosto de 2023



DEDICATORIA

Para mi mama Marianela Diaz Tipan quien crio a tres hijos ella sola, me
ensefio que no importa la dificultad que exista, siempre hay que seguir

adelante.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mi madre Marianela Diaz por apoyarme en cada decision, darme la
oportunidad de formarme profesionalmente y su amor incondicional. A mis hermanos
gue han estado en vida ayudandome y apoyandome. A mis tias, especialmente a mi
tia Tania, por su apoyo y estar junto a mi en mi formacion académica en el colegio y
siempre darme animos a seguir. Mis sobrinos por aportar felicidad a mi vida, a mi

padre y a toda mi familia por su apoyo.

A mi directora de disertacion, la Mtr Jeniffer Yanez, por brindarme su orientacion y
conocimientos durante mi formacién académica y en la elaboracion de la tesis. De
igual manera, agradezco a Alex Leguizamo Medina del CEFA de programa cadena
de valor por su apoyo en la realizacion de esta investigacion. A la Dra. Maria Luisa
Insausti por brindarme sus conocimientos en el Laboratorio de proteccién vegetal del
INIAP estacion Santa Catalina.

A mis amigas de la universidad Lesly Aldaz y Anabeliza Cajas, por estar a mi lado en
toda la carrera, por su apoyo cuando mas lo necesitaba y permitirme estar en su vida,

a David que estuvo apoyando en el proceso de la realizacién de la tesis.

A mis nifios que se quedaron a mi lado esperando que termine de hacer mis

deberes y siempre sacarme una sonrisa



TABLA DE CONTENIDOS

W

1. RESUMEN 1
2. ABSTRACT 2
3. INTRODUCCION 3
4. OBJETIVOS 7
4.1 OBJETIVO GENERAL 7
4.2 OBJETIVO ESPECIFICO 7
5 MATERIALES Y METODOS 8
5.1 TOMA DE MUESTRAS. 8
5.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS 8
5.3 DETECCION SEROLOGICA 9
5.3.1 DAS ELISA. 9
5.3.2 ELISA INDIRECTA 10
5.4 PRUEBA DE REPLICACION DE SINTOMAS EN PLANTAS DE QUINUA EN
INVERNADERO 11
5.4.1 GERMINACION DE SEMILLAS 11
5.4.2 TRASPLANTE 111
5.4.2 EVALUACION DE SINTOMATOLOGIA EN INVERNADERO 12

6 RESULTADOS Y DISCUSION. 14
6.1 DETECCION SEROLOGICA. 14
6.1.1 ELISA INDIRECTA 18
6.2 REPLICACION DE SINTOMAS EN PLANTAS DE QUINUA EN
INVERNADERO 20

7 CONCLUSIONES 23
8 RECOMENDACIONES 24
9 REFERENCIAS 25




Vil

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Cultivos de quinua con presencia de sintomas en la provincia de
Chimborazo. Presencia de hojas amarillas, enrollamiento de las hojas y desarrollo
pobre. 8
Figura 2. Macerado de hojas. Se utilizo el tampdn de extraccién general marca
Agdia. 9
Figura 3. Plantulas de quinua de tres semanas. Listas para el trasplante. 1212

Figura 4. Planta de quinua con afidos. Los afidos son colocados en el haz de las
hojas (izquierda). A un total de 20 plantas se las coloca los tres &fidos mismos que
cubiertas con fundas que poseen pequefios orificios de esta manera se evité que los
afidos dejen la planta. 12

Figura 5. Placas ELISA para la deteccion del virus del mosaico de la alfalfa. Placa
con muestras maceradas con el tampon de extraccion general y los controles negativo
y positivo (A), finalizacion del proceso ELISA indicando la presencia o ausencia de
AMV (B). 15

Figura 6. Placas ELISA para la deteccion del virus del mosaico del pepino. Placa
con muestras maceradas con el tampon de extraccion general y los controles negativo
y positivo (A), finalizacion del proceso ELISA indicando la presencia o ausencia de
CMV (B). 16

Figura 7. Placas ELISA para la deteccion del virus del moteado del pepino. Placa
con muestras maceradas con el tampdn de extraccion general y los controles negativo
y positivo (A), finalizacion del proceso ELISA indicando la presencia o ausencia de
PepMov (B). 17

Figura 8. Placas ELISA para la deteccion del virus de la papa Y. Placa con muestras
maceradas con el tampon de extraccion general y los controles negativo y positivo
(A), finalizacién del proceso ELISA indicando la presencia o ausencia de PVY (B).17

Figura 9. Placas ELISA para la deteccion del virus de la papa S. Placa con muestras
maceradas con el tampon de extraccion general y los controles negativo y positivo
(A), finalizacion del proceso ELISA indicando la presencia o ausencia de PVS (B). 18

Figura 10. Placa de ELISA para la deteccion del género Potyvirus. Se puede
observar el control positivo en la columna 10 fila B de coloracién amarilla transparente.

19
Figura 11. Plantas de quinua con sintomatologia. Hojas con enrollamiento (A),
afidos dentro de una hoja enrollada (B), marchitamiento de las plantas (C) y clorosis
de las hojas (D). 21

Figura 12. Observacion de H. atriplicis dentro del enrollamiento. Hojas sin presencia
de huevos 0 momias 22



file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254494
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254494
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254494
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254495
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254495
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254496
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254497
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254497
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254497
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254497
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254498
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254498
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254498
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254498
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254499
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254499
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254499
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254499
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254500
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254500
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254500
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254500
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254501
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254501
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254501
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254502
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254502
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254502
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254503
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254503
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254503
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254504
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254504
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254504
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254505
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254505

VI

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Prueba ELISA para detectar la ausencia o presencia del virus del mosaico

de la alfalfa. 15
Tabla 2. Prueba ELISA para detectar la ausencia o presencia del virus del mosaico
del pepino. 16
Tabla 3. Prueba ELISA para detectar de ausencia o presencia del virus del moteado
del pimiento. 16
Tabla 4. Prueba ELISA para la deteccion de ausencia o presencia del virus de la papa
Y 17
Tabla 5. Prueba ELISA para la deteccion de ausencia o presencia del virus de la papa
S 18
Tabla 6. Prueba ELISA para la deteccion de ausencia o presencia del género
PotyVirus. 19

Tabla 7. Evaluacion de la sintomatologia presente en las plantas de quinua 20


file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254616
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254616
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254617
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254617
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254618
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254618
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254619
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254619
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254620
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254620
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254621
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254621
file:///C:/Users/59399/OneDrive/Escritorio/tesis%20AFiallo%20vs%204.docx%23_Toc143254622

1. RESUMEN

Chenopodium quinua Willd es clasificada como un pseudocereal originario de
Ameérica del Sur cultivada principalmente Bolivia, Pert y Ecuador, posee una alta
importancia social y econdmica. En el Ecuador un total de 5000 familias producen
quinua y en la provincia de Chimborazo un promedio de 1300 familias, estos cultivos
se pueden ver afectados por plagas o enfermedades produciendo una perdida a los
agricultores. Las plagas pueden afectar hasta un 40% de los cultivos por la presencia
de plagas especialmente de los &fidos que tienen gran importancia ecoldgica
ocasionando dafios directos al succionar el floema de la planta o indirectos al
transmitir virus y para detectarlos se utiliza métodos con mayor sensibilidad como
ELISA. Al realizar Das-ELISA se determind que en las siete localidades muestreadas
de la provincia de Chimborazo no existen infecciones virales por Virus del mosaico de
la alfalfa (AMV), Virus del mosaico del pepino (CMV), Virus del moteado del pimiento
(PepMov), Virus de la papa Y (PVY) y Virus de la papa S (PVS) en las plantas de
guinua. Los resultados de la prueba de ELISA Indirecta para detectar la presencia del
género PotyVirus fueron negativos. El ensayo en invernadero comprobd la
sintomatologia que causa H. atriplicis, amarillamiento en 35%, 100% de enrollamiento
y un 50% de decaimiento en las plantas de quinua. Se descarta la produccion de
sintomas causados por infecciones virales. El &fido al alimentarse produce lesiones
gue enrollan las hojas, causan clorosis y marchitamiento general a las plantas de
qguinua. Se recomienda mantener seguimientos a los cultivos de quinua para evitar la

presencia de afidos.

Palabras clave: Virus, Hayhurstia atriplicis, ELISA indirecta, DAS ELISA,
Chenopodium quinua Wild



2. ABSTRACT

Chenopodium quinoa Willd is classified as a pseudocereal native to South America,
cultivated mainly in Bolivia, Peru, and Ecuador; it has a high social and economic
importance. In Ecuador, a total of 5,000 families produce quinoa, and in the province
of Chimborazo, an average of 1,300 families. These crops can be affected by pests or
diseases, creating a loss for farmers. Problems can affect up to 40% of crops due to
the presence of pests, especially aphids, which are of great ecological importance,
causing direct damage by sucking the phloem of the plant or indirect damage by
transmitting viruses, and more sensitive methods are used to detect them, such as
ELISA. When performing Das-ELISA, it was determined that in the seven sampled
locations in the province of Chimborazo, there are no viral infections by alfalfa mosaic
virus (AMV), cucumber mosaic virus (CMV), pepper mottle virus (PepMov), Potato
Virus Y (PVY) and Potato Virus S (PVS) in quinoa plants. The results of the Indirect
ELISA test to detect the presence of the genus PotyVirus were negative. The
greenhouse trial verified the symptoms caused by H. atriplicis, 35% yellowing, 100%
curling, and 50% decay in the quinoa plants. The production of symptoms caused by
viral infections is ruled out. When feeding, the aphid produces lesions that roll up the
leaves, causing chlorosis and general wilting of quinoa plants. It is recommended to
maintain monitoring of quinoa crops to avoid the presence of aphids.

Keywords: Virus, Hayhurstia atriplicis, indirect ELISA, DAS ELISA, Chenopodium
guinoa Wild



3. INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium quinoa Willd), es una especie originaria de América
del Sur perteneciente a la familia Amaranthaceae, clasificada como un pseudocereal
(Ahumada et al., 2016). También es llamada parca (quechua), supha, jopa, aymara,
jiura y vocali (Comité Europeo para la Formacion y la Agricultura, s. f.; Garcia-Parra
et al., 2018).

La planta de quinua tiene una raiz fibrosa, lo que la hace resistente a los fuertes
vientos, las raices laterales son muy ramificadas y varian en longitud de 0,8 a 1,5 m.
Los tallos pueden ser simples o ramificados, durante la época de floracién el color
puede ser verde o morado, la altura puede varia de 1 a 8 cm desde la base del tallo
hasta la punta (Masats, 2019). Las hojas tienen diferentes margenes como: enteras,
dentadas y aserradas, bipartitas, peciolos verdes, morados, rojos o rosados, pueden
ser rectas desde el tallo, mas largas que las de las ramas, y laminas que pueden ser
triangulares, rébmbicas o lanceoladas, de color verde de color y al madurar puede
cambiar de color a naranja, amarillo, rosado o morado (Rodriguez, 2018). Las flores
se encuentran en los glomérulos, pueden ser sésiles o pediceladas, siendo las plantas
ginomonoicas tienen flores hermafroditas las cuales se encuentran en el apice de los
glomérulos, tienen cinco tépalos, cinco anteras y un ovario, por otro lado, los pistilos
florales se ubican alrededor y debajo de las flores hermafroditas que esta formada por
cinco sépalos, un ovario y de dos a tres ramas estigméaticas (Gémez y Aguilar, 2016).

La forma del fruto es lenticular, elipsoidal o esferoidal esta conformado del
pericarpio y la semilla pude alcanzar un diametro de 1.5 a 3mm. El pericarpio se
encuentra junto a la capa de las semillas mismas que muestran tres partes como:
epispermo (cubre la semilla ), embrion (30% del volumen de la semillas) y perisperma
(principal tejido de almacenamiento) (Gémez y Aguilar, 2016). Las semillas tienen la
mayor porcion del valor alimenticio al tener el 12 — 21% de proteina, 2 — 9,5% de
grasas, 8,8 — 14,1% de fibra, 64 gramos de carbohidratos, 22miligramos de vitamina
C y 47 miligramos de calcio (Garcia-Parra et al., 2018; Riquelme, 2018), se las puede



encontrar de diferentes colores como: café, amarrillo, rosado, gris, rojo y negro su
diametro va desde 1.8 a 2.2mm (Soto et al., 2015).

La dispersion geografica de la quinua es amplia, con alta importancia social y
econdmica, y gran diversidad de ecotipos tanto cultivados técnicamente como en
estado silvestre (Organizacion de las Naciones Un idas para la Alimentacion y la
Agricultura[FAQ], 2011). Estas plantas se clasifican en amargas o dulces segun el
contenido de saponina de la semilla (Soltani et al., 2021). El ciclo vegetativo oscila
entre los 5 a 8 meses, se cultiva en Bolivia, Pert y Ecuador. En el pais se siembra en
la Sierra, en especial en las provincias del Imbabura (11,71%), Pichincha (20,37%),
Cotopaxi (17%), Tungurahua (10,79%) y Chimborazo (15,64%) (Ministerio de
Agricultura y Ganaderia, 2020; Pinto, s. f.).

En el Ecuador un total de 5000 familias producen quinua, en la provincia
Chimborazo son un promedio de 1 300 familias son productoras de quinua organica
certificada utilizan alrededor de 1000 hectareas para su produccion (La Prensa, 2021;
Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2022). Un total de 3539 agricultores tenian
destinados la totalidad de sus tierras para el cultivo de quinua en el 2016, para el 2017
esta cifra se redujo y como se puede observar ha seguido disminuyendo las familias
que producen quinua (Enriquez, 2018). Alrededor de 700 toneladas métricas se
exportan a los mercados de Estados unidos y a la Unién Europea (lbarra Velasquez,
2019; Leguizamo & Morocho, 2020). Estas familias dependen del ingreso de su
produccion de gquinua si esta produccion reduce por la presencia de plagas o de

enfermedades los agricultores perderan su ingreso monetario.

La produccion de quinua se puede ver afectada por diferentes plagas o
enfermedad produciendo una perdida (parcial o total) del cultivo de quinua o una
menor eficiencia (Roma, 2001). Las plagas que pueden ocasionar dafios importantes
en las plantaciones afectando hasta el 40% de los cultivos , principalmente por los
insectos minadores y chupadores (afidos) (Zurita-Silva y Quiroz, 2016). Los pulgones

o afidos los cuales tienen gran importancia ecoldgica considerados como uno del



grupo de plagas con mas importancia, esto se debe que se los puede encontrar en
gran variedad de especies vegetales al tener una tasa reproductiva alta y agronémica

al comprometer el valor de los cultivos (Lorenzo, 2016).

Los &fidos provienen de la familia aphididae mismos que pueden variar los
colores (verdes, amarillos o negros). Pueden ser alados (las alas son transparentes
con bordes engrosados y las pueden colocar en diferentes posturas) o no tener alas.
Se alimentan de la savia de las plantas al tener un estilete les permite perforar el tejido
epidérmico del tallo de las pantas pueden ser especificos para un solo tipo de cultivo
o alimentarse de diferentes especies de plantas. Pueden alternar su reproduccion
entre la asexual y sexual esta se da cuando las condiciones en las que viven no son
adecuadas (Villacide & Masciocchi, 2014). Esta plaga provoca dafios directos e
indirectos que se traducen en disminucién del rendimiento (Lezaun, 2016). Los dafios
directos los causan al succionar el floema, introduciendo un estilete que le permite
perforar el tejido epidérmico del tallo de las plantas. Mientras que, el dafio indirecto

se produce cuando el pulgon es transmisor de virus (Lezaun, 2016).

H. atriplicis o “afido del Chenopodium” puede presentar alas para de esta manera
colonizar nuevas plantas e iniciar nuevas colonias. Las ninfas se van hacia las hojas
mas jovenes para iniciar la formacién de agallas. Aquellas hembras que no poseen
alas depositan sus huevos lo més arriba posible hacia la porcién de semillas para que
sean distribuidos a lo largo y ancho de los cultivos por el viento o tormentas; los
huevos son ovalados, de color negro brillante midiendo 60 x 327 mmm (Hayhurst,
2016; Moran & Whitham, 1990). Estos afidos son de color verde cubiertos por un polvo
de cera blanca, son pequefos y se encanutaran ligeramente hinchados, la longitud
de su cuerpo adulto es de 1,5mm a 2,9mm (InfluentialPoints, 2013), presentan una
forma de pera con un par de corniculas en el extremo posterior de su abdomen y dos
antenas largas.(Carpio et al., 2022). Los afidos pueden transmitir muchos de los 275
virus que causan enfermedades de importancia econémica (Dedryver et al., 2010),
ellos pueden vivir un promedio de un mes en el que pueden producir de 40 — 85 crias

(National Pestiside Information Center, 2020).



Los virus fitopatdgenos requieren de plantas que infectan para poder
replicarse, pueden estar compuestos de ADN o ARN y de una capa proteica. Al ser
pequefios no pueden ser vistos con microscopios convencionales, para poder
detectarlos se utiliza métodos con mayor sensibilidad como son ELISA (Ensayo
Inmunoabsorbente ligado a enzimas), PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) u
inoculacién en plantas. Las virosis causan grandes pérdidas para los agricultores al
no tener una alternativa para su control, por lo que es necesario manejar de forma

preventiva (Ganchozo Quimis et al., 2018).

La técnica ELISA mide la sintesis de complejos antigeno-anticuerpo utilizando
una enzima como marcador. Existe varias técnicas ELISA para detectar y cuantificar
ligandos, el marcador enzimatico utilizado se conjuga con un ligando g puede ser un
antigeno o un anticuerpo (Guzman-Vazquez, 2004). Double Antibody Sandwich
ELISA (DAS-ELISA) o ELISA sandwich se utilizan dos anticuerpos especificos contra
el antigeno para capturarlo a forma de un sandwich en la placa. La Elisa indirecta se
usa un anticuerpo primario y un anticuerpo secundario marcado este es reconocido

por el anticuerpo primario (Mathieu, 2019).

En este contexto, este estudio analizara tejido vegetal de hojas de quinua,
buscando la presencia de diversos virus que pueden infectar la planta y, ademas,
replicara la infeccion de &fidos en plantas para obtener sintomas asociados al

enrollamiento de la hoja de quinua.



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el agente causal de los sintomas en hojas de quinua

(Chenopodium quinua Willd) en la provincia de Chimborazo

4.20BJETIVO ESPECIFICO

4.2.1Determinar la presencia de los virus del género PotyVirus, Virus del
mosaico de la alfalfa (AMV), Virus del mosaico del pepino (CMV), Virus del
moteado del pimiento (PepMov), Virus de la papa Y (PVY) y Virus de la
papa S (PVS) en plantas de quinua mediante prueba de ELISA.

4.2.2 Comprobar si la sintomatologia presente en las hojas de plantas de quinua

es causada por el afido Hayhurstia atriplicis



5 MATERIALES Y METODOS

5.1TOMA DE MUESTRAS.

Las muestras fueron colectadas de seis diferentes localidades de la provincia de
Chimborazo: San Francisco de Cunuwuachay, Santiago de Quito, Majipamba, Lupaxi
Central, Tabla Rumi y Achullay. Aquellas hojas que presenten clorosis y
enrollamiento, también las hojas sanas de la misma planta fueron recolectadas (figura
1) y colocadas en una bolsa de plastico de polietileno con cierre hermético para
mantener la humedad. Las bolsas se identificaron con georreferencia de la zona y
fecha de la toma de la muestras como lo indica la Agencia de Regulacion y Control
Fito y Zoosanitario [AGROCALIDAD], 2018. Se conservaron las muestras en una
temperatura de 6°C = 2°C, para evitar el deterioro del tejido vegetal (Ministerio de

Agricultura, s. f.).

S0ds

Figura 1. Cultivos de quinua con presencia de sintomas en la provincia
de Chimborazo. Presencia de hojas amarillas, enrollamiento de las hojas y
desarrollo pobre.

5.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se dividi6é en dos partes las muestras. La primera fraccion se las muestras se
utilizaron en pruebas DAS ELISA, se pesaron y colocaron en bolsas plasticas de
poliestireno, se trituro el tejido vegetal con un homogeneizador de tejidos de la marca
Agdia. Al macerado se lo diluyé en una porcion de 1:10 con el tampon de extraccion
general (GEB) (Agdia, Inc, 2021). La segunda fraccién de las muestras fueron



utilizadas para el analisis de ELISA indirecta, donde se realiz6 el mismo macerado,
pero en este caso se utilizd el tampdn de extraccion indirecta en una porcion de 1:
100 (figura 2) (Agdia, Inc, 2021b).

Figura 2. Macerado de hojas. Se utilizé el tampdn de extraccion general marca
Agdia.

5.3 DETECCION SEROLOGICA

5.3.1DAS ELISA.

Cada una de las placas se las etiquetd con las abreviaturas del virus a detectar:
Virus del mosaico de la alfalfa (AMV por sus siglas en inglés), Virus del mosaico del
pepino (CMV por sus siglas en inglés), Virus del moteado del pimiento (PepMov por
sus siglas en inglés), Virus de la papa Y (PVY por sus siglas en inglés) y Virus de la

papa S (PVS por sus siglas en inglés).

El anticuerpo de captura (CAB) fue diluido con el tampdn de recubrimiento de
carbonato 1X en las porciones indicadas por el fabricante, las placas fueron
recubiertas con esta dilucién. Se colocd 100uL de CAB diluido en cada pocillo, y se
incubd en una caja humeda por cuatro horas a 30°C. Una vez pasado ese tiempo se
vacié el contenido de la placa recubierta y se lavé por tres veces con PBST (tampén
de lavado o Wash Buffer). La placa se envolvié con papel toalla y golpeada
fuertemente sobre una superficie solida para eliminar los restos de humedad.
Posteriormente, se vertio 100uL de las muestras previamente extraidas, también
fueron colocados el control negativo y positivo, la caja fue incubada en una caja
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hameda por toda la noche a 8°C (Agdia, Inc, 2021a). Se lavo la placa por ocho veces
con PBST y se secO nuevamente con golpeteos fuertes sobre una toalla de papel.

La solucién de deteccion se prepardé mezclando el anticuerpo de deteccion vy el
conjugado enzimatico en un recipiente que no se adhiera. Una vez diluido el
conjugado enzimatico con el tampdn ECI se coloco 100pL de la solucién de deteccion
en cada uno de los pocillos, después se incubé la placa en una caja himeda por dos
horas a temperatura ambiente. Se repitié los ocho lavados con PBST y secamos la
placa con golpes fuertes sobre una tolla de papel. Se preparé el sustrato con una
tableta de PNP por cada 5ml del tampo6n de sustrato PNP se lo mantuvo en oscuridad
hasta usarlo. A la placa lista se coloc6 100uL de la solucién PNP en cada uno de los
pocillos se llevé a incubar durante una hora a temperatura ambiente protegiéndola de
la luz (Agdia, Inc, 2021a). Pasada la hora se observo la placa para la obtencion de

resultados.

5.3.2ELISA INDIRECTA

Esta prueba se utilizé para determinar la presencia del virus de género Potyvirus.
Se coloco directamente 100uL de la muestra en la placa con el anticuerpo, asi como
también el control negativo y positivo, se incub6 por una hora a temperatura ambiente
en una caja humeda. Mientras pasaba la hora de incubacion se prepar6 el anticuerpo
de deteccion como lo indica el fabricante. Al finalizar la incubacién se desecho el
contenido, se lavo la placa ocho veces con PBST y se seco la placa con golpes sobre
una toalla de papel, después se coloc6 100uL del anticuerpo de deteccion y se incub6
la placa en una caja humeda durante dos horas a temperatura ambiente (Agdia, Inc,
2021b).

El conjunto enzimatico fue diluido con tampdn EC (como lo indicia el fabricante),
se lavo la placa ocho veces con PBST y se sec6 con golpes sobre un papel toalla,
después se colocé 100uL del conjugado enzimatico diluido en cada uno de los

pocillos, se incubo durante una hora a temperatura ambiente en una caja himeda.
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Por ultimo, preparamos el sustrato en cual se agreg6 una tableta de PNP por cada
5ml del tampdn de PNP y lo mantuvimos en la oscuridad hasta usarlo. Una vez la
placa lista colocamos 100uL de la solucion PNP en cada uno de los pocillos, la
llevamos a incubar la placa durante una hora a temperatura ambiente protegiéndola
de la Luz. (Agdia, Inc, 2021b).

5.4 PRUEBA DE REPLICACION DE SINTOMAS EN PLANTAS DE QUINUA EN
INVERNADERO

5.4.1 GERMINACION DE SEMILLAS

Las semillas fueron hidratadas con agua destilada hasta las 2/3 partes del vaso
de precipitacién de 600 mL, durante doce horas a temperatura ambiente (Rivera &
Hernandez, 2017). Transcurrido ese tiempo se elimind el agua y se sembraron 15
macetas, con 10 semillas cada una. Las semillas fueron colocadas a 1,2cm de
profundidad aproximadamente y cubiertas con sustrato. La planta de quinua posee
mecanismos fisiologicos que le permiten tolerar y resistir el déficit de humedad del
suelo y las heladas, por lo que precisa de poca agua (Traxco, S.A., 2016) por tanto,
se reg0 pasando un dia. Las semillas utilizadas fueron adaptadas a las condiciones
de la provincia de Chimborazo. El sustrato se prepar6 en una porcion 3/1 tres partes

de suelo negro y una de pomina.

5.4.2TRASPLANTE

Se seleccionaron 21 plantulas (figura 3) para ser trasplantadas con una porcion
de sustrato, para evitar dafio en las raices y se retir0 las plantulas con ayuda de un
cepillo (Acosta, 2019). Las plantulas se ubicaron en nuevas macetas cubriendo con
suelo hasta enterrar completamente las raices y fueron regadas cada cuarenta y ocho
horas (Ochoa, 2021).
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Figura 3. Plantulas de quinua de tres semanas. Listas para el trasplante.

5.4.2 EVALUACION DE SINTOMATOLOGIA EN INVERNADERO

Tres semanas después del trasplante, se colocaron tres afidos de la especie
Hayhurstia atriplicis a 20 plantas (figura 4). Estos insectos libres de patdégenos fueron
obtenidos del Laboratorio de Entomologia de la Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador (PUCE). Los afidos fueron colocados en el haz de las hojas de quinua con
la ayuda de un pincel y un vaso de precipitacion. El pincel se humedecié en agua
destilada para trasladarlos a los &fidos de la caja Petri a las plantas (Terrile, 2010).

Figura 4. Planta de quinua con afidos. Los afidos son colocados en el haz de
las hojas (izquierda). Plantas con tres afidos protegidos con fundas que poseen
pequefios orificios para evitar su escape

Las plantas fueron monitoreadas durante tres semanas hasta visualizar los
siguientes sintomas: clorosis, enrollamiento de hojas y marchitamiento de la planta.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1 DETECCION SEROLOGICA.

Después de una hora de incubacion las placas de ELISA preparadas para la
identificacion de cada uno de los virus fueron revisadas. Las imagenes de las placas
con los resultados se citan a continuacion: Virus del mosaico de la alfalfa (AMV) (Tabla
1; Figura 5), Virus del mosaico del pepino (CMV) (Tabla 2; Figura 6), Virus del
moteado del pimiento (PepMov) (Tabla 3; Figura 7), Virus de la papa Y (PVY) (Tabla
4; Figura 8) y Virus de la papa S (PVS) (Tabla 5; Figura 9). Al analizar las placas se

evidencio que la reaccion no fue positiva para ninguno de estén los virus.

Sin embargo, Sepulveda y colaboradores (2001), mediante analisis con ELISA
confirman la presencia de AMV en plantas de fréjol que presentaban sintomas
sistémicos especialmente clorosis foliar y diversos grados de deformacion, asi
también, se menciona que el principal medio de transmision de este virus son los
afidos, y al inocular el virus en plantas como Chenopodium amaranyicolor y
Chenopodium quinoa se presentaron lesiones locales e infecciones sistémicas.

Finalmente, menciona que el virus AMV es endémico en Chile

Pérez-Moreno et al., (2016) sugieren que, dependiendo de la localidad y la
estacion del afio que se cultive, las virosis pueden aumentar o disminuir. Reportan
ademas que, encontraron cinco especies diferentes de virus en muestras de lechuga
en los que se encuentran AMV y el CMV con una incidencia de 23.6%. Lacasa et al.,
(2001) realizé un ensayo de diseminacion del virus obteniendo resultados positivos
con la técnica ELISA a los 11 dias de la inoculacién de CMV en las plantas de tomate,
gue también presentaban leves sintomas para PepMov, solo el 4.34% de las plantas

indicaron la presencia de este virus.

Segun Wyman et al., (2012); Atsebeha et al., (2009); y Carpio et al., (2022), H.

atriplicis puede transmitir PepMov y PVY en plantas de quinua, presentando sintomas
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como: amarillamiento parcial o total dependiendo del cantidad de virus y a la vez
presentan hojas enrolladas. Las relaciones que tiene los virus y sus vectores son de
gran importancia, ya que los vectores son los que ayudan con su dispersion causando

pérdidas econdémicas (Gergerich & Dolja, 2006).

Valenzuela-Herrera y Redondo-Juéarez, (2003) analizaron tubérculos enfermos de
papas mediante la técnica Das ELISA para la deteccion de tres virus entre ellos PVY
obteniendo un resultado positivo, mencionan que este resultado fue posible debido a
gue a la muestra se le incubé a 28°C con constante iluminacion para una mayor
presencia del virus. Pichardo et al., (2013) indican que obtuvieron el mayor porcentaje
de infeccion causada por PVS y que a pesar de causar sintomas leves, es uno de los

virus latentes que mayor pérdidas de cultivos ocasionan.

Tabla 1. Prueba ELISA para detectar la ausencia o presencia del virus del
mosaico de la alfalfa.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A X X X X X X X X x * *
B X X X X X X X X X ] = *
C X X X X X X X X X * * *
D X X X X X X X X X * * *
E X X X X X X X X X * * *
F X X X X X X X X X * * *
G X X X X X X X X X * * *
H X X X X X X X X X * * *
X — ausencia del virus 1 — control negativo * — sin muestra
+ — presencia del virus 1 — control positivo

1 2 3 g4 5 6 7 8 9 0NN,

G N

- T S/ e o B N

N = IR

Figura 5. Placas ELISA para la deteccion del virus del
mosaico de la alfalfa. Placa con muestras maceradas con el
tampon de extraccion general y los controles negativo y positivo
(A), finalizacion del proceso ELISA indicando la presencia o
ausencia de AMV (B).



15

Tabla 2. Prueba ELISA para detectar la ausencia o presencia del virus del
mosaico del pepino.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A X X X X X X X X X * *
B X X X X X X X X X [ * *
C X X X X X X X X X * * *
D X X X X X X X X X * * *
E X X X X X X X X X * * *
F X X X X X X X X X * * *
G X X X X X X X X X * * *
H X X X X X X X X X * * *
X — ausencia del virus 1 — control negativo * — sin muestra
+ — presencia del virus 1 — control positivo

P A 5 67 .8 %9 1

-

. ,
T @ T Mig Q @ >
- s A

—

Figura 6. Placas ELISA para la detecciéon del virus del
mosaico del pepino. Placa con muestras maceradas con el
tampdn de extraccion general y los controles negativo y positivo
(A), finalizacion del proceso ELISA indicando la presencia o
ausencia de CMV (B).

Tabla 3. Prueba ELISA para detectar de ausencia o presencia del virus del
moteado del pimiento.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A X X X X X X X X X =] * *
B X X X X X X X X X [ * *
C X X X X X X X X X * * *
D X X X X X X X X X * * *
E X X X X X X X X X * * *
F X X X X X X X X X * * *
G X X X X X X X X X * * *
H X X X X X X X X X * * *

X — ausencia del virus 1 — control negativo * — sin muestra

+ — presencia del virus 1 — control positivo
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Figura 7. Placas ELISA para la deteccion del virus del
moteado del pepino. Placa con muestras maceradas con el
tampon de extraccion general y los controles negativo y positivo
(A), finalizacion del proceso ELISA indicando la presencia o
ausencia de PepMov (B).

Tabla 4. Prueba ELISA para la deteccion de usenciay presencia del virus de
la papaY

[EEN
>(->(->(->(->(->(-|:||:|o
*

IOTMMOUOm>

XX XXX XX XpPr
XX XXX XXXDN
XX XXX XX XWw
XX XXX XX X>b>
XX XXX XX X
XX XXX XX XOo
XX XXX XX XN
XX X X X X X X 0

9
X
X
X
X
X
X
X
X
S

X — ausencia del virus 1 — control negativo * — sin muestra

+ — presencia del virus 1 — control positivo

.-
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Figura 8. Placas ELISA para la deteccion del virus de la
papa Y. Placa con muestras maceradas con el tampén de
extraccion general y los controles negativo y positivo (A),
finalizacion del proceso ELISA indicando la presencia o
ausencia de PVY (B).
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Tabla 5. Prueba ELISA para la deteccidon de usenciay presencia del virus de
la papa S

11

10
C 1
] *
*
*
*
*
*
*

IOTMMmMOOwW>

XX XX XXX XP
XX XXX XXXN
XX XX XXX XWw
XX XX XXX Xbd
XX XX X XX X
XX XX XXX Xo
XX XX X XX XN
XX XX X X X X 0

9
X
X
X
X
X
X
X
X
S

X — ausencia del virus 1 — control negativo * — sin muestra

+ — presencia del virus 1 — control positivo

10 11 12
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Figura9. Placas ELISA paraladeteccion del virus de
la papa S. Placa con muestras maceradas con el tampon
de extraccion general y los controles negativo y positivo
(A), finalizacion del proceso ELISA indicando la presencia
0 ausencia de PVS (B).

6.1.1 ELISA INDIRECTA

La placa ELISA para detectar al género Potyvirus reportd resultado negativo
(Tabla 6). Se logré evidenciar a partir de los controles negativo y control positivo, que
presentaban una coloracién transparente (control negativo) y amarillo transparente
(control positivo), ninguna de las columnas con muestras presento coloracion (Figura
10).
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Ramirez et al., (2009) reportan un estudio en el cual la presencia del género
PotyVirus fue negativo a pesar de presentar sintomas de virosis, sefialando que otra
particula viral puede estar presente en las hojas de tomate de arbol analizadas. Diaz
etal.,, (2010) indica que dependiendo de la especia afectada y las condiciones
ambientales los virus pueden causar arrugamiento de las hojas y provocar
oscurecimiento de las venas desde los 7 a 21dias después de la infeccién

Este estudio utilizo los resultados del analisis de ausencia/presencia a partir de
los controles negativo y positivo. La falta de capacion del personal permanente del
laboratorio de Sanidad Vegetal del INIAP limitd el uso de los lectores de ELISA
(Comentario personal M. L. Insausti).

Tabla 6. Prueba ELISA para la deteccion de usencia y presencia del género
PotyVirus.

10
1
L1 *
*
*
*
*

IOTMMmMOOW>X

XX XXX XXXPr
XX XXX XXXNDN
XX XXX XX Xw
XXXX XXX XB»
XX XX X XX X
XX XX XXX Xo
XX XX X XX XN
XX XX X X X X o

9
X
X
X
X
X
X
X
X
S

X — ausencia del virus 1 — control negativo * — sin muestra

+ — presencia del virus 1 — control positivo

Figura 10. Placa de ELISA para la deteccion del
género Potyvirus. Se puede observar el control
positivo en la columna 10 fila B de coloracién amarilla
transparente.
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6.2REPLICACION DE SINTOMAS EN PLANTAS DE QUINUA EN INVERNADERO

Los datos de los sintomas evaluados después de la infestacion del afido H.
atriplicis se presentan en la Tabla 7. Se obtuvo 35% de amarillamiento de hojas, lo
cual puede ser ocasionado por los pulgones que al succionar la savia de las hojas
producen decoloracion y crecimiento atrofiado (National Pesticide Information, 2020).
Se obtuvo 100% de hojas enrolladas y 50% de plantas con decaimiento de plantas
(Figura 11). Hayhurst, 1909; Pruna et al., 2023 indican que cuando el afido se alimenta
de las plantas de quinua, se produce amarillamiento y enrollamiento de las hojas
sobre su haz. Esto lo realizan para protegerse de la lluvia y del sol, creando agallas
para desarrollar su ciclo de vida. Los é&fidos pueden desgastar a las plantas al
alimentarse del floema, ya que es el tejido responsable del transporte de los nutrientes
organicos, principalmente azucares producidas por la parte aérea fotosintética y
autotrofa (Gonzéalez, 2013). H. atriplicis se alimenta de la parte superior de las hojas
de las plantas de quinua induciendo a que la hoja pliegue formando una pseudoagalla
como una vaina (Moran & Whitham, 1990). Durante su alimentacion estos inyectan
saliva, la cual puede ser fitotdxica, provocando un desgaste energético en las plantas,
ocasionando clorosis y afectando su capacidad fotosintética (Camara de la Industria
de Argentina de Fertilizantes y Agroquimicos, 2022; Dedryver et al., 2010).

Tabla 7. Evaluacion de la sintomatologia presente en las plantas de quinua

N°. Planta
Amarillamiento Enrollamiento Decaimiento
1 X X
2 X X X
3 X X
4 X
5 X X X
6 X X X
7 X
8 X X
9 X
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10 X
11 X
12 X X
13 X X X
14 X X
15 X
16 X X
17 X
18 X X
19 X X
20 X X
Total 7 20 |10
Porcentaje 35% 100% 50%

X — presencia del sintoma

L o

.‘ A = ;
-

Figura 11. Plantas de quinua con sintomatologia. Hojas con enrollamiento (A),
afidos dentro de una hoja enrollada (B), marchitamiento de las plantas (C) y clorosis
de las hojas (D).
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En el enrollamiento de las hojas se puede observar presencia masiva de los
afidos, esto indica que se alimentan de las plantas. No se puede observar la presencia
de huevos o de momias (Figura 12). Pruna et al., 2023 sefialan que en su estudio H.
atriplicis solo presento reproduccion asexual debido a la ausencia de huevos. Quinet
et al., 1997 mencionan que se encontraron momias de parasitoides de H. atriplicis ya
emergidos, en nuestro caso no pudimos observar dichas momias posiblemente se
requeria que el afido se encuentre mas tiempo en las plantas y un ambiente abierto.
Como se esperaba la planta control o testigo no presenté ninguno de los sintomas

anteriormente mencionados.

Figura 12. Observacién de H. atriplicis dentro del enrollamiento. Hojas sin
presencia de huevos o momias
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7 CONCLUSIONES

Las plantas de quinua obtenidas para esta investigacion en la provincia de
Chimborazo no presentaron infecciones virales al realizar las pruebas de ELISA para
los virus del género PotyVirus, Virus del mosaico de la alfalfa (AMV), Virus del
mosaico del pepino (CMV), Virus del moteado del pimiento (PepMov), Virus de la papa
Y (PVY) y Virus de la papa S (PVS).

La sintomatologia presente en las plantas de quinua es causada por la presencia de
H. atriplicis provocando dafios como el decaimiento de la planta, amarillamiento y

enrollamiento de las hojas.
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8 RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso de biocontroladores para evitar que H. atriplicis se
propague entre los cultivos de la provincia de Chimborazo y otras provincias del
Ecuador que también producen quinua y en las cuales todavia no hay registro de su

presencia.

Realizar estudios de metagendmica en este y otras especies de afidos para
comprobar el contenido interior de estos insectos y descartar su trasmision por este

tipo de vectores.
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