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Identificación morfológica y molecular de cepas del hongo (Alternaria 
dauci) patógeno de la zanahoria (Daucus carota L.)

Morphological and molecular identification of  fungus strains (Alternaria dauci) 
pathogenic of  carrot (Daucus carota L.) 

aDan aCeveDo CRuz1

RESUMEN

La finalidad del estudio fue la identificación morfológica y molecular de las cepas de 
Alternaria dauci, causantes de la quemadura foliar de la zanahoria. Para ello, mediante 
técnicas convencionales se aislaron 50 cepas del hongo del cultivo de zanahoria, ubi-
cada en el departamento de Landes al sudoeste de Francia. Las observaciones macros-
cópicas y microscópicas de las colonias mostraron que: 10 (42A, 42B, 25A, 37B, 22A, 
12B, 2A, 22B, 12A y 25B) de las 50 cepas presentaron micelios de aspecto algodonoso, 
pigmentación rojo claro a marrón del Extracto de Malta Agar (EMA), conidióforos 
alargados y no ramificados, conidios ovalados con septos transversales y longitudinales. 
Se realizó el monosporage de las 10 cepas con características propias de A. dauci se ob-
tuvieron 40 cepas puras. De las cuales, la identificación molecular con la PCR, se logró 
amplificar el ADN de 30 cepas con los primers universales ITS1/ITS4 con una talla 
de 600 pb, y la verificación de estas cepas con la PCR utilizando los primers específi-
cos Ada3 y Ada5 de A. dauci, reveló que 9 cepas puras: M25AA1, M12BA1, M12AA2, 
M37BA2, M22BB2, M25BB2, M42AB1, M42BB1 y M42BB2 pertenecen a la especie A. 
dauci con un peso molecular correspondiente a 159 pb.
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ABSTRACT

The purpose of  the study was morphological and molecular identification of  the 
strains of  Alternaria dauci; that cause the leaf  burning of  the carrot. For it, 50 bacterial 
strains of  the fungus of  the carrot crop located in the Landes department in the 
South-West of  France were isolated. The macroscopic and microscopic observations 
of  the colonies showed that: 10 (42A, 42B, 25A, 37B, 22A, 12B, 2A, 22B 12A and 25B) 
of  the 50 strains; presented cottony-looking mycelia, light red or brown pigmentation 
of  Malt Agar Extract (MAE), elongated and unbranched conidiophores, oval conidia 
with transverse and longitudinal septa.
The monosporage was realized of  the 10 strains with self  characteristics of  A. dauci, 40 
pure strains were obtained. Of  which, the molecular identification with the PCR was 
possible to amplify the DNA of  30 strains with the universal primers ITS1/ITS4 with 
a size of  600 bp, and the verification of  these strains with the PCR using the specific 
primers Ada3 and Ada5 of  A. dauci, revealed that 9 pure strains: M25AA1, M12BA1, 
M12AA2, M37BA2, M22BB2, M25BB2, M42AB1, M42BB1, and M42BB2 belong to the 
A. dauci species with a molecular weight corresponding to 159 bp.

Keywords: carrot; daucus carota; alternaria dauci; morphological identification.

INTRODUCCIÓN 

El cultivo de zanahoria (Daucus carota L.) tiene gran importancia económica y agrícola 
debido a que es la hortaliza más consumida en el mundo (Iorizzo et al., 2016). Francia, 
es el segundo país productor mundial de semillas de zanahoria después de los Estados 
Unidos y el tercer país productor europeo de raíces de zanahoria (Le Clerc et al., 2016). 
Sin embargo, el rendimiento de este cultivo se ve afectado por el hongo necrotrófico 
A. dauci, que es el responsable de la enfermedad foliar más perjudicial de la zanahoria 
conocido como el tizón o la quemadura de las hojas; dicha enfermedad está presente 
en todas las regiones del mundo donde se cultiva la zanahoria (Souza et al., 2001); 
causando daños en las raíces, así como en la producción de semillas. Los síntomas 
característicos son lesiones de color marrón verdoso, generalmente en los márgenes de 
los foliolos, que reducen considerablemente la actividad fotosintética; las pérdidas en 
rendimiento asociados a esta enfermedad puede alcanzar hasta un 90 % (Soylu et al., 
2005). En este contexto, el propósito del presente trabajo de investigación es identifi-
car mediante técnicas convencionales la morfología, y a nivel molecular las cepas de A. 
dauci, para implementar adecuadas estrategias de control de la enfermedad. Asimismo, 
el trabajo tiene especial importancia ya que los resultados serán utilizados para estudiar 
la diversidad genética de las cepas de A. dauci y con ello comprender los mecanismos 
fundamentales de la resistencia del cultivo de zanahoria al patógeno.
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Se recolectaron 50 muestras de hojas de zanahoria infectadas por las quemaduras fo-
liares de una parcela ubicada en el departamento de Landes al sudoeste de Francia; 
estas muestras se recopilaron de una variedad susceptible a A. dauci (variedad Presto). 
Para la recolección se utilizaron fundas plásticas Kraft y fueron llevadas al laboratorio 
y almacenadas a 4°C para su posterior aislamiento.

En el laboratorio, para cada muestra, se seleccionaron dos pequeñas submuestras de 5 
a 10 mm2 a partir del material vegetal con lesiones de quemaduras foliares, las que lue-
go fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio 1% clorométrico durante 1 a 2 min y 
se enjuagaron en agua destilada con intervalos de 10 a 15s para eliminar el hipoclorito; 
luego se las secó con papel absorbente estéril, para eliminar el exceso de agua. Con 
una pinza desinfectada se colocaron las dos submuestras en cajas Petri que contenían 
el Extracto de Malta Agar (EMA) previamente solidificado y se las dejó incubando en 
el chambre mycothèque (cámara de hongos) a 22°C durante 7 días con una fuente de luz 
para estimular la esporulación. 

1. Extracción de ADN de las cepas puras 

Aproximadamente 125 mm³ de micelio de 40 cepas puras fueron extraídos y puestos 
en los tubos Eppendorf  de 1.5 mL. En cada uno de estos tubos se añadieron 100 µL 
de tampón de lisis (50 mM de Tris-HCl pH 7,2; 50 mM EDTA, 3% SDS, 1% 2-mer-
captoéthanol).

Los tubos Eppendorf  fueron puestos en seguida en el horno microonda (potencia: 
850 W) con las tapas abiertas durante 30s (primero 15s, luego 10s y 5s; entre cada 
intervalo de tiempo esperar 5 a 10s). Luego, se agregaron 300 µL de tampón de lisis 
previamente calentado a 80°C y los tubos se taparon e incubaron en el baño de maría 
a 80°C durante 10 min. Posteriormente, se añadieron 400 µL de Fenol-Cloroformo-al-
cohol Isoamílico (25: 24: 1) y los tubos se centrifugaron a 11000 rpm durante 15 min. 
La fase acuosa sobrenadante se recuperó y se depositó en un nuevo tubo, enseguida se 
añadieron 10 µL de acetato de sodio 5 M y 0.5 volumen (180 µL) de isopropanol. Las 
muestras fueron puestas 5 min en el hielo y centrifugadas durante 10 min a 10000 rpm. 
El sobrenadante se eliminó y la parte sólida se lavó con 250 µL de etanol a 80%, la 
nueva muestra se centrifugó durante 5 min a 10000 rpm y el sobrenadante se eliminó. 
El secado de los tubos se realizó en el evaporador rotativo (Speed-vac) durante 5 min. 
Por último, el ADN se recuperó en 100 µL de tampón TE (10 mM Tris-HCL, 0,1 Mm 
EDTA, pH 8,0).

2. Identificación molecular de las cepas de A. dauci 

La verificación de la extracción del ADN fúngico se realizó con la Reacción en Cadena 
de la Polimerasa (PCR) utilizando un par de primers universales de los hongos ITS1 
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e ITS4 (espaciadores internos transcritos) correspondientes a la amplificación de las 
regiones ITS1 e ITS2 de ADN ribosómico (White et al., 1990).

•	 ITS1 Sentido: 5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’

•	 ITS4 Antisentido: 5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’

La amplificación se realizó en un volumen de 20 µL que contenía 0,8 µL de ADN 
fúngico, 4 µL de tampón de reacción 5X [75 mM Tris-HCl pH 9,50 mM KCL; 20 mM 
(NH4)2SO4]; 1,2 μL de MgCl2 25 mM, 0.4 μL de dNTPs a 10 mM, 0,4 μL de cada pri-
mers a 20 μM, 0.08 µL de Taq polimerasa (Uptitherm, Interchim) a 5 U/µL y 12,75 μL 
de agua ultra puro. Los reactivos se colocaron en una matriz de microtubos y las mues-
tras fueron puestas en el termociclador y la PCR se realizó con el siguiente programa:

Después de una etapa de desnaturalización inicial a 94°C durante 5 min, la mezcla de 
reactivos se sometió a 35 ciclos que comprende, una primera etapa de desnaturaliza-
ción a 94°C durante 30 s, luego la hibridación de los primers a 52°C durante 45 s y 
una etapa final de elongación a 72°C durante 1 min. Un último ciclo se realizó a 72°C 
durante 7 min y los productos de PCR se conservaron a 10°C.

Para identificar que las 40 cepas puras corresponden efectivamente a la especie A. dau-
ci, se utilizó para la PCR un par de primers específicos Ada3 y Ada5 de la región ITS1 
de A. dauci (Bénichou et al., 2009).

•	 Ada5 Sentido: 5’TGGCACCTCTCGGGGTGGCA3’

•	 Ada3 Antisentido: 5’ GTTGAAAGTTGTAATTATTATG 3’

La PCR se realizó con el mismo programa descrito en el párrafo anterior.

Los productos de amplificación de la secuencia de ADN se visualizaron en el gel de 
agarosa a 1% en el tampón TAE concentrado 1X (40 mM Tris-acetato, EDTA 1 mM 
pH 8). Para ello, se depositaron en los pocillos de gel 10 μL de productos PCR adicio-
nado de 2 μL de tampón de carga (azul de bromofenol 0,02%, xileno cianol 0,02%, gli-
cerol 3%, TBE 0,5 X) y 5 μL de marcador de talla (Smart Ladder) en el primer pocillo, 
para determinar la talla de los fragmentos de ADN por comparación de su distancia 
de migración, la cual se efectuó en la cubeta de electroforesis bajo la tensión de 135 V 
durante 16 min. A continuación, el gel se sumergió en un baño de BET (bromuro de 
etidio 0,01%) durante 15 min y revelado por exposición a las radiaciones UV (310 nm). 
Por último, el gel se fotografió usando un sistema de adquisición de imágenes Visión 
Capt.  
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RESULTADOS 

1. Caracterización morfológica macroscópica y microscópica 

A partir de 50 cepas del hongo aisladas en las cajas de Petri, solo 10 cepas con có-

digos: 42A, 42B, 25A, 37B, 22A, 12B, 2A, 22B, 12A y 25B presentaron colonias de 

consistencia algodonosa con bordes regulares, relieve elevado, micelios con septos de 

color marrón a gris y pigmentación rojo claro a marrón rodeando al medio de cultivo 

Extracto de Malta Agar (EMA). 

Los resultados de las observaciones microscópicas del hongo con Leica DM4500B 

objetivo X400 mostraron que las colonias poseen hifas hialinas y ramificadas de color 

marrón hasta marrón oscuro con la edad, conidióforos alargados y no ramificados de 

color café-olivo de aproximadamente 80 µm de largo y 10 µm de espesor, macroco-

nidios y microconidios ovalados con septos transversales y longitudinales que se les 

conoce también como dictiosporas. Además, los conidios maduros poseen un pico 

terminal filamentoso.

En base a todas estas características morfológicas propias de la especie A. dauci, las 10 

cepas seleccionadas se purificaron en 40 cepas puras con la técnica del monosporage 

con la finalidad de realizar la identificación molecular.

 

2. Identificación molecular de las cepas de A. dauci

Después de realizar la extracción del ADN de 40 cepas puras, para evidenciar si el 

material genético es amplificable, se realizó la reacción en cadena de la polimerasa; con 

lo cual se obtuvieron 30 extracciones de ADN amplificables utilizando los primers 

universales ITS1 e ITS4;  el ADN de las 10 cepas restantes no fue amplificado con 

dicho primer. 

El resultado de la electroforesis de algunas de las cepas puras se muestran en la figu-

ra 1, en la cual se observa que los carriles de 1 a 12 representan las migraciones de 

los fragmentos del ADN de las cepas puras de M42AA1, M42AB1, M42BA1, M42BB2, 

M25AA1, M25AB2, M37BA2, M37BB2, M22AA2, M22AB2, M12BA1, M22BB2 con ban-

das idénticas; cuya talla de los fragmentos obtenidos es aproximadamente de 600 pb.

Identificación morfológica y molecular de cepas del hongo (Alternaria dauci) 

Aporte Santiaguino 11(1), 2018: 21-30. ISSN-L 2616-9541



26

Figura 1. Revelación en el gel de agarosa 1 % de los productos de amplificación de ADN 
fúngico por PCR. M: marcador de peso molecular 1000 pb, T-: control negativo (H2O), T+: 

control positivo (Alternaria alternata)

Con la finalidad de verificar si estas 30 cepas puras de ADN amplificable correspon-
den realmente a la especie A. dauci se realizó la PCR empleando un par de primers 
específicos Ada3 y Ada5 de A. dauci, con lo cual se logró amplificar la región ITS1 del 
ADN ribosómico de 9 cepas. Luego, por la revelación de los productos PCR en el gel 
de agarosa se encontró que las cepas puras M37BA2, M22BB2, M25BB2 ubicadas en los 
carriles 3, 6 y 7 pertenecen a la especie A. dauci con un peso molecular correspondiente 
a 159 pb, y las cepas puras M42AA2, M42BA2, M22AA2, M2AB1 que se encuentran en 
los carriles 1, 2, 4 y 5 no corresponden a la especie A. dauci tal como se observa en la 
figura 2.

Figura 2. Productos de amplificación por PCR del ADN de las cepas puras con los primers 
específicos Ada3 y Ada5 de A. dauci. M: marcador de peso molecular de 1000 pb, T-: Alterna-

ria brassicicola (cepa Abra43), T+: A. dauci (cepa 76)

Manteniendo las mismas condiciones de PCR descritas anteriormente y los primers 
específicos del patógeno; se detectó que 9 de las 30 cepas puras del hongo aisladas a 
partir de una parcela de zanahoria pertenecen a la especie A. dauci y fueron codifica-
das de la siguiente manera: M25AA1, M12BA1, M12AA2, M37BA2, M22BB2, M25BB2, 
M42AB1, M42BB1 y M42BB2, tal como se observa en la tabla 1. 
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Tabla 1. Resultados del número de cepas puras de A. dauci 

Cepas Código de cepas puras PCR ITS1/ITS4 PCR Ada3/Ada5

42A

M42AA1 ADN amplificable -
M42AA2 ADN amplificable -
M42AB1 ADN amplificable A. dauci
M42AB2 ADN amplificable -

42B

M42BA1 ADN amplificable -

M42BA2 ADN amplificable -

M42BB1 ADN amplificable A. dauci
M42BB2 ADN amplificable A. dauci

25A

M25AA1 ADN amplificable A. dauci
M25AA2 ADN amplificable -
M25AB1 ADN amplificable -
M25AB2 ADN amplificable -

37B

M37BA1 ADN amplificable -
M37BA2 ADN amplificable A. dauci
M37BB1 ADN amplificable -
M37BB2 ADN amplificable -

22A

M22AA1 ADN amplificable -
M22AA2 ADN amplificable -
M22AB1 ADN amplificable -
M22AB2 ADN amplificable -

12B

M12BA1 ADN amplificable A. dauci
M12BA2 *
M12BB1 ADN amplificable -
M12BB2 ADN amplificable -

2A

M2AA1 ADN amplificable -
M2AA2 *
M2AB1 ADN amplificable -
M2AB2 ADN amplificable -

22B

M22BA1 *
M22BA2 ADN amplificable -
M22BB1 *
M22BB2 ADN amplificable A. dauci

12A

M12AA1 *
M12AA2 ADN amplificable A. dauci
M12AB1 *

M12AB2 *

25B

M25BA1 *

M25BA2 *

M25BB1 *
M25BB2 ADN amplificable A. dauci

* ADN non amplificable
- PCR negativo con primers específicos de A. dauci

Identificación morfológica y molecular de cepas del hongo (Alternaria dauci) 

Aporte Santiaguino 11(1), 2018: 21-30. ISSN-L 2616-9541



28

DISCUSIÓN

El número reducido de 10 cepas de A. dauci a partir de 50 cepas aisladas podría expli-
carse por el hecho de que los síntomas en las hojas de la zanahoria estuvieron poco 
visibles al momento del muestreo en la parcela, debido a las condiciones climáticas 
poco favorables (temperatura elevada) para el desarrollo del hongo y al periodo tardío 
de la siembra del cultivo. También es posible que las quemaduras foliares hayan sido 
provocadas por otros agentes patógenos, tales como: la bacteria Xanthomonas hortorum 
pv carotae o el hongo A. radicina como lo mencionan Meier, Drechsler y Eddy (1922). 

En el medio Extracto de Malta Agar (EMA) las colonias de A. dauci son típicamente 
de color gris oscuro con el micelio algodonoso y producen un distintivo pigmento 
rojo claro a marrón que rodea al medio de cultivo EMA, los cuales coinciden con los 
reportados por Konstantinova et al. (2002). Los conidióforos de A. dauci son de co-
lor café-olivo que producen los conidios con septos transversales y longitudinales tal 
como señalan los estudios reportados por Farrar, Pryor y Davis (2004), con la excep-
ción de que solo en algunas de las 10 cepas se observaron conidios maduros con picos 
filamentosos; por lo que se realizó la verificación molecular con la PCR, debido a que 
el criterio de conidios con septos no es suficiente para identificar a la especie A. dauci, 
en vista de que todos los conidios del genero alternaria tienen septos transversales y 
longitudinales como señala Simmons (1995). 

Con respecto al estudio molecular de las 40 cepas puras, el ADN de 30 cepas ampli-
ficadas con los primers ITS1 e ITS4 mostraron una sola banda esperada de aproxi-
madamente 600 pb. Asimismo, las PCR realizadas con los primers específicos de la 
región ITS1 para identificar a la especie A. dauci revelaron bandas de 159 pb, lo cual 
concuerda con los resultados de la tesis efectuada por Bénichou et al. (2009) sobre la 
variabilidad genética de A. dauci.

Para las 10 cepas puras que no fueron amplificables los problemas pueden venir ya sea 
de la extracción de ADN o ya sea de la PCR. Las causas pueden ser múltiples, tales 
como: la falta de inactivación de enzimas intracelulares por el tampón de lisis durante 
la extracción de ADN, el uso de ADN para la PCR con demasiadas impurezas (tipo 
polifenoles, proteínas y otros). Una manera sencilla de minimizar este problema con-
siste en verificar la pureza del ADN, midiendo la densidad óptica de las soluciones de 
ADN en un espectrofotómetro. 

Finalmente, el estudio constituye un acercamiento en materia de métodos moleculares 
para la detección e identificación con mayor rapidez y precisión las de cepas de A. dauci 
para combatir oportuna y eficazmente la quemadura foliar en el cultivo de la zanahoria.
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CONCLUSIONES 

Los resultados morfológicos macroscópicos y microscópicos muestran que las cepas 
de A. dauci presentan colonias de consistencia algodonosa y micelios con septos de 
color marrón a gris, también las cepas de A. dauci segregan un pigmento distintivo 
de color rojo claro a marrón que rodea al medio de cultivo Extracto de Malta Agar 
(EMA). Los conidióforos son alargados y no ramificados de color café-olivo de apro-
ximadamente 80 µm de largo y 10 µm de espesor, que producen conidios ovalados con 
septos transversales y longitudinales, además, los conidios maduros presentan picos 
terminales filamentosos propios de A. dauci.

En el análisis molecular con la PCR de las 40 cepas puras, utilizando los primers uni-
versales ITS1/ITS4, se logró amplificar las secuencias ITS1 e ITS2 del material gené-
tico de 30 cepas y, a través del análisis electroforético, se observaron las bandas bien 
definidas de 600 pb. Luego, la identificación de estas 30 cepas puras amplificando 
la región ITS1 del ADN genómico con los primers específicos Ada3 y Ada5 de A. 
dauci reveló que solo 9 cepas puras: M25AA1, M12BA1, M12AA2, M37BA2, M22BB2, 
M25BB2, M42AB1, M42BB1 y M42BB2 pertenecen a la especie A. dauci con un peso 
molecular correspondiente a 159 pb.
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