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Especies del género Alternaria que afectan
brasicaceas (Brassicaceae)

GENERALIDADES

El género Alternaria incluye a mas de 100 especies, la mayoria saprofitas cosmopolitas o
patogenas de plantas (Woudenberg et al., 2013). Entre estas ultimas, un complejo de tres
especies: A. brassicicola, A. brassicae y A. japonica, pueden ocurrir de forma individual
o de manera simultanea en el mismo hospedante, son responsables de causar la
enfermedad de tizon o mancha negra en muchas especies cultivables del género
Brassica (lacomi-Vasilescu et al., 2002; Singh et al., 2014).

La infeccion de semillas por estos hongos resulta en marchitez con una alteracion
significativa de la eficiencia de germinacion y una reduccion de hasta el 46 % del
rendimiento en campo (lacomi-Vasilescu et al., 2002; Singh et al.,, 2014).

Actualmente en México, A. brassicicola, A. japonica y A. tenuissima se encuentran en la
Lista de Plagas Reglamentadas en la importacion de semillas de diversas especies ante
la Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria (CIPF, 2015). En el Mddulo de
consulta de requisitos fitosanitarios para la importacion de mercancias, se incluye a A.
brassicicola en alrededor de 58 claves de combinacion que abarcan al brocoli, tomate,
coliflor, col, entre otras, de diversos origenes y procedencias (Senasica, 2020).

Por su parte, Alternaria brassicae es el agente causal de la enfermedad conocida como
mancha negra en cultivos de Brassica, pudiendo causar una reduccion de hasta el 47%
en el rendimiento (Soengas et al, 2007, Meena et al, 2012). Afecta hojas y cabezas
florales, siendo los restos vegetales la principal fuente de infeccion, ademas de que
puede ser transmitido por semilla (Fatima et al., 2019; Kumar et al., 2016; Soengas et al,
2007).

Alternaria japonica se han reportado asociados a semillas y cabezas florales de brocoli
(Fraire-Cordero et al., 2010; Nishikawa y Nakashima, 2020).



INFORMACION TAXONOMICA

Posicion taxondmica:

Fungi, Ascomycota, Dothideomycetes, Pleosporales, Pleosporaceae.

Alternaria brassicicola (Schwein.) Wiltsshre
Sinonimias:

Alternaria oleracea Milbr.
Helminthosporium brassicicola Schwein.
Sporidesmium exittiosum J.G. Kiihn.
Macrosporium circinans Berk & M.A. Curtis.
Alternaria septorioides (Wested.) E.G. Simons.
Alternaria mimicula E.G. Simmons.
Alternaria solidaccana E.G. Simmons
Nombres comunes:

Mancha negra de las cruciferas (espanol)
Black spot of crucifers (inglés)

Scab of cucumber (inglés)

Alternaria blight (inglés)

Alternaria brassicae (Berk.)
Sinonimias:

Macrosporium brassicae Berk.
Sporidesmium exitiosum J.G. KUhn
Cercospora bloxamii Berk & Broome
Nombres comunes:

Mancha negra de las cruciferas (espanol)
Black spot of crucifers (inglés)

Leaf blight of crucifers (inglés)



Alternaria japonica Yoshii (1941)
Sinonimias:

Alternaria raphani Groves & Skolko
Alternaria mattiolae Neerg.

Alternaria nepalensis Simmons
Nombres comunes:

Mancha negra de las cruciferas (espanol)

Black spot of crucifers (inglés) Pod spot of radish (inglés)

SINTOMAS

Los sintomas ocurren en la parte aérea de las plantas, principalmente en hojas, tallos y
cabezas florales (lacomi-Vasilescu et al, 2002) y las lesiones se alargan al confluir entre
Mmanchas, mientras que las semillas suelen ser asintomaticas (Nishikawa y Nakashima,
2020).

Alternaria brassicicola

Las manchas son de color gris, café a negro, circulares de 8-12 mm diametro,
normalmente con un halo clordtico (Figura 1a); las cabezas florales pueden sufrir una
pudricion acuosa (Nishikawa y Nakashima, 2020).

Alternaria brassicae

Las manchas son de color marroén claro a grisaceo o marrdon oscuro, circulares de 0.5-12
mm de diametro (Figura 1b). En las nervaduras las lesiones son oblongas o lineales y
hundidas. Las cabezas florales pueden presentar manchas negras (Nishikawa vy
Nakashima, 2020).

Alternaria japonica

Las manchas son similares a la causadas por A. brassicicola en colory tamano (Figuralc),
sin embargo, las cabezas florales raramente presentan lesiones (Nishikawa y Nakashima,
2020).




Figura 1. Sintomas causados por Alternaria en cruciferas. Lesiones circulares
caracteristicas en hoja: a) A. brassicicola, b) A. brassicae, c) A. japonica.
Tomado y modificado de: a) Lawrence et al, (2008). b) y c) Nishikawa y
Nakashima (2020).

DETECCION E IDENTIFICACION
Morfologia

La diferenciacion o tamano de las estructuras fungosas pueden verse afectadas por el
sustrato y condiciones en las cuales se desarrollan, por lo que, para la adecuada
identificacion a nivel de especie, es necesario considerar las condiciones que reporta la
literatura que se utilizara como referencia.

Alternaria brassicicola

Morfologia colonial: colonias de 4 a 5 cm de didmetro después de 5-7 dias en medio de
cultivo Papa-Zanahoria-Agar (PCA; por sus siglas en inglés), con crecimiento vy
esporulacion, formando de dos a tres anillos pobremente definidos de color marrén a
negro (Simmons, 2007).

Morfometria de estructuras: En PCA, conidios catenulados en forma acropétala,
cadenas sin ramificar con 10-20 esporas; sin embargo, la ramificacion multiple de
conidioforos y cadenas primarias es un caracter dominante.

Conidios estrechamente ovoides o elipsoides. Los conidios iniciales tienen un rango de
tamano de 50-60 x 12-17 um y 6-8 transeptos con O-1 longisepto en algunos segmentos
(Figura 2). Esporas ovoides intermedias de 30- 40 x 15-18 pm y 4-5 transeptos con 0-2
longiseptos en algunos segmentos; esporas ovoides mas pequenas de
aproximadamente 10-25 x 6-10 um y 1- 3 transeptos sin longisepto. El conidio terminal
en cualquier cadena tiene una célula apical redondeada (Simmons, 2007).



Alternaria brassicae

Morfologia colonial: colonias de 37.6 + 1.6 mm de diametro después de 7 dias en medio
de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA), a 25 °C (Figura 3a). Crecimiento algodonoso, de
color blanco a gris palido o grisaceo verdoso y esporulacion escasa. En el reverso con
centro de color verde oscuro a negro (Nishikawa y Nakashima, 2020).

Morfometria de estructuras: Sobre medio de cultivo V8 (Jugo de verduras V8)
conidioforos de color marron palido a marron obscuro, de 38-183 x 6.11 um (Figura 3b);
conidios solitarios o en cadenas cortas de 1-4 (Figura 3c), subcilindricos a oblongos, con
apice romo, de 33-160 x 8-33 um, con 1 -10 septos transversales y de 0-3 (-9) septos
longitudinales (Figura 3d y 3e), de color marron palido a marron obscuro (Nishikawa y
Nakashima, 2020).

Alternaria japonica

Morfologia colonial: en medio de cultivo PDA alcanzan 6 + 3 cm de diametro en 7 dias
a 25°C, con hifas aéreas algodonosas blancas, gris palido o grisdceo verde. En el reverso,
centro verde oscuro a negro (Figura 4a), esporulacion escasa (Nishikawa y Nakashima,
2020).

Morfometria de estructuras: En medio de cultivo PCA los conidiéforos son solitarios,
cortos y estrechos de 18-80 x 4-6 um. Conidios solitarios o en cadenas cortas y sin
ramificaciones (Figura 4b). Conidios ovoides, obclavados o elipsoides, marron a marron
palido, de 20-68 x 8-25 um, con dos a siete septos transversales (ocasionalmente con
constricciones) y de cero a cuatro septos longitudinales (Figura 4c y 4d). Frecuentemente
con formacion de clamidosporas intercalares en cadenas (Figura 4e), tanto aéreas como
sumergidas en el agar, de 10-21 x 8-16 um (Nishikawa y Nakashima, 2020).




Figura 2. Caracteristicas morfolégicas de
Alternaria brassicicola. a) llustracion de los
tipos de conidios. Escala = 25 pm. b) Patréon
de esporulacion en medio PCA. c) Conidios
en medio PCA. Escala = 10 pm. a y b)
Tomado y modificado de Nishikawa vy
Nakashima, (2020). ¢) Tomado de
Woundenderg et al, 2013.
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Figura 3. Caracteristicas morfolégicas de
Alternaria brassicae. a) Cultivo en PDA
(izquierda = anverso, derecha = reverso).
b) Conidiéforo. c) Patréon de esporulacion.
d) llustracion de los tipos de conidios. e)
Conidios. b, cy d Escala =25 pm. Tomado

y modificado de Nishikawa y Nakashima,
2020.
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Figura 4. Caracteristicas morfolégicas de Alternaria japonica.
a) Cultivo en PDA (izquierda = anverso, derecha = reverso). b)
Patron de esporulacion. c) Ilustracion de los tipos de conidios.
d) Conidios. e) Clamidosporas en cadena. Tomado y modificado
de a), b) ¢) y e) Nishikawa y Nakashima (2020). d) Woudenberg
et al, (2013).
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Técnicas de diagnodstico

Material propagativo: cuatrocientas semillas, si la muestra lo permite, o el 75% del total
de ésta (Senasica, 2018)

Cultivo establecido: hojas, tallos y cabezas florales con sintomas caracteristicos.

Observacion directa

Utilizar un microscopio estereoscopico para buscar signos del hongo (micelio vy
esporulacion) en hojas, tallos o cabezas florales con presencia de sintomas y elaborar
montajes para la observacion de las estructuras en un microscopio compuesto.

Incubacion en papel secante

Obtener fragmentos de aproximadamente 1 cm? a partir de tejido vegetal con o sin
sintomas. En condiciones de asepsia lavar con una solucion de NaClO al 1% durante 1
min, realizar tres lavados con agua destilada estéril y permitir el secado del material
vegetal sobre papel absorbente estéril. Aplicar el mismo procedimiento para muestras
de semillas.

En una caja Petri estéril colocar de 5 a 6 fragmentos de material vegetal seco o 25
semillas. Incubar durante 3 a 6 dias en una cdmara himeda a 25 + 3 °C bajo condiciones
de al menos 80% de humedad.

Incubacion en medios de cultivo

Realizar el mismo procedimiento que en la técnica de incubacion en papel secante, con
la diferencia de sembrar de 5 a 6 fragmentos de material vegetal seco o las semillas en
cajas Petri con medio de cultivo PDA o PCA. E incubar a 25 + 3 °C, sin condiciones de
humedad.

Obtencion de cultivos puros

A partir de material vegetal o del crecimiento del hongo en camaras humedas o medio
de cultivo, con un microscopio estereoscopico observar si hay esporulacion caracteristica
del género Alternaria y obtener cultivos puros monosporicos en medio de cultivo PDA,
PCA y V8. Incubar bajo las mismas condiciones descritas y, posteriormente, obtener
montajes de las estructuras para su observacion con un microscopio compuesto.

Los cultivos monosporicos pueden obtenerse mediante la captura directamente del
tejido vegetal o de cepas de un solo conidio y siembra en medios nutritivos (PDA, CPA,
V8), o mediante suspensiones de conidios para su siembra en medios polbres como Agar
agua (AA), germinacion y transferencia de un solo conidio en medios nutritivos.



Interpretacion de resultados

Para reportar una identificacion positiva a A. brassicicola, A. brassicae o A. japonica se
requiere la deteccion y observacion de colonias y conidios que correspondan con la
descripcion morfologica de la especie.

Como prueba de corroboracion se debe secuenciar la region ITS del rDNA a partir de la
extraccion del acido desoxirribonucleico (DNA) de cultivos puros, utilizando,
preferentemente, la metodologia propuesta por Cenis (1992) modificada, descrita por
Senasica (2018a), y realizar un analisis filogenético o alinear y determinar si hay
homologia mayor al 99% de las secuencias de la muestra de interés con las secuencias
de referencia.

Las secuencias de referencia sugeridas son: para A. brassicicola, JX499031; para A
brassicae, LC440627 y KC584185; para A. japonica, LC440595 y KC584201 y para
(Woudenberg et al, 2013; Nishikawa y Nakashima, 2020).

Reportar el diagnostico como negativo si no se detecta presencia de estructuras
caracteristicas o si el analisis de secuencias no corresponde la especie.

En caso de resultado positivo debera conservar:

e Evidencia fotografica de los signos y sintomas, aislamientos y de las
estructuras del hongo.

e Preservacion del tejido vegetal sintomatico a-20 °C durante al menos 3 meses
posteriores a la identificacion.

e Montajes permanentes, donde se encuentren las estructuras distintivas del
hongo, como evidencia de la identificacion morfométrica.

e DNA obtenido, en congelacion a -20 °C (de ser posible a -70 °C)

e Registro de los resultados de las pruebas moleculares (fotografias del gel y
formatos de secuencias)

e Conservar el aislamiento puro, no realizar transferencias continuas del
aislamiento, utilizando técnicas de preservacion que garanticen la viabilidad

del hongo



En caso de que se requiera la corroboracion por parte del CNRF, debera enviarse lo
siguiente:
e Informe técnico con descripcion detallada y evidencia de las técnicas
utilizadas para el diagnostico.
e Cultivos puros monosporicos de no mas de 8 dias de crecimiento a la
recepcion en el CNRF, en tres medios de cultivo (PDA, PCA y V8).
e Montajes permanentes con las estructuras necesarias para la identificacion
morfologica.
e DNA del hongo, con soporte documental de la evaluacion de la calidad (valor
de absorbancia A260/A280 y A260/A230, y concentracion).
e Imagen de geles
e Archivos generados por secuenciacion Sanger con ambos primers en formato
.abl con su respectivo electroferograma.

e Evidencias del alineamiento de secuencias o arbol filogenético.
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AVISO

La metodologia descrita en la presente ficha técnica para la deteccién de Especies del
género Alternaria que afectan brasicaceas (Brassicaceae), tiene un sustento cientifico
que respalda los resultados obtenidos al aplicarlo. La incorrecta implementacion o
variaciones en la metodologia especificada en este documento de referencia pueden
derivar en resultados no esperados, por lo que es responsabilidad del usuario seguir y
aplicar el procedimiento de forma correcta.
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Esta ficha técnica fue elaborada, revisada y validada por el Centro Nacional de Referencia
Fitosanitaria.

Dr. Angel Ramirez Suarez Valido

Subdirector Técnico

M. en C. Maria del Rocio Hernandez Hernandez Reviso

Jefa del Departamento de Fitopatologia

Dra. Magnolia Moreno Velazquez Elaboro
Técnico del Laboratorio de Micologia
M. en C. Lervin Hernandez Ramos

Técnico del Laboratorio de Micologia

CONTACTO
lab.micologia@senasica.gob.mx
Teléfono y extension (55) 59051000 ext. 51424, 51373

13



Dudas sobre:

eCampanas Fito o Zoosanitarias
*Movilizacion de Productos
Agroalimentarios y Mascotas

800 987 9879

Quejas e Denuncias
Organo Interno de Control
en el Senasica

55 5905.1000
Ext. 51648

gob.mx/agricultura gob.mx/senasica

“Este programa es publico, ajeno a cualquier partido politico.
Queda prohibido el uso para fines distintos a los establecidos en el programa”



