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RESUMEN

Cortaderia jubata es un pasto comun a lo largo de las carreteras en las regiones andinas de Ecuador.
Ocasionalmente, algunas de estas plantas se enferman. Uno de los hongos que causan estas enferme-
dades, Ustilago quitensis, es un carbon que infecta a las inflorescencias de la planta. Ustilago quitensis
(syn. U. cortaderiae) infecta a C. jubata y otras especies de Cortaderia; se piensa que esta distribuido
en toda América Central y del Sur, pero solo ha sido reportado en Argentina, Bolivia, Chile y Ecuador.
Ustilago quitensis ha sido reportado especificamente infectando C. jubata en Bolivia y Ecuador. En este
reporte se documenta por primera vez la secuencia de ADN de la region de espaciadores internos que
no se transcriben (ITS) de U. quitensis en C. jubata en Ecuador. Se describe, ademas, la morfologia de
las teliosporas. La secuencia de ADN puede utilizarse para entender la relacion filogenética del carbén
que infecta varias especies de Cortaderia en América Central y del Sur.
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ABSTRACT

Cortaderia jubata is a common grass along the roadsides of the Andean regions of Ecuador. Occasionally,
some of these plants are infected by disease. One of these diseases, Ustilago quitensis, is a smut fungus
that infects the seed heads or panicle of the plant. Ustilago quitensis (syn. U. cortaderiae) infecting C.
jubata and other Cortaderia species is thought to occur throughout Central and South America, but has
only been reported in Argentina, Bolivia, Chile, and Ecuador. Ustilago quitensis has only been reported
specifically infecting C. jubata in Bolivia and Ecuador. In this report we document for the first time the
DNA sequence of the internal transcribed spacer region (ITS) of U. quitensis on C. jubata in Ecuador.
Additionally, we describe the morphology of the teliospores. The DNA sequence could be used to un-
derstand the phylogenetic relationship of the smut fungus infecting various Cortaderia species in Central
and South America.
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1. Introduccién

Los carbones son un grupo importante de
hongos fitopatégenos que pueden infectar prin-
cipalmente gramineas de las familias Poaceae
y Cyperaceae. Estos causan enfermedades de
importancia econémica en maiz, cebada, trigo,
avena, cana de azlcar y pastos forrajeros. Las
pérdidas para los agricultores pueden incre-
mentarse significativamente debido a restriccio-
nes en importaciones aplicadas a cultivos o
plantas ornamentales que tienen un bajo grado
de infeccion que llevan al rechazo de carga-
mentos enteros, o por la pérdida de socios co-
merciales.

Los sintomas de los carbones, son frecuen-
temente masas de esporas polvorientas oscu-
ras visibles a simple vista (Figura 1).
Generalmente las esporas se dispersan con el
viento o por insectos polinizadores, pero pue-
den ser transportadas al entrar en contacto con
las personas o animales. Bajo condiciones hu-
medas, las esporas germinan produciendo un
promicelio y basidiosporas (Figura 2). Las ba-
sidiosporas son haploides y pueden gemar en
forma semejante a levaduras y formar espori-
dios [1]. Los esporidios provenientes de tipos
de apareamiento diferentes pueden unirse por
conjugacion y formar hifas dicaridticas capaces
de infectar a un hospedero susceptible. Se co-
nocen alrededor de 1300 especies de carbones
a nivel mundial, pero ciertamente se estima que
existen muchas especies aln por descubrirse
[2].

Estos hongos, al igual que las royas, son fre-
cuentemente especificos a un hospedero. Por
ejemplo, el carbon parcial (Tilletia indica) puede
afectar solo trigo (Triticum aestivurn), triticale (Tri-
ticum aestivum x Secale cereale), y el trigo duro
(Triticum durum) [3]. Debido a que pueden
tener una estricta especificidad de hospedero,
los carbones y las royas son cotizados como
agentes de control bioldgico [4].

Cortaderia jubata (Lemoine) Stapf (sigse o
pasto de pampas) es un pasto grande, apomi-
tico, [5] nativo de la Cordillera de los Andes, de
la zona norte de Argentina, de Bolivia, Per y

Ecuador [6, 7]. Sin embargo, C. jubata es cono-
cida como una agresiva planta invasora de la
costa de California, Hawaii, Nueva Zelanda,
Australia y Sudéfrica [8].

Figura 1. Cortaderia jubata infectada por Ustilago qui-
tensis. Alaizquierda, planta con inflorescencias infec-
tadas y no infectadas. Las dos fotos a la derecha
muestran como el hongo remplaza a la semilla por mi-
llones de esporas secas, llamadas teliosporas.

C. jubata puede ser infectada por Ustilago
quitensis Lagerh. (Figura 1) [2]. Se debe resaltar
que dos nombres de especie pueden encon-
trarse en la literatura para la infeccion de Usti-
lago en C. jubata: U. quitensis y U. cortaderiae.
El nombre oficial es U. quitensis, y U. cortaderiae
es un sinénimo [9]. Ustilago quitensis ha sido
documentado en Argentina [10], Bolivia [2],
Chile [11], y Ecuador [12] en otras especies de
Cortaderia [13, 14]. Ustilago quitensis solo ha
sido reportado especificamente en C. jubata en
Bolivia [2] y Ecuador [15], sin embargo, no hay
secuencia del ADN disponible publicamente en
GenBank que permita determinar la relacion fi-
logenética entre las muestras de U. quitensis de
los diferentes paises y hospederos.

La region de espaciadores internos del ADN
ribosomal que no se transcriben (Internal Trans-
cribed Spacer, ITS), ha sido utilizada como
blanco para la identificaciéon y analisis de la di-
versidad de hongos, y recientemente ha sido
seleccionada como el marcador estandar para
el codigo de barras de ADN en hongos [16]. El
objetivo del presente estudio fue documentar la
presencia de U. quitensis en el Ecuador, que in-
cluyera mediciones de teliosporas, fotografias
de la germinacion de teliosporas y secuencias
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de laregion ITS del ADN ribosomal. Se compa-
raron secuencias de ITS de otros carbones dis-
ponibles en GenBank con la secuencia de U.
quitensis encontrado en el Ecuador para ilustrar
su relacion filogenética.

Figura 2. Germinacién de una teliospora mostrando
un basidio y tres basidiosporas.

2. Métodos

2.1. Colecta, registro y preparacién de
las muestras

U. quitensis fue colectado a partir de C. jubata
en la provincia de Chimborazo, al sur de Rio-
bamba y norte de Pungal (01° 48' 10,0" S; 78°
35'26,5" O), en abril de 2012 (Figura 3).

Las inflorescencias infectadas de C. jubata
fueron colocadas en papel periédico, aplana-
das en una prensa para plantas y llevadas al la-
boratorio de la Universidad Tecnoldgica
Indoamérica, en Quito. Las muestras se deja-
ron secar por una semana. Las teliosporas ob-
tenidas a partir de las inflorescencias fueron
suspendidas en agua destilada estéril, se foto-
grafiaron, midieron y germinaron, y posterior-
mente se emplearon en la extraccién de ADN
desde la misma suspension.

Figura 3. El alfiler amarillo muestra el sitio de colec-
cion (01°48'10,0" S; 78° 35' 26,5" O) de Ustilago qui-
tensis.

2.2. Medicién de las esporas

Las teliosporas fueron fotografiadas a una mag-
nificacion de 400X con un microscopio Olympus
CX31 (Olympus Latin America Inc, FL, USA) (Fi-
gura 2). Se midié6 el largo y ancho de 20 esporas
usando la camara y software de Lumenera Infi-
nity1-2 (Lumenera Corporation, ON, Canadd).

2.4. Extraccién del ADN

La suspension estéril de teliosporas se coloco
en agar de papa-dextrosa, complementado con
sulfato de estreptomicina (0,01 g/L) y benomil
(0,06 g/L) para controlar la contaminacion bac-
teriana y de ascomicetes, respectivamente.
Luego de dos dias de crecimiento a tempera-
tura ambiente, los esporidios fueron recogidos
de la caja de agar para la extraccion del ADN.
EI ADN fue extraido de esporidios al colocar 1—
5 mg aproximadamente de esporidios frescos
en tampon de lisis con proteinasa K a 55 °C por
3 horas. Las proteinas se precipitaron con una
solucién 4M de Tiocionato de Guanidina, se-
guido por la precipitacion de ADN con isopro-
panol. ElI ADN fue limpiado con acetato de
sodio 3 My precipitado nuevametne con etanol
al 70%. EI ADN concentrado fue almacenado
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en TrisEDTA pH 8.0, mientras que las diluciones
de ADN usadas para la amplificacion se ajusta-
ron a 25 ng/Ul en agua destilada estéril.

2.5. Amplificacion del ADN

EI ADN fue amplificado utilizando los cebadores
estandar ITS1 e ITS4 [17] para amplificar las
dos regiones de espaciadores internos que no
se transcriben (ITS). Los productos de amplifi-
cacion fueron secuenciados por Macrogen Se-
quencing Team (Macrogen Inc., Seoul, Korea).

2.6. Analisis filogenético

Las muestras cuyas secuencias fueron inclui-
das en el andlisis filogenético se muestran en la
Figura 4. Las secuencias se alinearon a los 10
mejores emparejamientos de Ustilago obteni-
das por la busqueda Blastn en GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank). Se rea-
lizd un analisis de maxima verosimilitud, con
1000 réplicas de bootstrap. Para los grupos ex-
ternos se incluyeron secuencias de Tilletia (otro
género de carbones) y de Puccinia graminis
(que difieren a nivel de subfilum). Las alineacio-
nes y analisis filogenético se hicieron usando el
programa Geneious Pro 5.4.6 [18].

3. Resultados y Discusion

3.1. Dimensiones de las esporas

Las dimensiones de las esporas de U. quitensis
fueron analogas con aquellas de otros carbo-
nes (Tabla 1) [19]. Encontramos un diametro mi-
nimo de teliosporas de 5,5 pm y maximo de 9,2
pm, con un promedio de 7,3 um X 7,6 Pm (n
= 20), las cuales estan dentro del promedio re-
portado anteriormente para U. quitensis, de 6
pmy 10 pm (12,20). Ademas, la germinacion
de esporas y formacién de basidiosporas y es-
poridios fueron coherentes para el género Usti-
lago [1]. No obstante, es posible que exista
variacion en la morfologia de las esporas dentro
de las poblaciones de U. quitensis en Ecuador
o en Centro y Sudamérica.

Las dimensiones de las esporas del presente
trabajo brindaran una primera y facil verificacion
de la variabilidad dentro de la especie, o de
otros carbones posibles que infecten a C. jubata.

3.2. Analisis filogenético

La secuencia de la region ITS obtenida en
este trabajo (nUmero de accesion de GenBank
JX141396) mostrd que U. quitensis es Unico.
Los resultados de Blastn mostraron que la simi-
litud mas cercana del 87% de identidad maxima
(691 bases de 793) correspondié

Tabla 1. Promedio del tamario de las esporas de es-
pecies de Ustilago. Todas las medidas son tomadas
de Crotzer y Levetin [19], excepto para U. quitensis, ob-
tenida en este estudio.

LF avermae f,3 =54
LF honnlones ER IR
LF, hresusroro 104 =45
L buiate 6,7 6,5
LI, conod oty L
LF horder B0 T
LF. kailers T 6T
LF, mpqpalty B =77
L7, mrimiwnit 4.1 =37
LT mccda 65«58
LF rehomhorstiara 116 ~ 98
L7, envaaibreys 103 =48
L spatineriamae 14 ~9.1
LF, erdaes &3 =51
L7, guaranpiy T =T
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Figura 4. Arbol filogenético de carbones selectos.
La filogenia fue generada utilizando el método de ma-
xima verosimilitud en PHYML en Geneious Pro, con se-
cuencias que abarcan la regién de ITS1, 5.8S e ITS2.
Los valores de boostrap (>80% se muestran) son de
1000 réplicas. Ustilago quitensis colectado en este es-
tudio se muestra en azul. Nomenclatura: U para Usti-
lago, T para Tilletia, seguido del nombre de la especie,
ndmero de aislado, y cddigo de tres letras para el pais.

A Oryza longistaminata (DQ143127.2 y
DQ143128.2), una especie graminea. Esta si-
militud con O. longistaminata muy probable-
mente se debe a un error por contaminacion en
la secuencia en GenBank. Los emparejamien-
tos mas cercanos, todos de especies de Usti-
lago, dieron un valor de identidad maxima entre
el 85-86% (Figura 4). Como se menciond an-
teriormente, el presente estudio contribuira a
identificar la variabilidad dentro de la poblacién
de U. quitensis en estudios futuros que utilicen
datos de secuencia del ITS y, posiblemente,
permitan ubicar el lugar de origen de la especie
0 su habilidad para infectar otras especies de
plantas, incluidas otras especies o variedades
de Cortaderia, y su relacion filogenética.

4. Conclusiones

El carbdn que infecta a C. jubata, encontrado
en la provincia de Chimborazo, corresponde al
primer registro de la secuencia de ITS de U.
quitensis en C. jubata en el Ecuador. La morfo-
logia de las teliosporas corresponde con aque-
llas reportadas para el género, sin embargo, la
secuencia de la regién ITS del ADN ribosomal
distingue a este hongo como unico dentro de
los carbones reportados en GenBank.

Los estudios futuros deben enfocarse en ca-
racterizar mas colecciones del hongo en la zona
de distribucion de C. jubata para determinar la
variabilidad existente en la poblacion de U. qui-
tensis en el Ecuador, y el resto de América del
Sury Central. Los datos de diversidad poblacio-
nal y especificidad de hospedero, son muy Utiles
para aplicaciones de control bioldgico utilizando
el hongo en zonas donde C. jubata es invasora.
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