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RESUMEN

En Perq, el cultivo de palto (Persea americana Mill.) variedad “Hass” es el que tiene
mayor demanda en el mercado internacional; sin embargo, uno de los factores que afecta
el potencial del crecimiento del cultivo es el ataque de fitopatégenos asociados a tallos y
ramas que limitan la produccion éptima del cultivo. El objetivo del presente trabajo fue
identificar mediante caracteristicas morfoldgicas y pre-moleculares de genes ITS (ADN
ribosomal) para identificar el género de hongos que causan dafios en tallos de palto
(Persea americana Mill.), La Mar-Ayacucho. Las caracteristicas macroscépicas que se
tuvieron en cuenta para la identificacion son: ratio de crecimiento en medio de cultivo,
tipo y color del micelio y las caracteristicas microscopicas son: tamafio, formay color de
los conidias. Se realizo aislamientos a partir de muestras de tallos, de un total de 50
muestras de las localidades pertenecientes a los distritos de Tambo, San Miguel,
Patibamba, Ninabamba, Chilcas y Luis Carranza de la provincia de La Mar; region
Ayacucho, Perd. Se obtuvieron 124 aislamientos puros de los cuales, mediante
caracteristicas morfoldgicas y moleculares, se identificaron cinco géneros: Lasiodiplodia
spp. (43 %), Dotiorella spp. (15%), Pestalotiopsis spp. (15%)., Colletotrichum spp.
(15%) y Fusarium spp. (24%), estos generos se consideran como agentes causales de
enfermedades en tallos y ramas en el palto. La identificacion molecular se realizo
mediante extraccion de ADN y la prueba de PCR (primer ITS1- 4). De acuerdo a la prueba

de patogenicidad los cinco géneros identificados resultaron patogénicos.

Palabras clave: Lasiodiplodia spp., Fusarium spp., Colletotrichum spp., Dothiorella

spp., Pestalotiopsis spp., marcadores moleculares.



INTRODUCCION

La produccion del cultivo de palto (Persea americana Mill.) en Perl ha crecido
significativamente, convirtiéndose en un producto clave para la exportacién; sin embargo,
los sintomas asociados a tallos, ramas y muerte regresiva, se han observado en
plantaciones de palto en todo el pais, lo que viene causando pérdidas econémicas
(Rodriguez-Galvez et al., 2021).

La palta Hass peruana ha ganado relevancia en el mercado internacional, con un
notable crecimiento en exportaciones y auge del cultivo, siendo la variedad Hass la méas

exportada (Flores-1zquierdo & Espinoza-Villanueva, 2023).

El Servicio de Sanidad Agraria del Perl (2024) afirma que la cadena
agroexportadora de palta en el pais esta compuesta principalmente por productores de los
valles interandinos de Ayacucho, Apurimac y Huancavelica, representando mas del 80%
de la agricultura familiar. El cultivo de palto en Ayacucho ha experimentado un
crecimiento constante debido a su oportunidad comercial y la cosecha inicia entre febrero

y marzo, lo que beneficia a los productores ubicados en esta parte del pais.

Segun Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (2024) en el presente afio 2024,
Per0 afianzé su posicién como segundo mayor exportador mundial de palta, por detras de
Meéxico, al exportar, entre enero y febrero 36360 toneladas por 75,4 millones de ddlares;
dicho volumen representa un incremento del 79,2% en volumen 'y del 72,7% en valor en

comparacion con el mismo periodo del afio anterior.

Segun el informe del INEI (2024) la produccion palta en 2023 crecio un 5.80%,
Ilegando a 911 mil toneladas, lo que representa 50 mil toneladas mas respecto al 2022,
impulsado por el aumento de areas cosechadas. Las exportaciones de palta alcanzaron

207 mil toneladas, siendo los principales destinos los Estados Unidos (113 mil toneladas),



Paises Bajos (46 mil toneladas), China (17 mil toneladas), Reino Unido (13 mil
toneladas), Hong Kong (10 mil toneladas) y Canada (2 mil toneladas), que en conjunto

abarcaron aproximadamente el 96% del total de volumen exportado.

El MINCETUR (2022) reporta que la region de Ayacucho es el septimo productor
de palta a nivel nacional (4% del total), en el afio 2021 la produccion de palta en Ayacucho
fue 30.7 mil toneladas; en ese mismo afio se logro exportar 3 332 toneladas de palta que

registrd un récord de casi US$ 9 millones.

El Servicio Nacional de Sanidad Agraria del Pert (2019) informa que la region
de Ayacucho, provincia de La Mar, es uno de los centros de mayor produccién de palta
para exportacion en sus variedades Hass y Fuerte, conquistando el mercado internacional,

siendo el Valle del Torobamba la principal zona de produccion.

En la regién Ayacucho, el Valle de Torobamba destaca como la principal zona de
produccidn (1247.38 toneladas métricas) seguido por el valle Huanta-Luricocha y la zona
de produccion Vilcas Huaman-Chincheros (SENASA, 2019).

En la region Ayacucho, la provincia de La Mar es reconocida como uno de los
principales centros de produccién del cultivo de palto a nivel regional, sin embargo, se
enfrenta desafios fitosanitarios, que afectan la produccién, cantidad y la calidad del fruto,
siendo las enfermedades fungosas una de las razones que causan mayores problemas y

son poco estudiadas.

La podredumbre del tallo de palto es causada por diferentes especies de hongos,
y se presenta a nivel mundial. Actualmente esta enfermedad afecta a diversas regiones
productoras de palto en Perl, causando la pudricion de la fruta y afectando

desfavorablemente a la industria (LIanos Melo & Apaza-Tapia, 2021).

Los patogenos fungicos de la familia Botryosphaeriaceae afectan a numerosos
hospedadores de plantas lefiosas y tienen una distribucién mundial. Se encuentran en la
naturaleza como endoéfitos, y se comportan como patdgenos latentes y oportunistas que
manifiestan su patogenicidad cuando sus hospedadores se encuentran bajo algun tipo de
estrés (Garcia et al., 2017).



Estos hongos causan dafios en los paltos como: muerte regresiva, necrosis
descendente de las ramas e inflorescencias, cancro en tronco y ramas, y pudriciones en el
fruto o peddnculo del fruto que son cada vez mas comun en las plantaciones de La Mar
(Garcia et al., 2017).

lyanyi et al. (2021) afirman que las tecnologias moleculares son las herramientas
mas confiables para caracterizar microorganismos porque se ocupan de la composicion
genética de los organismos. Se puede obtener informacion detallada sobre el analisis de
sistemas sujetos al cambio climatico, alimentos, agricultura, entornos industriales y
ciencias ambientales con la ayuda del uso de herramientas moleculares. Se han
desarrollado cebadores de oligonucledtidos altamente conservados, como los que se
utilizan para amplificar la region del espaciador transcrito interno (ITS) de los hongos,

utiles para la identificacion molecular de fitopatogenos.

Por los argumentos explicados en el presente trabajo de investigacion se ha fijado

los siguientes objetivos:

Objetivo general
Identificar mediante caracteristicas morfoldgicas y pre-moleculares de genes ITS (ADN
ribosomal) para identificar el género de hongos que causan dafios en tallos de palto

(Persea americana Mill.), La Mar- Ayacucho.

Objetivos especificos

1. Identificar mediante caracteristicas morfoldgicas el género de hongos que causan
dafos en tallos de palto (Persea americana Mill.) en la provincia La Mar, Ayacucho.

2. Establecer un protocolo estandar para la extraccion de ADN de hongos que causan
dafos en tallos de palto (Persea americana Mill.).

3. Estandarizar el pre-PCR con marcadores moleculares de genes ITS del ADN
ribosomal, que identifican y confirman el género de hongos que causan dafios en
tallos de palto (Persea americana Mill.).

4. Confirmar con prueba de patogenicidad los hongos identificados que causan dafos

en tallos de palto (Persea americana Mill.).



CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1.  Antecedentes

McDonald & Eskalen (2011) desarrollaron un estudio que tuvo como objetivo
identificar y caracterizar morfoldgicamente las especies de la familia Botryosphaeriaceae
involucrados en el complejo de la enfermedad del cancro de la rama con el fin de
desarrollar futuras estrategias de manejo. De 2008 a 2009, tomaron muestras de cancros
en las ramas de cuatro o cinco arboles de cada una de las ocho arboledas de palto en cinco
condados de California; las especies de la familia Botriosphaeriaceae fueron identificados
en base a la morfologia, asi como al analisis filogenético de la regidn espaciadora

transcrita interna (ITS) y una secuencia parcial del gen B-tubulina.

En el afio 2018, se llevaron a cabo investigaciones en cultivos de palto afectados
en Tenerife (Espafia) para identificar las especies de hongos de la familia
Botryosphaeriaceae involucradas en esta enfermedad. Durante el estudio, recolectaron
123 muestras en 42 muestreos, de los cuales obtuvieron 153 aislados fungicos.
Seleccionaron 63 de estos aislados en funcion de sus caracteristicas morfolégicas en
placas para su posterior identificacion mediante técnicas moleculares; ademas, realizaron
extracciones de ADN y se amplifico la regién de ADNr de ITS mediante PCR la especie
mas comunmente encontrada fue Neofusicoccum luteum, junto con otras especies como
Lasiodiplodia theobromae; también detectaron aislados de endofitos y otras especies
fangicas como Colletotrichum sp., Alternaria sp. y Botrytis cinerea (Garcia Pérez et al.,
2021).

En su investigacion, Valencia (2019) manifiesta que tuvo como objetivo
caracterizar e identificar los patdgenos asociados a enfermedades que presentaron
sintomas de cancrosis y muerte regresiva en el cultivo de palto (Persea americana Mill.),

también pudricién peduncular en palta; para ello, obtuvieron muestras de madera y frutos



de huertos comerciales; sembraron trozos de madera y frutos de la zona de avance del
dafio, éstas fueron cultivadas en condiciones controladas (20°C durante 7 dias) para aislar
los hongos presentes. A partir del total de los 42 aislados de madera y 88 de frutos, que
fueron tentativamente clasificados como Diplodia spp., Dothiorella spp., Lasiodiplodia
spp. y Neofusicoccum spp., se seleccionaron 12 aislados de madera 'y 17 de frutos para su
caracterizacion morfoldgica, molecular y estudios sobre su patogenicidad.

Rodriguez-Galvez et al. (2021) realizaron un estudio que tuvo como objetivo
evaluar la diversidad y patogenicidad de las especies asociadas a la muerte regresiva de
los arboles de palto, en la costa del Pacifico peruano. Sobre la base de los caracteres
morfoldgicos y culturales, asi como del andlisis filogenético de la region espaciadora
transcrita interna (ITS) y un segmento del gen que codifica para el del factor de
elongacion de traduccion 1-a (tefl-a), se determind que los aislamientos corresponden a
tres especies de Lasiodiplodia spp., a saber, L. theobromae, L. laeliocattleyae y L.
pseudotheobromae. La inoculacion en las plantas variedad Hass confirmaron la capacidad
patogénica de las especies de Lasiodiplodia y revelaron diferencias en la agresividad entre

especies y aislamientos.

Twizeyimana et al. (2013) llevaron a cabo un estudio que tuvo como objetivo
determinar los patdgenos causales de la pudricion del peddnculo de palto en California,
realizaron aislamientos fungicos de frutos sintomaticos e identificaron los hongos
mediante técnicas morfoldgicas y moleculares. En 2010 y 2011, obtuvieron un total de
177 aislamientos de 290 recolectados de siete huertos de las principales areas de cultivo
de palto en el sur de California. La mayoria de los aislados fueron identificados como
Neofusicoccum luteum (65 %), el resto como Colletotrichum gloeosporioides (33 %) y

Phomopsis spp. (2%).

Toju et al. (2012) realizaron una investigacion exhaustiva de las secuencias ITS en
las bases de datos publicas, el cual tuvo como objetivo disefiar nuevos cebadores ITS con
una cobertura mejorada en diversos grupos taxondémicos de hongos en comparacion con
los cebadores existentes. El analisis basado en bases de datos de secuencias publicas
indico que los cebadores recién disefiados coincidian con el 99 % de los taxones ITS de
ascomicetos y basidiomicetos (especies, subespecies o variedades). Las condiciones

optimas de PCR para los cebadores se exploraron en una investigacion in vitro.



1.2. Generalidades del palto (Persea americana Mill.)
1.2.1. Origeny distribucion

El palto o aguacate (Persea americana Mill.) es originario de América Central y
el sur de México. La evidencia arqueoldgica encontrada en Tehuacan, Puebla (México)
sugiere que aparecio hace unos 12000 afios (lyanyi et al., 2021). Bernal et al. (2020)
sostienen que la distribucién natural del palto se extiende de México hasta Peru,

atravesando por Centro América, Venezuela, Colombia y Ecuador.

En su libro “Los Comentarios Reales” (1605), el inca Garcilaso de la Vega narra
que su abuelo, el inca Tupac Yupanqui, introdujo la palta desde la region de la tribu Palta,
ubicada en la costa norte del Pert (Tumbes), hacia el valle sagrado de los Incas (Cuzco).
Este fruto denomina como “palta” en paises como Ecuador, Colombia, Pert, Chile y
Argentina, territorios que formaban parte del Tahuantinsuyo (Gardiazabal, 2001). Tenia
un rol destacado en la dieta alimenticia de las culturas preincaicas, como lo evidencian

los registros historicos.

Galindo et al. (2008) afirman que el palto es parte de la familia Lauraceae, se
caracterizan por su que se distingue por su amplia variabilidad morfolégica e incluye 92
géneros y entre 2840 y 3340 especies distribuidas en todas las regiones tropicales y

subtropicales del mundo.

De acuerdo con Galindo et al. (2008) se han descrito ocho variedades de esta
especie, entre las cuales tres son ampliamente reconocidas como razas horticolas:
Mexicana, Guatemalteca y Antillana. La hibridacion entre estas variedades ha producido

los cultivares actuales del palto.

1.2.2. Taxonomia
La ubicacion sistematica del palto, segun Integrated Taxonomic Information System
(2011) es la siguiente:
Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
Infrareino: Streptophyta
Supervision: Embryophyta
Division: Traechophyta



Subdivision: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Magnolianae
Orden: Laurales
Familia: Lauraceae
Género: Persea

Especie: Persea americana Mill.

1.2.3. Descripcién botanica

El palto (Persea americana Mill.) es un arbol frutal de clima subtropical y
tropical, llegando en su habitat natural a una altura de 10 a 12 metros, se caracteriza
porque su parte area es frondosa y sus hojas pertenecen a las siempre verde, su floracion
es abundante, segun algunas investigaciones indican que presenta méas de un millén de
flores aunque solo 0,01% llega a fructificar del total de flores, el tronco o tallo es lefioso,
el sistema radicular es extenso pero carece de pelos radiculares, su flor es hermafrodita
pero no se autopolinizan debido a un fendmeno que le impide que sean viables los dos
organos sexuales, lo que le convierte en una planta alégama, sus tallos son ramificados
(Reina, 2017).

Segun su modo de floracion existen dos tipos de flores con diferentes
comportamientos; los tipos A y los tipos B, dependiendo de la altitud, las condiciones de
luz y la temperatura. Las flores de los cultivares tipo A actian como flores femeninas por
la mafiana y como masculinas la tarde del dia siguiente. Por el contrario, las flores de las
variedades tipo B actlan como femeninas por la tarde y como masculinas a la mafiana

siguiente (Bernal et al., 2020).

1.2.4. Fenologia del cultivo de palto

En Perq, el ciclo fenoldgico del palto se distingue por presentar dos marcados
periodos de crecimiento vegetativo bien definidos: uno de menor intensidad en invierno,
que va de junio a mayo, y otro de mayor intensidad en verano. Estos se alternan con dos
fases de crecimiento radicular, que se inician a mediados de septiembre en primavera y
finalizan a fines de abril en otofio. Ademas, el desarrollo floral es prolongado,
comenzando a mediados de mayo y extendiéndose hasta finales de agosto, seguido por la

floracién principal de finales de agosto a octubre. La polinizacién y la cuaja de frutos



ocurren entre octubre y noviembre, mientras que el crecimiento de los frutos se desarrolla
de noviembre a abril, ralentizdndose después de ese periodo (Fernandez, 2017; Mena,
2004 citado por Sandoval, 2022).

1.3.  Variedades del cultivo del palto
1.3.1. Palto Hass

Esta variedad, principal cultivar a nivel mundial, tiene predominantemente genes
guatemaltecos. Fue el resultado de una mutacién espontanea de parentales desconocidos,
que fue seleccionada por Rudolph G. Hass, en La Habra Heights (California), debido a la
excelente calidad de su pulpa, mayor productividad y una maduracion més tardia que la

Fuerte, obteniéndose su patente en 1935 (Bernal et al., 2020).

El palto variedad Hass, es un hibrido entre la raza mexicana y guatemalteca, sus
frutos oscilan de 200 a 300 gr, de forma oval piriforme, su contenido de aceite fluctda
entre 18 y 22%. Es un alimento saludable que aporta vitaminas (A, B, C, D, E, K),
minerales y proteinas, siendo su principal nutriente la grasa de tipo oleico (omega 9), la
cascara es gruesa, coriacea, de textura rugosa, de superficie asperay granulosa; la cascara
es de color verde que se oscurece al madurar, tornandose morada a negra (Granados,
2018) .

1.3.2. Palto Fuerte

En la variedad Fuerte los arboles son precoces y de porte bajo, tiene su origen en
Atlixco, Puebla, (México), donde fue descubierta por Carl Schmidt en 1911. Su nombre
se debe a que sobrevivid a la intensa helada del invierno de 1913 (Newett, 2007). Esta
variedad destaca por su tolerancia al frio y fue ampliamente cultivada a nivel mundial
hasta la aparicion de la variedad Hass; sin embargo, mantiene su relevancia especialmente

en zonas con baja humedad ambiental (Bernal et al., 2020).

Es un cultivar hibrido combina las razas mexicana y guatemalteca, que llegd a ser
el mas popular en la produccion mundial. Su fruta es reconocida por su calidad superior,
con pulpa sin fibras y un contenido de aceite que varia entre el 18% y el 26%. Los frutos
tienen una forma de pera, tamafio mediano y un peso promedio de 300 a 400 gramos. La
cascara es algo aspera, de un verde oscuro y tiene una textura correosa; las semillas son

de tamafio mediano (Granados., 2018).



1.4.  Portainjertos o patrones

La utilizacion de portainjertos de diferentes razas es una practica generalizada en
el cultivo del aguacate. Los patrones mexicanos son muy tolerantes al frio, pero sensibles
a la salinidad; en contraste, los patrones antillanos son sensibles al frio, pero tolerantes a
la salinidad y a la presencia de calcareo en el suelo. Los portainjertos guatemaltecos son
los menos empleados en este contexto. (Franciosi, 1995 citado por Oviedo, 2018).

a. Zutano, variedad hibrida mexicana por guatemalteca, sus frutos tienen una
forma ovalada o piriforme y un peso que varia entre 200 y 400 gramos. Aunque
la calidad de la fruta es regular a baja, la planta es muy productiva y se utiliza
principalmente como polinizador para la variedad Hass (Pillpe, 2022).

b. Duke, raza mexicana, destaca por su alta resistencia al frio y a enfermedades
como la Phytophthora cinnamomi; sin embargo, es vulnerable a la salinidad.
Esta variedad es conocida por la gran uniformidad de sus plantas y su notable
vigorosidad (Pillpe, 2022).

c. Antillano, esta variedad demuestra tolerancia a la salinidad, a la clorosis y a la
presencia excesiva de caliza en el suelo; pero es susceptible a las bajas
temperaturas y propensa a la pudricién de las raices (Pillpe, 2022).

d. Topa Topa una variedad de raza mexicana, tolera bajas temperaturas y
enfermedades como la pudricién de raices provocada por Phytophthora
cinnamomi; no obstante, es vulnerable a la salinidad y crece vigorosamente en
areas como valles interandinos, gracias a su capacidad para tolerar suelos
saturados. Se recomienda sembrarla en terrenos sueltos o franco arenosos para

facilitar el drenaje del agua (Tarazona, 2017).

1.5.  Requerimientos edafoclimaticos

a. Suelos. Los suelos ideales para el cultivo de aguacate son de textura media:
franco, franco arenoso, franco arcillo arenoso, bien drenados con un pH de 5.5
a 6.8 con buen drenaje y 0.8 a 2 metros de profundidad, conteniendo del 2.5 al
5 % de materia organica. Esta contribuye a la nutricion del aguacate y mejora
la estructura y porosidad del suelo. Se deben evitar suelos con capas
compactadas o rocosas que limiten las raices y el drenaje. El drenaje
insuficiente puede causar asfixia radicular y enfermedades por patdgenos
(Baiza, 2003)

10



b. Altitud. El palto en Peru se adapta a varias altitudes, desde el nivel del mar
hasta los 2800 metros. No obstante, es preferible cultivarlo entre 500 y 2500
msnm para minimizar problemas relacionados con enfermedades,
especialmente las que afectan las raices.

c. Clima. Este cultivo se adapta a climas humedos y semihimedos, donde se
observan marcadas diferencias entre las temporadas de lluvias y las secas
(Avilan et al., 1989).

d. Temperatura. El cultivar Hass del palto es susceptible a bajas temperaturas,
por lo que se requieren temperaturas 6ptimas de 20°C a 25°C de diay 10°C de
noche durante la floracién para favorecer una adecuada fecundacion y cuajado
de frutos (Tadey, 2023).

e. Humedad absoluta y relativa. El cultivo del palto requiere una alta humedad
relativa cercana a su origen tropical para evitar el estrés hidrico y mantener sus
funciones fisiologicas como la transpiracion y fotosintesis en Optimas
condiciones (Tadey, 2023).

f. Radiacion Solar. El exceso de radiacion puede causar lo que se denomina
“golpe de sol”, en el tallo o frutos. La radiacion también influye
significativamente en la evapotranspiracion del cultivo, en la zona de valles
interandinos el requerimiento de agua es de 8000 a 10000 m3/ha, siendo la
mayor demanda en otras zonas aridas, con mayores niveles de radiacion
llegando incluso a 12000 m?® /ha (Tadey, 2023).

g. Precipitacion: Se estima que 1200 mm anuales distribuida de manera
adecuada, es suficiente; no obstante, las sequias prolongadas causan la caida
de las hojas, lo que merma el rendimiento; por otro lado, el exceso de
precipitacion durante la floracién y la fructificacién, disminuye la produccion

y provoca la caida del fruto (Avilan et al., 1989).

1.6. Enfermedades a nivel de tallo del palto
1.6.1. La familia Botryosphaeriaceae
La familia Botryosphaeriaceae fue introducida por Theissen y Sydow en 1918
(Mondragon et al., 2021).
Reino: Fungi
Division: Ascomycota

Clase: Dothideomycetes
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Orden: Botryosphaeriales
Familia: Botryosphaeriaceae

Género: Botryosphaeria spp.

El género Botryosphaeria spp. comprende especies de distribucion cosmopolita,
principalmente en regiones con climas templados y tropicales (Jacobs y Rehner, 1998;
Pavlic et al., 2004). Los sintomas caracteristicos de enfermedades asociadas con
Botryosphaeria spp. son cancro y muerte regresiva de ramas y tallos principales, seguidos
de exudacioén y, en casos severos, muerte del arbol afectado. Estos hongos se destacan
por su capacidad para ser enddfitos comunes y patdgenos oportunistas en diversas
especies de plantas lefiosas (Pavlic et al., 2004).

La historia de Botryosphaeria es compleja y el género ha sido sometido a
numerosos reordenamientos taxondmicos en la posicion sistematica tanto de la familia
como de los géneros incluidos; en 1863 por Cesati y De Notaris, realizaron la primera
descripcion de B. dothidea (Moug.) Ces. & De Not. como la especie tipo del género
(Denman et al., 2000).

Schoch et al. (2006) describieron un nuevo orden llamado Botryosphaeriales, que
forma parte de los Dothideomycetes utilizando técnicas moleculares y sin vinculo con

otros 6rdenes ya establecidos en esta categoria.

La familia Botryosphaeriaceae estd compuesta aproximadamente por 23 géneros
y 187 especies (Diaz & Latorre., 2020). Esta familia se caracteriza por ser muy diversa y
cosmopolita, abarcando una gran cantidad de especies de hongos ascomycota
morfolégicamente diversos (Slippers et al., 2017); sin embargo, en los ultimos afios se ha
reportado su presencia en diversos lugares del mundo, ya que debido a su gran capacidad
de infectar multiples hospedantes y migrar entre ellos, facilita la propagacion de especies

y genotipos de Botryosphaeriaceae en nuevas areas (Mehl et al., 2017).

La familia Botryosphaeriaceae incluye numerosas especies de hongos
ascomicetos que son morfolégicamente muy parecidas; esta conformada por un gran
namero miembros que son patdégenos importantes en una gran variedad de cultivos de

frutales perennes de importancia econémica como: manzana, almendro, citricos, palto,
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olivo, vid, pistacho y nogal asi como de arbustos ornamentales y arboles forestales
(Lawrence et al., 2017).

La familia Botryosphaeriaceae alberga diversos géneros de hongos considerados
patdgenos endofitos de alta agresividad, que con frecuencia matan a una gran parte de su
hospedante después del dafio fisico, generalmente cuando se encuentra bajo estrés, su
accion patogénica se manifiesta a través de varios sintomas como manchas foliares,
pudriciones de frutas, muerte descendente, gomosis, cancros perennes y por Gltimo la
muerte en especies econdmicamente importantes de cultivos perennes lefiosas (Valle-De
la Paz et al., 2019).

En el cultivo de palto las especies de la familia Botryosphaeriaceae ocasiona
sintomas como cancros y la muerte regresiva, estas se caracterizan por evidenciar una
corteza necrotica y al corte la madera de color marrdn rojizo. La infeccidn debajo de la
corteza permite que el hongo colonice el xilema y el floema, provocando la
descomposicion de los tejidos vasculares y el tizon de las ramas. Cuando los hongos
entran al xilema del huésped provoca la invaginacion de células parenquimatosas para
formar tilosas y la secrecion de resinas; estas formaciones tiloticas en el sistema vascular
provocan la obstruccién de los vasos de la xilema con la pérdida de conduccion de agua

y marchitamiento, derivando en la muerte del arbol (Mayfield et al., 2019).

Para que un patégeno infecte a una planta, debe ser capaz de ingresar en ella,
extraer sus nutrientes y superar sus mecanismos defensivos. Este proceso se realiza
mayormente mediante la liberacion de compuestos quimicos que interfieren con ciertos
aspectos del metabolismo de la planta hospedera. En algunos casos, la penetracion e
infeccion también involucra el uso de fuerza mecanica para romper la pared celular de la
planta, como resultado, las afectaciones en las plantas son casi siempre consecuencia de
reacciones bioquimicas entre las sustancias que el patdgeno secreta y aquellas que la
planta contiene o genera. Los agentes patdgenos que afectan a las plantas secretan
diversas sustancias que intervienen en el desarrollo de enfermedades. Estos se clasifican
principalmente en cuatro categorias: enzimas, toxinas, reguladores del crecimiento y
polisacaridos. Su impacto en la patogenicidad puede ser directo o indirecto, y su

relevancia varia segun la enfermedad especifica (Agrios, 2005).
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La pudricién del tallo es ocasionada por patdgenos que estan presentes en ramas
vivas y muertas, ramitas, hojas y pedicelos vivos o, a veces, en el suelo. El in6culo
germina en condiciones de alta humedad y puede difundirse por salpicaduras de lluvia,
viento o sacudidas de ramas cuando se recolectan los frutos. Algunas infecciones se
originan por colonizacion endofitica que permanece latente hasta después de la cosecha
(Twizeyimana et al., 2013).

Las enfermedades causadas por Botryosphaeriaceae en su mayoria siguen a la
aparicion de estrés debido a factores distintos a la propia infeccion por
Botryosphaeriaceae (Blodgett y Stanosz, 1995, Schoeneweiss, 1981, Swart y Wingfield,
1991); sin embargo, estos sintomas de enfermedad pueden desarrollarse rapidamente y
causar grandes pérdidas en grandes areas, si el agente de estrés estd muy extendido. Los
modelos de cambio climatico predicen condiciones climéaticas extremas, como lluvias
impredecibles, calor o frio extremos, etc. (Coakley et al., 1999). Estos factores, junto con
la presion bioldgica adicional de patdgenos y plagas que expanden sus areas geograficas,
son elementos que favorecerian el desarrollo de enfermedades relacionadas con
Botryosphaeriaceae (Desprez-Loustau et al., 2006). Por lo tanto, es fundamental
comprender mejor el papel ecolégico, la patogenicidad, la diversidad, la interaccion
huésped-patdgeno-ambiente y el movimiento mediado por humanos para definir y
abordar la amenaza que podrian representar en tales condiciones (Slippers & Wingfield.,
2007).

El género Lasiodiplodia spp. se encuentra dentro de esta familia y esta asociada a
numerosas enfermedades como la muerte regresiva, cancros y pudricion de fruto
(Rodriguez-Galvez et al., 2021). Actualmente, mas de 2000 nombres estan vinculados a
la familia Botryosphaeriaceae, incluidos estados teleomorfos y anamorfos de los cuales

Diplodia, Botryosphaeria, Fusicoccum, Dothiorella, Lasiodiplodia y Sphaeropsis

contienen la mayor cantidad de especies (Slippers & Wingfield., 2007).

Los patogenos de la pudredumbre del tallo estdn presentes en ramas vivas 0
muertas, ramitas, hojas y pedicelos vivos o a veces en el suelo (Hartill & Everett., 2002).
La pudricién del tallo comienza en el extremo del mismo, los sintomas se manifiestan a
través de la aparicion de una podredumbre marr6n oscuro a negro con margenes

definidos. En una fase avanzada de la enfermedad, es posible observar crecimiento
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micelial en la superficie de las lesiones, especialmente bajo condiciones de humedad. La
podredumbre del tallo puede ser causada por diversos hongos, incluyendo especies de
Botryosphaeria spp. y Colletotrichum spp. entre otros (Dann et al., 2013).

Varios hongos causan la pudriciéon del tallo del palto, incluyen especies de
Botryosphaeriaceae como  Botryosphaeria lutea A.J.L. Phillips (anamorfo
Neofusicoccum luteum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips),
Botryosphaeria dothidea (Moug. Ex Fr.) Ces. & De Not. (anamorfo Fusicoccum aesculi
Corda), B. parva Pennycook & Samuels (anamorfo Neofusicoccum parvum (Pennycook
& Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips), B. ribis Grossenb. & Duggar (anamorfo
Neofusicoccum ribis (Slippers, Crous & M.J. Wingf.) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips),
y B. rhodina (Berk. & M.A. Curtis) Arx (anamorfo Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl.). Otras especies reportadas incluyen Glomerella cingulata (Stoneman)
Spauld. & H. Schrenk (anamorfo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. Y Sacc.),
Glomerella acutata Guerber y J.C. Correll (anamorfo C. acutatum J.H. Simmonds),
Nectria pseudotrichia (Schwein.) Berk. & M.A. Curtis, y especies de Albonectria,
Alternaria, Gibberella, Pestalotiopsis, Phomopsis y Rhizopus (12,13,17,20-22,26).
Colletotrichum spp. también puede causar antracnosis de la fruta (Twizeyimana et al.,
2013, p.1580).

1.6.2. Epidemiologia y patogénesis

La patogénesis de estos géneros de hongos que causan cancros en plantas lefiosas
comienza con infecciones ocasionadas por conidios o ascosporas. Sinclair et al. (1987)
sostienen que los conidios son las estructuras infectivas mas comunes responsables de la
infeccion, y se diseminan principalmente por la lluvia. Estas infecciones, sin importar el
tipo de espora que las origina, suelen ocurrir a través de heridas, aunque también pueden
iniciarse en las lenticelas. Ademas, Ramdn et al. (2011) reafirman que la infeccién se
produce a través de aberturas naturales, a través de heridas de poda (Chamberlain et al.,
1964; Hewitt, 1988; Lehoczky, 1988; Leavitt, 1990), o mediante las uniones de injertos
y portainjertos. A partir de aqui, las lesiones en los tallos surgen en pocos dias 0 semanas,
aungue pueden mantenerse como infecciones latentes durante extensos periodos (Sinclair
etal., 1987).
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Figura 1.1

Ciclo de desarrollo patogénico de Botryosphaeria spp.

Fuente: Adaptado de Agrios (2005)

El impacto de las lesiones causadas por la colonizacion de los tejidos del huésped
y su importancia varia segun el estado vegetativo y la interaccidén huésped- patdgeno. Una
vez que los tejidos son colonizados, comienza la generacion de conidios dentro de los
picnidios. Estos conidios, dispersados por factores ambientales como las lluvias, vientos
0 agentes bioldgicos como los insectos, desencadenando el surgimiento de ciclos
secundarios de la enfermedad. Por otra parte, en los tejidos necroticos muertos, ademas
de los conidios, se desarrollan las estructuras reproductivas sexuales, que, al alcanzar la
madurez, generan las ascosporas infecciosas, originando asi nuevos focos de infeccion

primaria (Manion, 1991).

La infeccion por este género de hongos, al igual que muchos hongos que generan
cancros, depende del estado del huésped. Se ven favorecidos por condiciones de estrés
provocadas por factores ambientales, nutricionales o hidricos. Por eso, estos hongos
atacan principalmente a plantas que ya estan debilitadas o sufren estres. Aunque capaces
de penetrar por heridas, lesiones o aberturas naturales, estos hongos no desencadenan
enfermedad en plantas con buen estado vegetativo, comportandose como endofitos. En

su mayoria, estas especies fungicas actian como saprofitos, alimentandose de tejidos
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deteriorados 0 en proceso de descomposicion (Schoeneweiss, 1975; Wene vy
Schoeneweiss, 1980, citado por Romero, 2012).

1.6.3. Lasiodiplodia spp.
Segun Catalogue of Life (2022) la ubicacion sistematica de Lasiodiplodia spp., es la
siguiente:
Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Dothideomycetes
Orden: Botryosphaeriales
Familia: Botryosphaeriaceae

Género: Lasiodiplodia spp.

Lasiodiplodia spp. es un hongo que pertenece a la familia Botryosphaeriaceae que
pueden provocar el declive y ser la causa de muerte regresiva en palto, mango, vid,
arandano y otros cultivos. Este se encuentra en la naturaleza como endéfito
comportandose como patogeno latente y oportunista, manifestando su patogenicidad
cuando sus hospedadores se encuentran bajo alguna forma de estrés (Denman et al.,
2000).

De acuerdo con Delgado et al. (2019) Lasiodiplodia spp. puede infectar al palto
de tres maneras: cortical (visible externamente), vascular (visible internamente) y (dificil
de detectar tanto externa como internamente); La Gltima es la fase mas dificil de
identificar y, en consecuencia, representa el de mayor riesgo ya que el hongo puede

migrar, por vias subcortical y luego vascular, llegando al fruto.

El agente patdgeno puede permanecer latente en los frutos infectados mientras
estos aln estan en el arbol, activandose solo cuando alcanzan su estado de maduracion.
Durante la postcosecha, la infeccion puede ocurrir al poner los frutos en el suelo tras la
cosecha o por medio del contacto fisico entre frutos sanos y enfermos (Ventura et al.,
2004).

a. Sintomatologia

El sintoma mas evidente es la formacién de cancros asociados de exudados

blanquecinos y grumosos de diversos tamafos que aparecen tanto en el tronco como en
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ramas de arboles jovenes y adultos afectados, incluyen necrosis en el follaje y ramillas
(produciendo un sintoma tipico muerte regresiva), gomosis, tizon de la hoja y

podredumbre en el fruto o pedunculo del fruto (Alama et al., 2006).

Capriles et al. (1979) describen como la infestacion flngica afecta severamente
diversas estructuras arbdreas. En la corteza del tronco, ramas y sistema radicular, se
forman lesiones oscurecidas, resecas, agrietadas, concavas y endurecidas. Internamente,
la necrosis tisular es mas extensa, presentando una coloracion pardo-rojiza y aspecto
fibroso. Las ramas jovenes sufren deformaciones y grietas, ocasionalmente exudando un
liquido amarillento, con una rapida expansion de la necrosis. La enfermedad se manifiesta

visiblemente en las hojas, que se marchitan, se tornan amarillas y mueren aceleradamente.

b. Morfologia
Picos-Mufioz et al. (2015) indican que el género Lasiodiplodia se caracteriza
principalmente por la presencia de picnidios, parafisas y estriaciones longitudinales en

los conidios maduros, diferenciandose de otros géneros afines."

Segun lo expuesto por Picos-Mufioz et al. (2015), apoyandose en estudios previos,
las colonias de Lasiodiplodia spp. en medio de cultivo se caracterizan por un crecimiento
acelerado, son ligeramente densas, aéreas y de un color inicial blanquecino, al séptimo
dia aproximadamente éstas, se vuelven mas oscuras tornandose de un color gris olivo para
finalmente tomar un color negro. De Souza, (2021) afiade que presentan conidiéforos son
estructuras hialinas, simples, aunque en ocasiones pueden ser con septos y tienen forma

cilindrica.

Las colonias del género Lasiodiplodia presentaron un denso micelio que
inicialmente era de color blanco, gradualmente adquiriendo tonalidades que iban
tornando de gris olivo a gris oscuro. En las colonias también se observaron la aparicién
de masas estromaticas grises, las cuales que al ser examinadas bajo microscopio revelaron
que albergaban diversas picnidias, de paredes marrén oscuro a negro. Las células
conidiogenas se caracterizan por ser hialinas, con paredes delgadas y lisas. Entre ellas
también se encontraron otras células conididgenas con parafisas de morfologia cilindrica
y tonalidad hialina. Las conidias se forman de manera acrégena, adoptando formas que

varian de subovoide a elipsoidal, con un apice redondeado y una base algo trunca, al inicio
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son hialinas y sin septas; luego adquieren un color marrén oscuro, presentando una septa
en el centro. Al madurar, muestran estrias longitudinales en la superficie. Las conidias
midieron entre 12 -16 x 23 - 31um (Vicufia, 2023).

El género Lasiodiplodia se caracteriza por presentar un micelio inmerso o
superficial, ramificado y septado; ascomata eustromatica, marrén oscuro a negro.
Conididforos a menudo reducidos a células conididgenas, si estan presentes hialinas,
simples, a veces septadas, raramente ramificadas y cilindricas. Los conidios inicialmente
son hialinos sin septa pero mas tarde se vuelven medianamente uniseptados, marron
oscuro con estrias longitudinales, de paredes gruesas, oblongos a elipsoides, rectos,
ampliamente redondeados en el apice, base truncada que miden en promedio 20-32x12.5-
18.5 um, las estrias en los conidios permiten diferenciar a Lasiodiplodia spp. de Diplodia
spp. (Phillips et al., 2013).

Valle-De la Paz et al. (2019) describen que las conidias de este género son hialinas
en estado inmaduro, elipsoidales, unicelulares, de pared gruesa y con un contenido
granular; sin embargo, en estado maduro son septadas con estrias longitudinales de color

marron oscuro debido a la presencia de melanina en la superficie interior de la pared.

Ko et al. (2004) sostienen que el hongo produce colonias de color negro grisaceo

y picnidios negros ostiolados (125 a 650 pm de diametro) con conidios ovoides a

alargados (20 -32 x 12 -16 pum).

Li et al. (2013) mencionan que los conidios son elipticos e hialinos cuando son
inmaduros, se vuelven de color marrén oscuro y un tabique, estriados longitudinalmente

cuando estan maduros y oscilaban entre 20 -28 x 10-16 pm (promedio de 23.3 x 13.7

pm).

Las parafisas son hifas estériles que se desarrollan entre las ascas del ascocarpo.
Estas parafisas se caracterizan por ser hialinas, de morfologia cilindrica y presentar
tabiques internos. Por su parte, los conididforos son hialinos y de estructura simple.
Adicionalmente, las células conididgenas se describen como hialinas, sencillas y con

morfologias que van de cilindrica a subovopiriforme (Whiley et al., 2002).
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1.6.4. Dotiorella spp.

Segun Catalogue of Life (2022), la ubicacion sistemética del Dotiorella spp. es
la siguiente:
Reino: Fungi

Divisién: Ascomycota
Clase: Dothideomycetes
Orden: Botryosphaeriales
Familia: Botryosphaeriaceae

Género: Dothiorella spp.

Wenjing et al. (2014) argumentan que las especies de Dothiorella tienen una
distribucion cosmopolita, como endofitos en plantas vivas, saprofitos en partes de plantas

muertas o fitopatdgenos en varios huéspedes.

Las especies de Dothiorella como miembros de la familia Botryosphaeriaceae,
son saprofitos, patdégenos y endofitos conocidos en asociacion con diversas plantas
lefiosas (Abdollahzadeh et al., 2014).

a. Sintomatologia

Los sintomas tipicos incluyen cancros en ramas, acompariados de exudacion de la
savia que se solidifica y adquiere apariencia salina, debido a su color blanco y
consistencia solida. Al extraer la corteza afectada, se observa que los tejidos internos,
también afectados, adquieren una coloracion gris oscura con un avance muy definido. En
caso de los frutos, los sintomas consisten en una pudricién color gris que deteriora
completamente los frutos antes de la cosecha, provocando una pérdida significativa (Pinto
et al., 1986).

b. Morfologia

Las colonias de Dotiorella spp. desarrollan un micelio denso con una coloracién
inicialmente olivacea en el centro de la colonia y blanca en los bordes, volviendose
olivicea a los 7 dias, tornandose verde oscuro en la superficie a los 28 dias,
posteriormente el micelio adquiere una tonalidad gris olivaceo palido a negro olivaceo en
la superficie y negro olivaceo en el reverso, umbonadas, con zonacion irregular y
lobuladas (Phillips et al., 2013).
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Barnett & Hunter (1972) afirman que Dothiorella spp. presenta picnidios oscuros,
globosos, agrupados en un estroma bien desarrollado, el estroma es subcortical. Los
conidioforos son simples y cortos. Los conidios son hialinos, de una sola célula y varian
en forma desde ovoides hasta elipsoides. Dothiorella spp. puede actuar como un parasito

0 como saprofito en la madera.

Wenjing et al. (2014) afirman que las especies de Dothiorella tienen conidiomas
que varian de picnidios multiloculares y eustromaticos, presentan conidiéforos

ramificados hialinos que producen conidios marrones, elipsoidales, con una septa.

Lawrence et al. (2017) describen que los conidios son inicialmente hialinos, de
paredes delgadas, aseptadas, de forma oblongas a elipticas pero que se vuelven de paredes
gruesas, de color marrén a marrén dorado con un septo, muchos con ligera constriccién
cerca del tabique central, apice redondeado y truncado o redondeado en la base, las
conidias miden entre 19.4-24.3 x 8.7-11.6 pum.

Segun Vaczy et al. (2018), los picnidios se manifestaron en un plazo de 10 a 14
dias en la superficie de las aciculas de pino, y contenian conidios parduzcos, elipsoides-

ovoides, con una septa de 20-26 x 8-10 um.

1.6.5. Pestalotiopsis spp.
Segun Catalogue of Life (2022), la ubicacion sistematica del Pestalotiopsis spp. es la
siguiente:
Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Amphisphaeriales
Familia: Pestalotiopsidaceae

Género: Pestalotiopsis spp.
En investigaciones realizadas alrededor del mundo, se han reportado diferentes

especies de Pestalotiopsis, fundamentalmente como agente patdgeno que afecta a las

plantas en climas tropicales y subtropicales. Ademas, se encuentran comunmente como
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enddfitos y algunos saprofitos en el suelo y hojas; algunas especies estan implicadas con
el proceso de descomposicion de madera, lana y papel (Pulido, 2015).

El género Pestalotiopsis se encuentra cominmente en su fase asexual o anamorfa.
De las 235 especies descritas hasta el momento, solo 20 son conocidas en su etapa sexual
o0 teleomorfa, la cual recibe el nombre de Pestalosphaeria (Maharachchikumbura et al.,
2011).

En 1949, Steyaert dividio el género Pestalotia spp. en tres géneros. Pestalotia esta
representada por especies con conidios de 6 células, Truncatella distinguido por especies
con conidios de 4 células y Pestalotiopsis, especies con conidios de 5 células; esta

clasificacion es la mas utilizada en la actualidad (Maharachchikumbura et al., 2014).

El género Pestalotiopsis spp. se caracteriza por presentar conidios con tres células
medias pigmentadas, mientras las células de los extremos son hialinas. El conidio posee
ornamentaciones apicales y basales. Todos estos caracteres se utilizan para distinguir las
especies, pero el patrén de pigmentacién de las células medias tiene el mayor peso
taxondmico (Maharachchikumbura et al., 2014).

El hongo produce acérvulos en los que se forman conidios, éstos se dispersan
facilmente mediante el viento, la lluvia, dafios mecanicos por insectos o aberturas
naturales de las plantas. La formacion de acérvulos es favorecida por las precipitaciones
durante periodos de alta humedad relativa y/o periodos de sequia. El patégeno tiene una
fase saprofita, que puede ayudarle a sobrevivir en tejidos muertos por largos periodos
(Limdn, 2017).

a. Sintomatologia

Las plantas enfermas se caracterizan por la presencia de lesiones necroticas de
color rojizo a marrén oscuro en las ramas, en la parte basal de los tallos principales y en
la corona de las plantas. Se observaron lesiones necréticas extensas debajo de la corteza
y dafios vasculares de color marron oscuro. En las ramitas afectadas se produjo necrosis
apical y muerte. Los sintomas en el tallo son frecuentemente asociados a heridas de poda,
extendiéndose varios centimetros por debajo de las heridas. Ademas, se observaron

abundantes acérvulos negros en el tejido muerto (Espinoza et al., 2008).
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b. Morfologia

Las colonias presentaron un crecimiento arrosetado y micelio aéreo escaso,
mostrando una coloracidn entre tonos blanco y crema; en el interior y en la superficie del
medio de cultivo se formaron acérvulos de color negro brillante. Se observaron conidios
tipicos del genero Pestalotiopsis similares a lo reportado por Maharachchikumbura et al.
(2014), que son oscuros, ligeramente curvados, con seis células en la parte basal y la
terminal hialina, ésta ultima puntiaguda con tres a cinco apéndices apicales hialinos.
Ademas, se observaron conidiéforos hialinos, irregularmente ramificados, septados, lisos

y cortos (Morales-Mora et al., 2020).

Diversos estudios han sido realizados para caracterizar morfolégicamente los
aislados de Pestalotiopsis spp. Las variables macroscdpicas consideradas principalmente,
son el color de la colonia, tipo de micelio, presencia de acérvulos y tasa de crecimiento
radial. Para la caracterizacion microscopica se determinan: el nimero de células, la
coloracion de las células medias del conidio, concoloro (las tres células del mismo color)
o versicoloro (las tres células con diferente coloracion), el largo, ancho, nimero y
longitud de ornamentaciones apicales y basales (Jeewon et al., 2004 vy
Maharachchikumbura et al., 2011).

Valencia et al. (2011) afirman que las colonias de hongos que se formaron en
medio PDA son blancas y algodonosas, tornandose ligeramente amarillas tras 15 dias.
Los acérvulos negros aparecieron después de 15 dias a 20°C. Conidias (n= 40) eran
fusiformes, con dimensiones de 22.2-30.4 x 6.3-9.8 um y una relacion largo/ancho de 3.4
+ 0.4. Todos los aislamientos tenian conidios de cinco células. Las células apicales y
basales son incoloras, mientras que las tres células medias son de color marrén oscuro.
Los conidios tenian un apéndice basal (9.3 = 3.3 um) y de dos a cuatro apéndices apicales
largos (34.5 £ 6.9 um).

Los conidios siempre son lisos con media + desviacién estandar de 22.7 + 2.3 a
27.0x25umdelargoy 7.4 £0.3a29.3 £ 0.7 um de ancho. Se observaron de dos a cuatro
(generalmente tres) apéndices apicales y un apéndice basal (Espinoza et al., 2008).

Lin et al. (2018) manifiestan que las colonias de hongos en PDA son blancas y

algodonosas, tornandose ligeramente amarillas después de 9 dias a 28°C. Los conidios
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son fusoides, elipsoides, rectos a ligeramente curvos, cuatro tabiques, de 5.4 - 9.6 x 18.2
-25.6 um (n= 100), con una relacién largo/ancho de 2.94 + 0.42. Las células apicales y
basales son hialinas, mientras que las tres células medianas son de color marron
oscuro. Todos los conidios tenian un apéndice basal y de dos a cuatro apéndices apicales

tubulares largos (en su mayoria tres).

1.6.6. Colletotrichum spp.
Segun Catalogue of Life (2022), la ubicacion sistematica del Colletotrichum spp. es la
siguiente:
Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Glomerellales
Familia: Glomerellaceae

Género: Colletotrichum spp.

Colletotrichum es un género de hongos cosmopolita compuesto por més de 189
especies distribuidas en regiones tropicales y templadas de todo el mundo. Las especies
de Colletotrichum causan enfermedades devastadoras como la antracnosis y la pudricién
de la fruta en una amplia gama de plantas hospedantes, incluyendo cultivos frutales
importantes como el palto, platano, la fresa, los citricos, la papaya, el mango y la manzana
(Khodadadi et al., 2020).

Ma et al. (2018) afirman que el género Colletotrichum ha sido catalogada como
uno de los diez principales géneros patdgenos fangicos en la patologia molecular de las
plantas segin su importancia cientifica y econdmica. Las especies de Colletotrichum se
encuentran comdnmente en muchas plantas hospedantes como patégenos endéfitos y

ocasionalmente saprofitos.

a. Sintomatologia

La sintomatologia se muestra en las hojas, peciolos y/o tallos; inicialmente las
hojas afectadas presentan puntos rojizos, las lesiones crecen en forma irregular y se unen
entre si causando la necrosis total de la hoja; en cuanto a las condiciones predisponentes,

tenemos que la enfermedad se ve favorecida por lluvias fuertes e intensas durante la época
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invernal con alta humedad relativa, que provocan severas epidemias en muy corto tiempo,
amenazando casi todo el desarrollo de la planta (Pérez et al., 2003). Otro sintoma de la
enfermedad es el ennegrecimiento y muerte apical de los tallos ocasionando la muerte
descendente de la planta en algunos casos ocurre necrosis lo que contribuye a la

defoliacion de la planta y la caida prematura del fruto (Tous, 2008).

b. Morfologia

Khodadadi et al. (2020) describen las caracteristicas morfologicas que incluyen el
color de la colonia, la forma de las conidias, las mediciones de la tasa de crecimiento de
las colonias, la longitud y el ancho de las conidias para varios aislados de cada especie de

Colletotrichum.

Pérez et al. (2003) refieren que los aislamientos purificados fueron caracterizados
morfolégicamente mediante descripciones macro y microscopicas del patogeno,
incluyendo color y forma de la colonia, aspecto y color del micelio; asi como la forma,

tamafo, segmentacion y esporulacion de la conidia, y medicion de la tasa de crecimiento.

Barnett & Hunter (1972) mencionan que Colletotrichum spp. presenta estructuras
en forma de disco llamadas arcérvulos, que son cubiertas de una sustancia cerosa,
subepidérmicos, a menudo tienen espinas oscuras en el borde o entre los conidiéforos
alargados. Los conidios son hialinos, unicelulares y tienen forma ovalada u oblonga.
Ademas, Colletotrichum spp. tiene estados imperfectos de Glomerella y se distingue de
Gloeosporium por la presencia de setas que pueden estar ausentes bajo ciertas condiciones

culturales.

Trinidad-Angel et al. (2017) afirman que para la cepa de Colletotrichum
gloeosporioides el micelio se caracterizd por un crecimiento rapido, el tipo de micelio fue
abundante y superficial, el color de las colonias oscilo de blanco-crema con centro color
naranja, las masas conidiales fueron abundante, salmén y negras con una distribucion

aleatoria.

En las distintas especies de Colletotrichum, se observaron diversos tipos de
texturas en las colonias: harinosa, lanosa, algodonosa y afelpada, con posibles variaciones

de textura del centro al margen de la colonia, los aislamientos formaron conidios hialinos,
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cilindricos y rectos, en su mayoria presentaron ambos extremos redondeados, aunque un

porcentaje considerable presentd al menos un extremo ahusado (Valdés et al., 2017).

Las preparaciones microscopicas revelaron cuerpos irregulares (acérvulos) con
setas escasas rectas y septadas, en los cuales se apreciaban cirros cremosos de color
naranja. En estos cirros se observaron conidios hialinos, unicelulares, cilindricos de

extremos redondeados (Sandoval et al., 2008).

Silva-Rojas & Avila-Quezada (2011) manifiestan que los conidios son hialinos,
lisos, rectos, apice obtuso, base truncada, que miden 13.5-23.8 um de largo y 4.3-6.8 um

de ancho (promedio 18.7 x 5.5 um).

Qiao et al. (2021) sostienen que los conidios son acrogénicos, oblongos, a veces
ligeramente contraidos en el medio, microgutulados, hialinos, unicelulares, de paredes

lisas, que miden 12.2-17.1 um x 4.2 - 6.4 um (promedio = 14.4 um x 5.1 pm, n= 30).

1.6.7. Fusarium spp.
Segln Catalogue of Life (2022), La ubicacion sistematica del Fusarium spp. es la
siguiente:
Reino: Fungi
Divisién: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriceae

Género: Fusarium spp.

Los marchitamientos causados por Fusarium spp. son mas frecuentes y
destructivos en las regiones de clima templado calido, asi como en los trépicos y
subtrépicos. En climas mas frios, estos marchitamientos tienden a ser menos dafiinos o

poco comunes (Agrios, 2005).

Las enfermedades vasculares provocadas por este género disminuyen la capacidad
de traslocacion de agua y nutrientes en la planta en mas del 95%, lo que resulta en

marchitez inicial y finalmente, en la muerte de las plantas. En cultivos de relevancia
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econdmica, estas enfermedades causan pérdidas millonarias para la economia agricola
mundial (Olalde-Lira et al., 2020).

Las especies de Fusarium en los trépicos son bastante diversas en términos de
namero de especies, distribucion, rango de huéspedes y virulencia. Fusarium oxysporum
y Fusarium solani son los patégenos mas comunes en los trépicos (Leslie & Summerell.,
2006).

a. Sintomatologia

Las pudriciones de la raiz y del tallo causadas por Fusarium spp. aumenta
significativamente cuando las plantas expuestas al patdgeno experimentan estrés
fisiolégico debido a factores como bajas temperaturas, sequias intermitentes, exceso de

agua en el suelo (Agrios, 2005).

Los sintomas causados por Fusarium spp. en palto incluyen amarillamiento de
hojas, crecimiento interrumpido de brotes vegetativos, hojas pequefias y abscision
prematura de hojas. Si la pudricidn es severa, los arboles pueden morir semanas después
de la aparicion de los primeros sintomas foliares o apenas sobreviven durante largos
periodos (Olalde-Lira et al., 2020).

b. Morfologia

La identificacion de las especies de Fusarium se ha basado tradicionalmente en
caracteristicas morfoldgicas, como la forma y el tamafio de macroconidios Yy
microconidios, la presencia o ausencia y la forma de las clamidosporas. También se
consideran la apariencia, forma y pigmentacion de las colonias, asi como las velocidades

de crecimiento en distintos medios de cultivo (Leslie & Summerell., 2006).

Los macroconidios son las esporas tipicas de Fusarium, estas presentan una
estructura multicelular que se adelgazan gradualmente y se encorvan hacia ambos
extremos; estas esporas son frecuentes en la superficie de las plantas afectadas y
destruidas por el patdgeno, los macroconidios son producidos por una estructura
especializada Ilamada esporodoquio, una masa de monofialides cortas que sostienen a los

macroconidios.(Olalde-Lira et al., 2020).
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En medios de cultivo, las colonias de Fusarium spp. presenta un patron de
crecimiento radial, extenso, algodonoso, incoloro en un principio conforme madura
adquiere un color blanco, crema, amarilla, rosa hasta purpura o una gama de estos, su
micelio es aéreo y septado (Leslie & Summerell., 2006). Los macroconidios son
relativamente anchos, recto a ligeramente curvado, de 3 a 7 septas, con extremos
redondeados se encuentra abundantemente en color crema y menos frecuentemente en
azul.

Barnett & Hunter (1972) afirman que presentan micelio extenso y algodonoso en
cultivo, a menudo con algun matiz rosado, morado o amarillo, conidiéforos variables,
delgados simples, o robustos, ramificados irregularmente y con un verticiclo de fialides,
solos o0 agrupados en esporodoquios. Conidios variables, principalmente de dos tipos, a
menudo se encuentran en cabezas pequefias y humedas; macronidios multicelulares
ligeramente curvada o doblada en el extremo puntiagudo, tipicamente en forma de canoa;
microconidios (1 célula), ovoides u oblongos, nacidos solos o en cadenas; algunas

conidias intermedias de 2 a 3 células, oblongas o ligeramente curvadas o dobladas.

Sarkhosh et al. (2018) describe que las colonias de Fusarium aisladas en medio
de cultivo PDA a 25 + 2°C durante 7 dias eran de color blanco a purpura claro con
abundantes micelios algodonoso. Los macroconidios presentaron de tres a cinco tabiques
miden entre 24.5-35.3 x 4.1-5.4 um, y las microconidias de cero a una septada eran de
9.1-13.9 x 2.6-5.2 um.

Leyva-Mir et al. (2017) describen que las cepas de Fusarium spp. cultivadas en
medio de cultivo PDA desarrollaron colonias de color blanco amarillento. Los
macroconidios se caracterizaron por ser largos, delgados, uniformes con dimensiones
entre 22 - 48 x 2.5 -4.2 um, estos presentaban paredes delgadas y de 5 - 6 septos, con una
superficie ventral recta y un lado dorsal levemente arqueado. La célula apical se observo
que es alargada y curva, afinandose bruscamente hacia la punta, mientras que la célula
basal adoptaba una forma similar a un pie. No se evidenci6 la presencia de microconidios

en los medios de cultivo empleados.

Hernandez et al. (2019) mencionan las colonias de F. oxysporum y F. solani
pueden presentar una sorprendente diversidad de pigmentos, que incluye tonos

blanguecinos, amarillentos, violaceos, rojos en sus variantes carmin y vino, e incluso
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azulados. Esta pigmentacién, que se origina en el micelio y se propaga por el medio de

cultivo, pueden mostrar variaciones a lo largo del desarrollo fungico.

Estas caracteristicas coinciden con las reportadas previamente para F. oxysporum
y F. solani, las macroconidias, escasas en todos los aislados, fueron alargadas,
ligeramente curvadas y septadas. En los aislados, los macroconidios tenian cinco septos,
con la célula apical redondeada y la célula basal en forma de "pie™, midiendo 8.98 a 9.42
pum de ancho y de 51.12 a 56.32 um de largo. Para el resto de los aislados, los
macroconidios presentaron tres septos, la célula apical fue curvay la célula basal en forma
de "pie"”, midiendo de 6.17 a 13.63 um de ancho y de 35.65 a 49.83 um de largo. Los
macroconidios son considerados el caracter mas importante para la identificacion de

especies de Fusarium (Olalde-Lira et al., 2020).

Leslie & Summerell (2006) mencionan que los macroconidios son relativamente
anchos, rectas a ligeramente curvadas, de 3 a 7 septas con extremos redondeados. F.
solani esta bien documentada como patdgeno de una serie de leguminosas y otras plantas
tropicales donde a menudo se asocia con cancros y problemas de muerte regresiva de
arboles (1550). Algunas plantas econdmicamente importantes con enfermedades

significativas causadas por F. solani incluyen el palto.

1.7. Métodos morfoldgicos para la identificacion de hongos

Rios et al. (2008) sostiene que para identificar morfolégicamente hongos
fitopatdgenos es necesario observar sus estructuras somaticas y reproductivas. Para lograr
esto, se pueden utilizar técnicas como cdmara humeda y/o aislamiento, que permiten
inducir la formacién de dichas estructuras. Posteriormente, para su observacion con
microscopio compuesto, es necesario preparar y realizar el montaje de los hongos en

portaobjetos.

1.7.1. Aislamiento

El aislamiento de hongos puede realizarse utilizando material infectado o a través
de la siembra de signos. Para identificar el género y la especie del hongo fipatogeno, es
fundamental examinar las caracteristicas de las estructuras generadas y emplear claves
taxondmicas. Los medios de cultivo que se utilizan se dividen en generales, como PDA
y AA, y especificos (UNAH, 2014).
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1.8. Métodos moleculares para la identificacion de hongos

En la actualidad, las técnicas moleculares para la identificacion de
microorganismos estan adquiriendo gran relevancia, debido a su notable especificidad
(que permite detectar solo el microorganismo o molécula relevante), sensibilidad (que
facilita la deteccion de un Gnico microorganismo), rapidez (que permite la identificacion
en menos de 24 horas) y automatizacion, lo que ayuda a bajar los costos. Estas técnicas
han permitido identificar nuevos microorganismos que no eran detectables mediante

métodos tradicionales de cultivo e identificacion (Jan & LeBorgne, 2001).

1.8.1. Extraccién del ADN

Este proceso implica el aislamiento y purificacion de moléculas de ADN,
garantizando su integridad y pureza, y se fundamenta en las caracteristicas fisicoquimicas
de la molécula. Los grupos fosfato de los nucleétidos, al ser polarmente cargados y
negativos, confieren al ADN su carga negativa, lo cual se utiliza para su extraccion. A
través del tiempo, se han desarrollado diversos protocolos, y en la actualidad se pueden
observar métodos que emplean Kits de extraccion, asi como procedimientos tradicionales
que constan de cinco etapas: homogenizacion del tejido, lisis celular, separacién de
proteinas y lipidos, precipitacion y redisolucion del ADN (Alejos et al., 2015).

Un factor clave para obtener ADN de alta calidad a partir del micelio de hongos
fitopatdgenos es garantizar un crecimiento éptimo del micelio en un medio de cultivo.
Este tejido se usa comlnmente porque presenta un crecimiento mas uniforme en

comparacion con otros tejidos del hongo (SCRIBD, 2018).

1.8.2. Estructura de acido desoxirribonucleico (ADN)

La estructura del ADN estd formada por una doble cadena helicoidal, que esta
enlazada por puentes de hidrégeno: dobles entre adenina y timina, y triples entre guanina
y citosina. Por otro lado, los nucleétidos estan conectados mediante enlaces fosfodiéster
que vinculan el grupo fosfato (H3PO4) con el azucar. Debido a que el grupo fosfato es
de naturaleza hidrofilica y tiene carga negativa, esto hace que el ADN presente carga
negativa (Alejos et al., 2015).
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1.9. Métodos de evaluacion de la calidad de ADN
1.9.1. Electroforesis

La electroforesis es una técnica que permite separar biomoléculas basandose en
su movilidad y naturaleza (generalmente acidos nucleicos o proteinas) en un campo
eléctrico sobre una matriz porosa, cuya composicién varia segun el tipo de biomolécula
a analizar. Por otro lado, para la separacion de &cidos nucleicos se utilizan matrices de
agarosay para la separacion de proteinas se utilizan matrices de poliacrilamida (Montalvo
& Lugo, 2019).

La electroforesis de ADN puede realizarse en geles de agarosa o de
poliacrilamida. La electroforesis en geles de agarosa es el método estandar para separar
y purificar fragmentos de ADN cuando no requerimos un alto poder de resolucién. En un
campo eléctrico, el ADN, que tiene una carga negativa, se mueve hacia el catodo. Esto
ocurre porque los materiales cargados negativamente son atraidos por el catodo, que es el

electrodo positivo (Cornejo et al., 2014).

1.9.2. Espectrofotometria
La capacidad del ADN de absorber luz UV a 260 nm facilita la estimacion de su
concentracion en ng/uL. Ademas, los valores de absorbancia a 260 nm y 280 nm se

emplean para evaluar la pureza y calidad del ADN (Alejos et al., 2015).

1.10. Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares, segun la definicion de Abriata et al. (2011), es un
fragmento de ADN con una posicion especifica en un cromosoma, cuya herencia puede
monitorearse en los individuos de una poblacion. Estas secuencias pueden corresponder

a regiones codificantes como a aquellas sin funcién conocida (p. 75).

Segun Ramirez & Roca (2000) un marcador molecular es un segmento especifico
de ADN correspondiente a regiones codificantes o no codificantes del genoma y cuya
secuencia puede o no ser conocido. Los marcadores moleculares permiten realizar la

caracterizacion y evaluacion directa de los genomas de los individuos (p.74).
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1.10.1. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Establecido por Kary Mullis en 1985. Es una técnica in vitro de la biologia
molecular que permite obtener millones de copias de un fragmento de &cido
desoxirribonucleico (ADN) a partir de una sola molécula (Mas et al., 2001). La reaccién
en cadena de la polimerasa es una reaccion enziméatica que es capaz de amplificar
millones de veces una secuencia de ADN especifica durante varios ciclos repetitivos en
los que la secuencia blanca es copiada fielmente (Tamay de Dios et al. 2013). Para lo
cual, la reaccion aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la
capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las células. Los elementos importantes
en la reaccion son el templado o molde (ADN), enzima, los cebadores o primers, los
desoxirribonucleotidos trifosfatados que se abrevian dNTPs (A, T, C, G), el ibn magnesio,
una solucion buffer y agua libre de nucleasas (Tamay de Dios et al., 2013).

La PCR es una herramienta fundamental en la investigacion fangica, como indica
Cenis (1992); una de las ventajas fundamentales es la capacidad para amplificar
cantidades minimas de ADN, incluso con la presencia de varios contaminantes. Muchos
de los protocolos de extraccion de ADN fungico se han disefiado para valorar el uso de
esporas 0 micelio como fuente de ADN en experimentos de PCR, lo cual es beneficioso
para la deteccion. Sin embargo, al trabajar con cientos de cepas en estudios poblacionales,
la coleccidn del material de cultivo puede volverse una tarea complicada que incrementa

el riesgo de contaminacion.

A partir de este fundamento, la reaccion en cadena de la polimerasa se desarrolla

mediante la repeticion de un ciclo compuesto por tres fases:

a. Desnaturalizacion. En esta fase, la doble hélice de ADN se divide en dos
hebras monocatenarias a una temperatura de 94-96°C, y este proceso tiene una
duracién de entre 20 y 30 segundos; el tiempo varia segun la secuencia del
templado; es decir, si la cantidad de G-C es alta, se tarda mas tiempo para
romper sus uniones debido a que el apareamiento de estas bases esta formado
por tres enlaces, uno mas que las bases de A-T. Finalmente las cadenas
separadas que servirdn como molde para el siguiente paso (Tamay de Dios et
al., 2013).

b. Hibridaciéon. Durante esta fase, los primers se adhieren a una secuencia
especifica complementaria delimitandola. Para que se forme el complejo

templado-primers, se necesita una temperatura de 50-65 °C. Esta secuencia es
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de interés y sera amplificada (Cornejo et al., 2014 & Tamay de Dios et al.,
2013)

c. Extension. En esta fase la Taq polimerasa actta sobre el complejo templado-
primers y comienza su funcion catalitica a una velocidad variable incorporando
dNTP’s complementarios para crear las cadenas completas de ADN. A una
temperatura dptima de 72°C, la enzima funciona mejor y se sintetiza una nueva

cadena en direcciéon 5" a 3'. (Tamay de Dios et al., 2013).

1.10.2. Primers

Conocidos también como iniciadores, cebadores; es una secuencia corta de ADN
de cadena simple que se emplea en una reaccién en cadena de polimerasa (PCR). En el
método PCR se utiliza un par de primers para hibridar con el ADN de la muestra y definir
la region del ADN que serd amplificada (Véazquez et al., 2020). Los primers son
secuencias de oligonucledtidos que flanquean y delimitan la secuencia blanco que se

desea amplificar y son complementarios a ésta (Tamay de Dios et al., 2013)

Tamay de Dios et al. (2013) mencionan que al disefiar primers es necesario seguir
ciertas pautas, como mantener la proporcion de guanina y citosina entre 40 y 60%, y que
la longitud sea de 15 a 30 pares de bases. También se sugiere que los extremos de los
primers terminen en pares de bases G-C. Asimismo, es fundamental evitar la
complementariedad entre los primers para prevenir la formacion de estructuras en forma

de bucle.

1.10.3. Region ITS (espaciador transcrito interno)

La region espaciadora transcrita interna (ITS) del ADN ribosomico (ITS1, gen
ARNr 5.8S e ITS2) constituye uno de los marcadores moleculares mas utilizados. La
region transcrita interna es una secuencia de ADN situada entre los genes que codifican
el ARN ribosomico (ARNI) en eucariotas. Esta regidn se encuentra especificamente entre
los genes del 18S rRNA, 5.8S rRNA y 28S rRNA. Los genes del ARN ribosémico
(ADNIr) de los eucariotas estan organizados en grupos de unidades repetidas en tandem,
cada una de las cuales consta de regiones codificantes y espaciadores transcritos y no
transcritos. La unidad comienza en el extremo 5’ con el espaciador transcrito externo

(ETS), seguido aguas abajo por el gen del ARNr 18S, el espaciador transcrito interno 1
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(ITS1), el gen del ARNr 5.8S, el espaciador transcrito interno 2 (ITS2), el gen del ARNr
28S y termina con el espaciador intergénico (IGS) (Freire et al., 2010).

Segun White et al. (1990), el espaciador transcrito interno (ITS) es el fragmento
de ADN localizado entre los genes de ARN ribosémico (ARNTF) de la subunidad pequefia
y la subunidad grande en el transcripto de ARNc policistronico, Dentro de las regiones
del cistron ribosomico, el ITS ofrece la mayor posibilidad de identificacion efectiva para
un amplio rango de hongos, con una clara distincion en los codigos de barras entre la

variacion inter e intraespecifica.

Vicufa (2023) sefiala que los genes que codifican el ARN ribosomal y los
espaciadores se generan en repeticiones en tandem, que constan de miles de copias de
longitud, cada una separada por regiones de ADN no transcrito denominadas espaciadores
intergénicos (IGS) o espaciadores no transcritos (NTS).

Figura 1.2
Esquema parcial del gen ADN ribosomal y sus espaciadores internos ITS1 e ITS2

ITStF
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<« <«
IR It

Fuente: Fontecha et al. (2012)
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CAPITULO I
METODOLOGIA

2.1.  Ubicacion del experimento

La investigacion se llevdo a cabo en dos ambientes, en el laboratorio de
Fitopatologia donde se realiz6 trabajos de aislamiento, identificacion morfoldgica de
muestras y prueba de patogenicidad de hongos que causan dafios en tallos de palto. Los
trabajos de evaluacion de protocolo pre-molecular, extraccion de ADN y prueba de PCR
se realizd en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal, ambos laboratorios pertenecientes
a la Universidad Nacional San Cristobal de Huamanga, Escuela Profesional de
Agronomia, situandose en las coordenadas 13°08'53" Latitud sur y 74°13’12" Longitud
oeste, a 2792 msnm de altitud, en el distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga y
region de Ayacucho.

2.1.1. Lugares de muestreo
Las muestras proceden de campos de palto comerciales situados en la provincia
de La Mar, los distritos y la cantidad de muestras colectadas de cada zona se detallan en

la tabla.

Tabla 2.1

Muestras de tallo obtenidas de las zonas de produccion de palto de la provincia de La Mar

Departamento Provincia Distrito N° Muestras
Ayacucho La Mar Tambo 6
Ayacucho La Mar San Miguel 6
Ayacucho La Mar Patibamba 10
Ayacucho La Mar Ninabamba 12
Ayacucho La Mar Chilcas 6
Ayacucho La Mar Luis Carranza 10

Total 50




Figura 2.1
Mapa de ubicacion de los distritos donde se colectaron las muestras: Tambo, San Miguel,

Patibamba, Ninabamba, Chilcas y Luis Carranza.
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Los problemas especificos del presente trabajo de investigacion son:

1. ¢Cuales son las caracteristicas morfoldgicas a nivel de géneros de hongos que causan
dafos en tallos de palto (Persea americana Mill.), La Mar-Ayacucho?

2. ¢Cudl es el protocolo estandarizado para extraccion de ADN de hongos que causan
dafos en tallos de palto (Persea americana Mill.)?

3. ¢Cudl es el pre-PCR estandarizado con marcadores moleculares de genes ITS del
ADN ribosomal, que identifican y confirman géneros de hongos que causan dafios
en tallo de palto (Persea americana Mill.)?

4. ¢Cuéles son los hongos que causan dafios a los tallos de palto (Persea americana

Mill.) confirmados con prueba de patogenicidad?

2.2.  Coleccion de muestras

Las muestras se colectaron de las diferentes zonas de produccién de Tambo, San
Miguel, Ninabamba, Patibamba, Chilcas y Luis Carranza. Se inspeccionaron varios
arboles de las plantaciones de palto Hass para detectar sintomas. En cada plantacion los
arboles fueron revisados y evaluados para identificar la presencia de tizones en el tallo,
muerte regresiva, necrosis y cancros en los tallos laterales, marchitez, amarillamiento,
corteza hundida y oscura (Anexo 1). Se tomaron muestras de tallos y de ramas primarias,
secundarias y terciarias de estos arboles, varios segmentos que miden entre 5y 10 cm de
largo de cada planta sintomatica, independientemente de la edad de la planta. Las
muestras se colocaron primero en bolsas de papel kraf y polietileno rotuladas con sus
datos de pasaporte; todas las muestras fueron colocadas en cajas de tecnopor conteniendo
gel pack refrigerante, lo que permiti6 mantener una temperatura baja constante en el

transcurso del traslado al laboratorio.
La recoleccion de muestras, aislamiento del patdgeno, estandarizacion de

protocolo para la extraccién de ADN, caracterizacion, identificacion morfologica y pre-

molecular se realizé durante todo el afio 2023 y los meses de enero a junio del 2024.
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Figura 2.2

Figura 2.3
Registro de datos pasaporte de las muestras obtenidas de palto en las zonas de produccion de la
provincia de La Mar.
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Tabla 2.2

Datos de pasaporte de las muestras obtenidas de tallos de palto (Persea americana Mill.) del

distrito Tambo, provincia La Mar, region Ayacucho.

Datos de coleccion de muestras

N° . . . . . Nombre del  Aislamientos
Distrito Comunidad  Altitud latitud Longitud
Muestra Productor
Edgar Huicho i
1 Tambo SantaRosa 2869msnm 12°58'18.59"S 73°59'26.33"0 ?\/Iedina T2
T3
. . T4
Felipe Figueroa
2 Tambo Santa Rosa 2879 msnm 12°58'22.61"S 73°59'29.22"0 T5
Taype
T6
. T7
Cesar Tineo
3 Tambo Santa Rosa 2830 msnm 12°58'20.49"S 73°59'20.56"0 ) T8
Bendezu
T9
Teofilo Mucha T10
4 Tambo Santa Rosa 2805msnm 12°58'20.89"S 73°59'7.48"0O Urbano T11
T12
Jony Huicho T3
5 Tambo Santa Rosa 2796 msnm 12°58'25.49"S 73°59'11.87"0 ¥ineo T14
T15
. T16
Herminio
6 Tambo SantaRosa 2778 msnm 12°58'21.69"S 73°59'6.62"0 . T17
Saume Tineo T18

Nota. (*) T1-T18 representa los aislados obtenidos de las muestras colectadas del distrito de Tambo.

Tabla 2.3

Datos de pasaporte de las muestras obtenidas de tallos de palto (Persea americana Mill.), del

distrito San Miguel, provincia La Mar, region Ayacucho.

Datos de coleccion de muestras

N° L . . . . Nombre del ~ Aislamiento
Distrito Comunidad  Altitud latitud Longitud
Muestra Productor
. M1
San 2629 Paulino Arce
1 . Huayanay 13°050.38"S  73°58'39.15"0 . M2
Miguel msnm Vila
M3
M4
San . 2516 .
2 . Capillapampa 13°2'22.17"S  73°57'59.10"0O  Maximo lllaura M5
Miguel msnm
M6
San 2623 Luis Mauricio M7
3 . Huayanay 13°054.09"S  73°58'34.50"0 . M8
Miguel msnm Gutiérrez
M9
San 2503 Rolando M10
4 . Capillapampa 13°222.79"S  73°57'52.10"0 . . M11
Miguel msnm Santiago Garcia
M12
. . M13
San 2497 Melissa Garcia
5 . Cullpampa 13°225.84"S  73°57'48.38"0 ] M14
Miguel msnm Gomez
M15
San 2504 Erick Gélvez M16
. Huayanay 13°2'9.67"S  73°58'4.70"0O .
Miguel msnm Santiago M17

Nota. (*) M1-M17 representa los aislados obtenidos de las muestras colectadas del distrito de San Miguel.
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Tabla 2.4

Datos de pasaporte de las muestras obtenidas de tallos de palto (Persea americana Mill.), del

distrito Patibamba, provincia La Mar, region Ayacucho.

Datos de coleccion de muestras

N®  Distrito Comunidad Altitud  Latitud Longitud Nombre del  Aislamiento
Muestra Productor
Nivar Afiafioz Pl
1 Patibamba Miskibamba 2423 msnm 13° 3'40.12"S 73°56'30.26"0 Lo P2
Gutierréz p3
2 Ppatibamba Incarracay 2425 msnm 13°338.29"S 73°56%54.91"0 ey Lopez
Aguilar P4
3 Patibamba Miskibamba 2382 msnm 13° 41172"S 73°5530.03°0 | comlo Santa >
4 Patibamba Miskibamba 2392 msnm 13°4'2.99"S  73°55'56.24"0O Mario Santa Cruz pP7
5 Patibamba Incarracay 2471 msnm 13°3'32.31"S 73°57'2.53"0 Julio Olivera
Contreras P8
6  Patibamba Patibamba 2443 msnm 13°35114"S 73°5619.15"0  Civamn Ponce
Guillén P9
7 Patibamba Miskibamba 2331 msnm 13°4'25.39"S 73°5519.08"0 aulina Vasquez
Campos P10
8§  Patibamba Patibamba 2434 msnm 13°35448"S 73°567.68"0  “aneth Huaman
Mejia P11
1 U " o ' n Marcellna
9 Patibamba Incarracay 2502 msnm 13°323.64"S 73°57'9.72"0 Cordova Anyosa P12
. . o " orp " Julio Valencia P13
10  Patibamba Miskibamba 2350 msnm 13°4'20.12"S 73°55'33.51"0 Saume P14

Nota. (*) P1-P14 representa los aislados obtenidos de las muestras colectadas del distrito de Patibamba.

Tabla 2.5

Datos de pasaporte de las muestras obtenidas de tallos de palto (Persea americana Mill.), del

distrito Ninabamba, provincia La Mar, region Ayacucho.

Datos de coleccion de muestras

N Distrito Comunidad  Altitud Latitud Longitud Nombre del  Aislamiento
Muestra Productor

Nancy Flores N1
1 Ninabamba Accobamba 2271 msnm 13°5%56.06"S 73°54'42.99"0 P)(/)zo N2
N3
2 Ninabamba Accobamba 2257 msnm 13°545.48"S 73°54'31.44"0 H“g;O';')"res Hg
3 Ninabamba Accobamba 2296 msnm 13° 5'46.89"S 73°54'47.25"0 E””q;(fzg'ores H?
4 Ninabamba Accobamba 2283 msnm 13°5%2.05"S 73°54'48.28"0 W'"Eg;'ores Hg
Yolanda Florez N10
5 Ninabamba Accobamba 2285 msnm 13°6'36.85"S 73°54'30.43"0 N11
Pozo N12
6  Ninabamba Accobamba 2323 msnm 13°518.02"S 73°54'53.12"0 Marep':fzg'ores mj
7 Ninabamba Accobamba 2331 msnm 13°551.91"S 73°54'4405%0 /\ntonio Florez N15
Pozo N16
N17
8 Ninabamba  Tranca 2307 msnm 13°6'31.02"S 13°6'31.02"S Flora Castro N18
N19
9 Ninabamba  Tranca 2349 msnm 13°5'25.85"S  73°55'3.55"0 Nerio Palomino Hg(l)
10 Ninabamba Condoray 2272 msnm 13°6'34.75"S 73°5424.4170  “Vilder ticufia N22
Castro N23
11  Ninabamba Magnupampa 2260 msnm 13°6'20.47"S 73°54'25.59"0 Betsy Delgado mgg
12 Ninabamba Magnupampa 2362 msnm 13° 659.13"S 73°5429.71"0 vanezalaurente  N26
Lopez N27

Nota. (*) N1-N27 representa los aislados obtenidos de las muestras colectadas del distrito de Ninabamba.
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Tabla 2.6
Datos de pasaporte de las muestras obtenidas de tallos de palto (Persea americana Mill.), del

distrito Chilcas, provincia La Mar, regién Ayacucho.

Datos de coleccion de muestras

N Distrito Comunidad  Altitud Latitud Longitud Nombre del Alslamiento
Muestra Productor
Teodor Aramburu Cl
1 Chilcas  Chilcas 2894 msnm 13°9'34.28"S  73°54'8.39"0O Cc2
Contreras
C3
Edwin Ramirez c4
2 Chilcas Ccoyama 2797 msnm 13°8'50.85"S 73°54'49.50"0 C5
Sosa
C6
Elmer Loayza 7
3 Chilcas  Chilcas 2874 msnm 13°9'28.21"S 73°54'6.80"O .y C8
Palomino
Cc9
Dionisio Espino C10
4 Chilcas Retama 2695 msnm 13°8'27.71"S 73°54'47.08"0 . ’p Ci11
Guillén
C12
Eliseo Ochoa C13
5 Chilcas Ccoyama 2811 msnm 13°8'58.41"S 73°54'49.50"0 Cl4
Ayala
C15
Ci6
6 Chilcas  Retama 2704 msnm 13°8'30.65"S 73°54'50.05"0O Claudio Delgado C17
Ci8

Nota. (*) C1-C18 representa los aislados obtenidos de las muestras colectadas del distrito de Chilcas.

Tabla 2.7
Datos de pasaporte de las muestras obtenidas de tallos de palto (Persea americana Mill.), del
distrito Luis Carranza, provincia La Mar, region Ayacucho.

Datos de coleccién de muestras

N Departamento Provincia Distrito Comunidad  Altitud Latitud Longitud Nombre del Aislamiento
Muestra Productor
Luis  Neccepampa Sécrates Yaranga L1
1 Ayacucho  La Mar PaMP2 5188 msnm  13°159.53"S  73°52'10.02"0 arang L2
Carranza Cucho Candia L3
Luis L4
2 Ayacucho La Mar Occuypuquio 2258 msnm 13°14'45.80"S 73°52'16.69"0 Emilio Quispe Prado L5
Carranza L6
Luis Valentin Chuchén L
3 Ayacucho La Mar Ccollay 2227 msnm 13°14'48.88"S 73°52'6.52"0 - L8
Carranza Bellido L9
Luis Jorge Prado L10
4 Ayacucho La Mar Ccollay  2247msnm 13°14'50.81"S 73°52'11.11"O ge Fre L11
Carranza Chuchon L12
Luis Isacc Gémez L13
5 Ayacucho La Mar Occuypuquio 2225 msnm 13°14'54.56"S 73°52'5.13"0 -~ L14
Carranza Gutiérrez L15
Luis Cesar Candia L16
6 Ayacucho La Mar Alfapampa 2249 msnm 13°15'15.36"S 73°52'21.28"0 - L17
Carranza Gutierrez L18
Luis . Erineo Candia L19
7 Ayacucho La Mar Carranza Occuypuquio 2296 msnm 13°14'41.31"S 73°52'23.97"0 Méndez Il:g(i
Luis Nazario Quispe L22
8 Ayacucho La Mar Alfapampa 2215 msnm 13°15'19.31"S 73°52'17.01"O . P L23
Carranza Limaco L24
o Ayacucho  LaMar |UiS  Neccepampa o gq o soggeers  73es2581n0  Urbano Candia o6
Y Carranza Cucho ' ’ Badajoz Lo7
10 Ayacucho  LaMar . -YiS Ccollay 2316 msnm 13°14'40.10"S 73°52'25.89"0  Scrapio Anyosa L28
Carranza Méndez

Nota. (*) L1-L28 representa los aislados obtenidos de las muestras colectadas del distrito de Luis Carranza.

41



2.3. Aislamiento del patdgeno

Los segmentos de tallos, ramas primarias, secundarias y terciarias recolectadas
pasaron por una serie de lavados (Anexo 3). La desinfeccidn se realizo teniendo en cuenta
lo recomendado por Rodriguez-Galvez et al. (2021) & Vicuiia (2023), las muestras se
cortaron en porciones con un area de 5 mm aproximadamente de la zona de avance del
sintoma (interfase entre tejido vegetal sano y enfermo), en el borde del tejido de la madera
necrosada utilizando una tijera de podar y un bisturi estéril; luego se realizd una
desinfeccion superficial para eliminar microorganismos y contaminantes externos
sumergiendo las muestras cortadas en porciones pequefias en alcohol de 70° por 2
minutos; enseguida se lavd dos veces con agua destilada estéril. Las porciones
desinfectadas se colocaron en papel toalla y se dejaron secar dentro de la camara de flujo
laminar. Posteriormente los trozos de madera se sembraron en medio Papa Dextrosa Agar
(PDA) modificado con 0.5 gr/L de tetraciclina con el fin de inhibir el crecimiento de
bacterias. En cada placa se coloco cinco porciones del tejido (en forma de cruz). Las
placas se incubaron a 27 °C por un periodo de 3 a 10 dias, en condiciones de oscuridad
para favorecer el crecimiento de los hongos. Una vez que se obtuvieron los crecimientos
de las colonias, se llevaron a cabo repiques sucesivos en placas petri con medio PDA.
Estos repiques consistieron en transferir fragmentos de los margenes del micelio hasta

obtener colonias puras (cultivo axénico).

2.4.  Preparacion de medio de cultivo especifico para estimular la esporulacién
Para estimular el desarrollo de estructuras reproductivas asexuales, se tomo en

cuenta lo sugerido por Vicufia (2023).

Los aislamientos puros de Lasiodiplodia spp. y Dotiorella spp. se sembraron
separadamente en placas con medio PDA modificados con 0.5 gr/L de tetraciclina y chips
de pino esterilizados. Tras incubar las placas a 27 °C durante cuatro dias, estas se
expusieron bajo luz fluorescente blanca a temperatura ambiente por cuatro semanas para
inducir la formacién de estructuras reproductivas asexuales. Luego de verificar la
produccion de picnidios (estructuras de reproduccion asexual), se extrajeron los cuerpos
fructiferos y se realizaron montajes en el microscopio; después para la caracterizacion se

realiz6 midiendo el ancho y largo de 100 conidios provenientes de un mismo picnidio.
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2.5. Conservacion de aislamientos
La conservacion de los cultivos axénicos, se realiz6 en tubos esterilizados con
medio PDA (tubo inclinado), estos se sellaron y se colocaron en racks, siendo

almacenados en la refrigeradora a una temperatura de 4°C.

2.6. Caracterizacion e identificacion morfoldgica de aislamientos

La caracterizacion morfologica de los aislamientos puros se realizd con el
proposito de identificar el género de los patdgenos. Este proceso involucrd varios pasos
y observaciones detalladas; para ello, se evalu6 el desarrollo de hongos en medio de
cultivo PDA. Se analizaron las caracteristicas macroscopicas como el color del micelio,
morfologia de las colonias a 27°C tras un periodo de incubacién que vario segun el tipo
de hongo; la presencia o ausencia de septos, la longitud y el ancho de 100 conidios, las
mediciones se realizaron utilizando un microscopio compuesto (Accu-Scope), también se
caracterizd la forma y color de los conidios (Anexo 3). El ratio de crecimiento de los
micelios se determinG teniendo en cuenta la siguiente formula: el promedio de
crecimiento es igual a incremento total (cm) entre tiempo total, expresando el resultado
en centimetros por dia (cm/dia). La medicién continu6 hasta que el micelio del hongo
cubrié por completo el medio de cultivo en la placa de petri. Por Gltimo, se identifico el
género taxondmico a partir de las caracteristicas microscopicas de las estructuras
vegetativas y reproductivas asexuales, basandose en publicaciones cientificas y las guias
de Barnett & Hunter (1972).

a. Lasiodiplodia spp.

Los parametros de caracterizacion, tanto macroscopica como microscopica,
fueron determinados de acuerdo con las descripciones de los resultados de los estudios
realizados por Picos-Mufioz et al. (2015), Vicuia (2023), Valle-De la Paz et al. (2019),
Ko et al. (2004), Li et al. (2013).

b. Dotiorella spp.

La caracterizacion macroscopica y microscopica se realizd siguiendo las
descripciones de los resultados de las claves taxondmicas de Barnett & Hunter (1972)
siguiendo las descripciones de los resultados de los estudios de Lawrence et al. (2017),
Wenjing et al. (2014), Véaczy et al. (2018).
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c. Pestaloptiosis spp.

Los resultados obtenidos en la caracterizacion macroscépica y microscépica
concuerdan con los hallazgos de diversos estudios realizados por autores como
Maharachchikumbura et al. (2014) Jeewon et al. (2003), Espinoza et al. (2008), Lin et al.
(2010) y la recomendacion de Valencia et al. (2011).

d. Colletotrichum spp.

La obtencidn de los parametros de caracterizacion, tanto a nivel macroscopico
como microscopico, se realizd conforme a las descripciones de los resultados de los
estudios de Trinidad-Angel et al. (2014), Valdes et al. (2003), Espinoza et al. (2008),
Sandoval et al. (2008), Qiao et al. (2021), Silva-Rojas & Avila-Quezada (2011).

e. Fusarium spp.

Los parametros de caracterizacion macroscépica y microscépica se establecieron
siguiendo las descripciones proporcionadas en los estudios de Leyva-Mir et al. (2017),
Hernandez et al. (2019), Olalde-Lira et al. (2008), Sandoval et al. (2020), Sarkhosh (2018)
y las recomendaciones de Leslie & Summerell. (2006).

2.7. Metodologia para la identificacion pre-molecular

Meétodos de extraccion de ADN

Las muestras se obtuvieron a partir de las colonias del patégeno (estructuras
fangicas) desarrolladas en placas a partir de la esporulacion en el medio de cultivo (PDA)

y se incubaron a 27°C durante 11 dias.

2.7.1. Protocolo CTAB
Doyle & Doyle (1990), modificado en el Laboratorio de Genética y Biotecnologia
Vegetal, E.P. Agronomia, Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga.
1. Se afiadié pequefios grumos de micelio en tubos Eppendorf de capacidad 1.5
ml utilizando un bisturi para el raspado, se moli6 con palillo esterilizado para
romper el micelio.
2. Se adiciond 700 pl de buffer 2X CTAB y 2 ul de beta-mercaptoetanol,
agitando la mezcla con un Vortéx. Las muestras se incubaron en un bafio maria
a 65 °C durante 45 minutos, agitando de manera suave los tubos cada 15

minutos. Después, se dejo la muestra a temperatura ambiente por 2 minutos.
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3. Se incorpor6 700 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) en cada tubo,
agitando de forma breve y lenta con el Vortéx para no dafiar el ADN del
micelio.

4. Se centrifugo6 a 14,000 rpm durante 5 minutos en una microcentrifuga. Luego,
se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf y se etiqueto. Es
importante tener cuidado para no arrastrar material de la interfase. El residuo
de cloroformo: alcohol isoamilico debe ser desechado en un recipiente
correctamente etiquetado.

5. Se afiadié 50ul de CTAB al 10%disuelto en 0.7 M NaCl; agitar suavemente
con el Vortéx, para asegurar una mezcla completa.

6. Realizar nuevamente los pasos 3y 4

7. Se incorpord un volumen equivalente de isopropanol frio (400 — 500 ul) en
cada tubo. Luego, se invirtieron los tubos varias veces y se dej6 -20 °C durante
15 minutos.

8. Se realiz6 una centrifugacion por 20 minutos a 14,000 rpm, 4 °C. Se eliming el
sobrenadante con cuidado para no perder el pellet de ADN. Luego, se invirtid
el tubo y se dejé secar al aire por 1 a 2 minutos.

9. El pellet de ADN se lavo con 1 ml de etanol al 70% durante 3 minutos y luego
se centrifugo a 14,000 rpm por 30 minutos a 4 °C. Se desechd el etanol con
precaucion y se lavé el pellet con 1 ml de etanol al 90%, centrifugando
nuevamente a 14,000 rpm durante 30 minutos.

10. Se disolvio el DNA en 150 ul de T10E1 por muestra, se adicion6 1 — 2 pl de

ARNasa 10 mg/ml (libre de ADNasa). La incubacion se realizd a 37 °C por
una hora.

11. Sealmacend a 4 °C (6 a -20 °C, para almacenamiento prolongado).

2.7.2. Protocolo Moller
Moller et al. (1992), modificado en el Laboratorio de Genética y Biotecnologia
Vegetal, E.P. Agronomia de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.
1. Se afadié pequefios grumos de micelio a un tubo Eppendorf de 1.5 ml
utilizando un bisturi para el raspado del micelio; se molié con perlitas.
2. Se afadio 500 pl de TES (Tris 100 mM, pH 8.0, EDTA 10 mM, SDS al 2 %);

se agrego 5 pl de proteinasa K de una solucion madre adecuada; incubar
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durante 30 minutos (minimo) hasta 1 hora entre 55 a 60 °C con mezclado suave
ocasional.

3. Modificar la concentracion de sal a 1.4 M mediante la adicion de 140 pl de
NaCl 5 M, afiadir 65 pul de CTAB al 10% (1/10 del volumen) e incubar a 65 °C
por 10 minutos.

4. Incorporar 1 volumen de SEVAG (equivalente a 700 ul), mezclar con cuidado,
incubar durante 30 minutos a 0 °C y luego centrifugar durante 10 minutos a 40
°C, rpMmax.

5. Se transfirid el sobrenadante a un tubo de 1.5 ml, se agreg6 225 pl 5M NH4Ac,
mezclar suavemente; colocar en hielo durante aproximadamente 30 minutos
(cuanto mas el mejor); se centrifugo a 4°C (20 minutos), rpMmax.

6. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo, se agregd 0.55 vol de
isopropanol (aproximadamente 510 pl) para la precipitacion del ADN. Se
centrifugd al instante durante 5 minutos rpm max. Si no aparecen los pellets de
ADN, es necesario poner las muestras en hielo antes de la centrifugacion por
un periodo de 15 a 30 minutos.

7. Se Aspir6 el sobrenadante y lavar el pellet dos veces con etanol frio al 70%,
centrifugar por 5 minutos a 4°C (12600 rpm), secar el pellet y disolverlo en

aproximadamente 50 pl TE.

2.7.3. Protocolo Lee y Taylor
Lee & Taylor (1990) modificado en el Laboratorio de Genética y Biotecnologia
Vegetal, E.P. Agronomia, Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.

1. Se colocé en un tubo Eppendorf de 1.5 ml de fondo cdnico una porcion de
micelio (20 a 60 mg) o micelio fresco (0.1 a 0.3 g humedo) y molerlo con
Nitrogeno liquido.

2. Se adiciond 400 ul buffer de lisis y agitar con vortéx para mezclar
homogéneamente. Si la mezcla es demasiado viscosa, adicionar buffer de lisis
(hasta 700 ul).

3. Se incubo a 65 °C por una hora.

4. Se adiciono 400 ul de Chloroformo: Fenol y agitar con el vortéx brevemente y
cuidadosamente. (si se utilizaron méas de 400 ul de buffer de lisis usado en el

paso 2, afiadir una cantidad igual de Cloroformo:Fenol ).
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5. Microcentrifugar a 10,000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente o
hasta que la fase acuosa (superior) sea transparente.

6. Se retird 300 a 350 ul de la fase acuosa que contiene el ADN a un nuevo tubo.
Cuidar de no tomar restos celulares de la interfase.

7. Se adicion6 10 ul de 3M NaOAc a la fase acuosa seguida por 0.54 volimenes
de isopropanol. Invertir suavemente para mezclar. Los codgulos de ADN que
precipitan pueden o no ser visibles dependiendo de la cantidad de material
inicial.

8. Microcentrifugar como en el paso 5, por 2 minutos a temperatura ambiente.
Eliminar el sobrenadante. Lavar el pellet una vez con etanol a 70%. Invertir los
tubos por 1 minuto y secarlos sobre el papel toalla.

9. Se coloco los tubos en camara de vacio y a temperatura de 50°C por 15 minutos
0 hasta que seque.

10. Resuspender el pellet en 100 a 500 ul TE (10 mM tris-HCL, 0.1 mM EDTA)
0 agua destilada. La cantidad de TE usada depende de la cantidad de ADN en
el pellet. Se requiere que la concentracion final de ADN esté en un rango de
0.1 a10 pg/pl.

2.7.4. Protocolo Ristaino
Ristaino et al. (1998), modificado por Laboratorio de Genética y Biotecnologia

Vegetal, E.P. Agronomia, Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga.

El ADN se extrajo del micelio congelado mediante un procedimiento CTAB
(bromuro de hexadeciltrimetilamonio).

1. El micelio congelado se coloco en tubos de 1.5 ul de capacidad, se incorporo
150 pl de tampon de extraccion (sorbitol 0.35 M, Tris 0.1 M, EDTA 0.005 M
[pH 7.5], bisulfito de sodio 0.02 M) y se agitaron los tubos.

2. Se anadi6 tampodn de lisis nuclear (150 pl) que contenia Tris 0.2 M, EDTA 0.05
M (pH 7.5), NaCl 2.0 My CTAB al 2 % (pH 7.5), seguido de 60 ul de Sarkosyl
al 5% (5 g de N- Lauroylsarcosine por 100 ml de H20), y los tubos se agitaron
y luego se incubaron a 65°C durante 15 a 30 minutos.

3. Se afadio cloroformo-alcohol isoamilico (mezcla en proporcién 24:1) (1
volumen) en cada tubo, después se mezclaron y centrifugaron durante 15

minutos a 13 000 rpm.
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La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo y se repitié la extraccion con
cloroformo.

El ADN se precipito durante la noche a -20 °C después de la adicion de 0.1
volumenes de acetato de sodio 3 M (pH 8.0) y 2 volumenes de etanol al 100 %
frio.

Se descarté el sobrenadante y los sedimentos se lavaron con etanol al 70 % y

luego se secaron mediante centrifugacion al vacio.

. E1 ADN se resuspendié en 100 ul de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0.1 mM [pH

8.0]) y luego se diluy6 1:100 para su uso en PCR en TE.

2.7.5. Protocolo Huanca-Mamani

Huanca-Mamani et al. (2014) modificado por Laboratorio de Genética y

Biotecnologia Vegetal, E.P. Agronomia, Universidad Nacional de San Cristobal de

Huamanga.

El procedimiento utilizado en la extraccién de ADN (Anexo 5) se explica a

continuacion:

1.

Se afiadi6 pequefios grumos de micelio a un tubo Eppendorf de 1.5 ml
utilizando un bisturi para el raspado de micelio; se moli6 con perlitas, se triturd

con Nitrogeno liquido para romper el micelio.

. Luego, se agreg6 500 pL de tampdn de lisis CTAB al 2 % (Tris-HCI 100 mM,

NaCl 1.4 M, PVP al 1 %, Na,EDTA 20 mM+ LiCl (0,2 % de CTAB). El pH
se ajustd a ~8, se molié nuevamente y se incubo a 65 °C durante al menos 30
minutos.

La mezcla se centrifugd a 10.000 rpm durante 5 minutos a una temperatura de
4°C. El sobrenadante se transfiere a un tubo nuevo y se afiadié un volumen
igual (500 ul) de cloroformo-isoamilalchol (24: 1 vol/vol).

Luego, se volted suavemente varias veces y se centrifug6 a 12000 rpm durante
10 minutos a temperatura ambiente.

La fase superior se transfirio a un tubo nuevo. Se afiade 10 gotas (200 ul
aproximadamente) de isopropanol frio (—20 °C) para precipitar el ADN
(opcional, almacenar la mezcla a —20 °C durante 30 minutos).

La muestra se precipité a 12.073,6 g (12000 rpm) durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se elimina el sobrenadante y se afiade la muestra 500

pL de etanol al 70% (4 °C) y se centrifug6 a 12000 rpm durante 5 minutos.
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2.8.

7.

Se descarta el sobrenadante y se seca el sedimento a temperatura ambiente
(TA). El sedimento se disolvio en 50 uL de TE y la solucién de ADN se

almacen6 a -20 °C.

Evaluacién de la calidad de ADN

2.8.1. Por espectrofotometria

Se evaluo la concentracion de ADN mediante el valor de absorbancia de 260 nm.,

mientras que la pureza se determiné a través de la razon ADN/proteinas a 280 nm. De

acuerdo con Bancoadn (2020), se considera que el ADN es de calidad cuando la relacion
A260/A280 esté entre 1.8 y 2.0.

Se presenta el protocolo estandarizado que se realizd en el Laboratorio de

Genética y Biotecnologia Vegetal de la E. P. Agronomia

2.8.2.

1.

3.

Inicialmente, el sedimento de ADN extraido se disolvio en 50 puL de T1oE1,

para asegurar una disolucién completa.

. Para el blanqueo, se usaron 1.5 pL de T10EL, y se tomo la misma cantidad de

ADN disuelto para realizar la lectura en el espectrofotdbmetro Antes de cada
lectura las muestras se homogeneizaron mediante un suave movimiento. Es
importante destacar que el blanco se prepard con la misma solucién utilizada
para disolver el pellet de ADN.

Finalmente, se procedio a realizar la medicion de la concentracion de ADN en
ng/uL. Esta concentracion sera ajustada para el ADN molde, que se utilizara
en la amplificacion por PCR.

Por densitometria (electroforesis)

El siguiente protocolo fue utilizado para evaluar la integridad y calidad del ADN:

1.

Se prepar6 gel de agarosa al 2.0 % utilizando 90mL de buffer TBE 1X y
afiadiendo 2 pL de Bromuro de Etidio.

. El gel preparado se vertié en la cubeta con peine y se dejé solidificar.

. Seguidamente se transfirio gel endurecido en la cAmara de electroforesis; para

cubrir completamente el gel se llend con buffer de corrida TBE 1X, luego se
removio el peine para permitir el acceso a los pocillos.

El Cocktail-Mix para la corrida se prepard con 2 uL de agua libre de nucleasas
(NFW), 1 pL de loading 6X y 3 pL de ADN de la muestra, para obtener un
volumen final de 6 pL.
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5. Se sirvio el mix en el orden adecuado en los pocillos de gel segun el orden
adecuado, después se corrio en electroforesis a 90 voltios por lhora y 45
minutos, posteriormente se visualizo en el transluminador UV la integridad del

ADN y por ultimo se capturo la imagen del gel para su verificacion.

29. PrePCR

a. Homogenizacion de la concentracion de ADN

El proceso comenzd homogenizando las concentraciones de ADN extraido a una
concentracion de trabajo (ADN molde) de 15 ng/uL; utilizando agua libre de nucleasas
(NFW). Los valores de concentracion inicial se obtuvieron mediante espectrofotometria,

expresados en nanogramos por microlitro (ng/uL.).

b. Preparacion de la mezcla Master Mix

La preparacion de la mezcla maestra (master mix) se llevo a cabo para el marcador
molecular ITS 1-4. La tabla 2.8 muestra la composicién de esta mezcla para cuatro
reacciones. El proceso comenzo con el céalculo de las cantidades para una Unica reaccion
(1Rxx), que luego se multiplicaron por el nimero total de reacciones requeridas. Este
total comprendia las tres muestras mas una reaccion extra para cubrir las pérdidas
ocasionadas por el contacto con las puntas de las micropipetas, sumando un total de cuatro

reacciones.

Tabla 2.8

Mezcla de Master mix para amplificacion en PCR, para 4 reacciones.

Volumen Volumen

Reactivos 0° [f IRx(UL) 4 Rx(uL)
NFW 14.3 57.2
buffer 5X 5X 1X 5.0 20.0
MgCI2 25mM 2mM 2.0 8.0
dNTPs 10mM 0.2mM 0.5 2.0
rward (ITS 1) 10uM 1pM/uL 0.5 2.0
Reverse (ITS 4) 10uM 1pM/uL 0.5 2.0
Tag DNA polimerasa 5U/uL 0.025U/uL 0.2 0.8
DNA molde X 15ng/ul 2.0 ™
volumen total 25.0 uL 92.0uL

Nota. (*) Se afiadié 4.0 uL de ADN molde, a cada muestra de forma independientemente al realizar la

amplificacion por PCR. 1Rxx: 1 reaccion, 4 Rxx: 4 reacciones.
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2.10. PCR (Reaccién en cadena de polimerasa)

Para el marcador molecular ITS1-4, se realizd la técnica de PCR, tomando en
consideracion las longitudes de los cebadores expresadas en pares de bases (tabla 2.9). El
El perfil térmico empleado se estructurd de la siguiente manera: desnaturalizacion a 94
°C durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos que incluian desnaturalizacion a 94 °C por 1
minuto, hibridacion a 58.1 °C por 1 minuto, y extension a 73.1 °C por 1 minuto,
finalizando con una extension a 74 °C durante 7 minutos. El termociclador empleado fue

un Eppendorf pro S.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ejecutd con primers disefiados

para amplificar la region ITS (Espacio Transcrito Interno)

Los cebadores utilizados en el estudio (Toju et al. 2012) son:

Tabla 2.9
Secuencias del cebador ITS en direccion 5°-3°
Region  Nombre del primer Secuencia (5" a 3") Fuente
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG Toju, 2012
'S ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Toju, 2012

2.11. Post PCR
a. Preparacion del gel de agarosa
Los productos PCR fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa

horizontal al 1.8%.

b. Preparacion del mix de carga

Se elaboré un mix de corrida que consistié en 3 pL de producto PCR, 1 uL de
loading 6X y 2 uL. de NFW, sumando un total de 6 pL. Por otro lado, el marcador de peso
molecular (Gen ruler) se prepard siguiendo las instrucciones del fabricante: 4 uL. de NFW,
1 uL de DNA ladder y 1 uL de DNA loading 6X. Estos marcadores, que son fragmentos
de ADN de tamafios ya conocidos, se cargaron en el gel de agarosa junto con las muestras
durante la electroforesis, funcionando como referencia para determinar el tamario de los
fragmentos de ADN amplificados por PCR. La tension de corrida fue de 90V (4V/cm)
durante 2h con 30 minutos en 90 ml de TBE (Anexo 6).
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c. Visualizacion de las bandas
Se visualizé en el transluminador UV star 312 nm, la integridad del ADN, luego

se tom¢ captura a la imagen del gel para su verificacion.

d. Comparacion con marcadores de peso molecular
Se comparan las bandas con el marcador de peso molecular para determinar sus
tamanos, al comparar la migracion de las bandas de la muestra con las bandas de los

marcadores, se determiné el tamafio aproximado de los fragmentos.

2.12. Prueba de patogenicidad
Para realizar la prueba de patogenicidad se tomd en cuenta lo mencionado por
Vicuha (2023).

a. Preparacion del inoculo

Las cepas puras mantenidas en conservacion fueron reactivadas utilizando medio
PDA en placas de Petri, incubandose a una temperatura de 27°C por 10 dias. Antes de
realizar las inoculaciones los plantones fueron sometidos a estrés hidrico, es decir, se

mantuvieron sin riego por 12 dias.

b. Inoculacion

Se inocularon 18 plantones de palto de un afio de edad los cuales estaban
injertados con la variedad Hass. Cada tratamiento se realiz6 con tres repeticiones tanto
para Lasiodiplodia spp., Dotiorella spp., Pestalotiopsis spp., Colletotrichum spp, y dos
cepas de Fusarium spp; 12 dias después de la inoculacion se rego a los plantones para
activar las defensas de éstas. Para llevar a cabo la inoculacion, se realizé una herida
utilizando un sacabocado esterilizado (Anexo 4), luego se colocé un disco circular de agar
colonizado por el hongo de estudio, con un didmetro aproximado de 5mm, similar al del
sacabocado empleado. Se envolvié con algodon estéril el area inoculada y este se
humedecid con agua estéril, el procedimiento finalizé sellando todo con una capa de

Parafilm.

c. Evaluaciones
Durante 30 dias, los plantones se mantuvieron en el laboratorio bajo condiciones

ambientales no controladas. En este periodo, se evalud la aparicion de sintomas, que
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progresaron desde pequefias manchas superficiales en las proximidades de la herida de
inoculacion hasta el desarrollo de cancros hundidos (Anexo 4). Tras la inoculacién, las
plantas se mantuvieron sin riego durante tres dias, restableciendo posteriormente un
régimen de riego interdiario adaptado al consumo hidrico individual. Para analizar la
progresion interna de la pudricién, se practico un corte transversal en el tallo utilizando

un bisturi, lo que permitio observar el avance del area necrdtica.

2.13. Porcentaje de incidencia
Es la proporcion de plantas en una poblacion que estan infectadas por un patégeno.
Este porcentaje se calcul6 dividiendo el numero de plantas infectadas, por el nimero total

de plantas evaluadas y multiplicando el resultado por 100 (Agrios, 2005).

Numero de plantas infectadas
Incidencia = X100

Niimero total de plantas evaluadas
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CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Identificacion de las caracteristicas morfoldgicas
3.1.1. Lasiodiplodia spp.

Al observar las caracteristicas macroscopicas de los aislamientos de Lasiodiplodia
spp., reveld la formacion de micelio denso que al principio fue de color blanco
gradualmente fue adquiriendo tonalidades que se iban tornando de gris olivo a gris oscuro
(figura 3.1a-b), las colonias llenaron la placa en 4 dias, con un ratio de crecimiento
promedio de 2.98 cm/dia a una temperatura de 27°C. A partir de las caracteristicas
microscopicas, se observaron en las colonias la formacion de masas estromaticas grises,
(figura 3.1b-c) las cuales que al ser examinadas bajo microscopio revelaron que
albergaban diversas picnidias de pared color marrén oscuro a negro (figura 3.1d-e) con
tamafios promedios de 200.66 x156.36 um. Las células conidiogénicas y paréafisas no se
evidenciaron. Las conidias presentan una formacion acrégena, con una forma que varian
de subovoide a elipsoidal, un apice redondeado y una base ligeramente truncada, al
principio es hialina y aseptada, pero luego se torna marrén oscuro, debido al dep6sito de
melanina. Tienen un septo al centro, al madurar, muestran estrias de forma longitudinal
en la superficie (figura 3.2) tal como lo mencionan Vicufia (2023) , Phillips et al. (2013),
Picos-Mufioz et al. (2015) y Valle-De la Paz et al. (2019).

El tamafio de las conidias promedio es de 27.05 x 16.02 um que coincide con lo
mencionado por Vicufia (2023) cuyo promedio reportado fue de 12 -16 x 23 - 31um,
asimismo Ko et al. (2004) expresan que el promedio de las mediciones fue de (20 - 32 x

12 - 16) um, Li et al. (2013) afiaden que los conidios son ovoides a alargados.



Figura 3.1

Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de Lasiodiplodia spp.

Nota. (*) Identificacion del hongo A. Crecimiento de Lasiodiplodia spp. en placa 4 DDS, con un micelio blanquecino. B-C. Placa de
Lasiodiplodia spp. mostrando la formacion de masas estromaticas 15DDS. D-E. Observacion de picnidias al microscopio. F. Conidios.
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Figura 3.2

Conidias de Lasiodiplodia spp.

Nota. (*) A- Conidias inmaduras hialinas en formacién de septo. B- C. Conidias maduras pigmentadas con septacion y estriaciones
longitudinales de Lasiodiplodia spp.

3.1.2. Dotiorella spp.

El andlisis macroscopico de las colonias de Dotiorella spp. cultivadas revelo la
presencia de un micelio denso, que en sus etapas iniciales exhibid una coloracion olivacea
en el centro de la colonia y blancas en los bordes, que luego se torn6 olivacea (Figura
3.3a), las colonias llenaron la placa en 8 dias, con ritmo promedio de crecimiento de 2.29
cm/dia, a una temperatura de 27°C; tornandose de color gris olivaceo palido a negro
olivaceo (figura 3.3b) después de unos dias; la presencia de parafisas y ostiolos no se
observaron. La observacion de las caracteristicas microscopicas de Dotiorella spp.
permiti6 identificar las colonias la formacién de picnidios oscuros, globosos que miden
en promedio 172.02 x 131.15 um (figura 3.3c-d), éstos estan agrupados en un estroma
bien desarrollado, el estroma es subcortical; los conidiéforos son simples y cortos de
acuerdo a Barnett & Hunter (1972) y también mencionado por Lawrence et al. (2017).

Inicialmente, los conidios de Dothiorella spp. son hialinos de paredes finas, con
formas que van de oblongas a elipticas. Luego, sus paredes se engrosan, se vuelven
marrones y desarrollan un tabique central grueso (figura 3.3e-f); como lo indican Wenjing
et al. (2014).

El tamafo de las conidias promedio fue de 22.49 x 8.46 um, coincide con lo
mencionado por V4czy et al. (2018) cuyo promedio reportado fue de 20-26 x 8-10 pm;
asimismo, Lawrence et al. (2017) expresan que el promedio de las mediciones fue de
19.4-24.3 x 8.7-11.6 pm.
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Figura 3.3

Caracteristicas macroscdpicas y microscépicas de Dotiorella spp.

Notas. (*) Identificacion del hongo A. crecimiento de Dotiorella spp. en placa 6 DDS. B. Placa de Dotiorella spp. con formacion de
masas estrométicas 20 DDS. C-D. Picnidia observada al microscopio. E- F. Conidios septados de Dotiorella spp.
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Figura 3.4

Conidias de Dotiorella spp.

Nota. (*) Conidias maduras pigmentadas Dotiorella spp., de color marrén y forman un tabique central grueso, las conidias son de
forma oblongas a elipticas.

3.1.3. Pestalotiopsis spp.

Al examinar las propiedades macroscopicas, se constatd que las colonias
obtenidas de Pestalotiopsis spp. se distinguian por la formacion de un micelio de aspecto
algodonoso. La colonia fue de color blanco (figura 3.5 a-b), la presencia de acérvulos
negro brillante fue abundante en los aislados (figura 3.5 ¢). Las colonias llenaron la placa
en 1ldias, con un ratio promedio de crecimiento del micelio de 3.01 cm/dia a una
temperatura de 27°C. El resultado de la caracterizacion morfolégica microscopica se
reporta de acuerdo a su media muestral. Pestalotiopsis spp. presenta especies con conidios
de 5 células, se caracteriza por presentar conidios con tres células medias pigmentadas,
mientras las células de los extremos son hialinas, los conidios poseen ornamentaciones
apicales y basales; la forma de los conidios oscila entre curvado y recto, presentan 5
células, 2 hialinas en los extremos y 3 versicoloras en el centro (figura 3.6) coincide con

los resultados mostrados en la investigacion de Maharachchikumbura et al. (2011).

El tamafio de las conidias promedio fue de 27.54 x 5.89 um; coincide con lo
reportado por Espinoza et al. (2008), quien sefiala que el promedio de las mediciones de
las conidias es de 22.7 +2.3a27.0x25umy 7,4 £0.3a9.3 £ 0.7 um de ancho; Lin et
al. (2018) mencionan que el promedio de las mediciones de 100 conidias fue de 5.4 - 9.6
x 18.2 - 25.6 um , asimismo Valencia et al. (2011), indica que el promedio reportado fue
de 22.2 - 30.4 x 6.3 - 9.8 um; ademas resalta que las células apicales y basales eran

incoloras, mientras que las tres células medianas eran de color marrén oscuro. Los
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conidios tenian un apéndice basal y de dos a cuatro apendices apicales largos, el cual esta
en concordancia con lo sefialado en esta investigacion, donde se muestra que el nimero
de ornamentaciones apicales es de 3 a 4, el numero de ornamentaciones basales es de 1;

la longitud de las ornamentaciones apicales mide en promedio 15.75, 15.36 y 14.71 um.

Figura 3.5

Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de Pestaloptiosis spp.
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Figura 3.6

Conidias de Pestalotiopsis spp.

Nota. (*) Conidias maduras de Pestalotiopsis spp. pigmentadas con septacion, presentan 5 células, 2 hialinas en los extremos y 3
versicoloras en el centro. La forma de los conidios oscila entre curvado y recto.

3.1.4. Colletotrichum spp.

Las colonias de Colletotrichum spp. exhibieron, mediante observacién
macroscopica, la formacién de micelio harinoso (abundante y superficial) que al principio
tenian un color blanco y gradualmente se volvia crema con centro color naranja, (figura
3.7 a) coincide con lo mencionado por Valdés et al. (2017) y Trinidad-Angel et al. (2017);
las masas conidiales fueron abundante, salmén y negras con una distribucién aleatoria, se
aprecian cirros cremosos de color naranja. Las colonias llenaron la placa en 11 dias, con

un ratio promedio de crecimiento de 2.63 cm/dia a una temperatura de 27°C.

Mediante la observacion microscépica, se pudo evidenciar la presencia de cuerpos
irregulares con setas escasas rectas (figura 3.7 b) coincide con lo expresado por Barnett
& Hunter (1972) quienes menciona que colletotrichum spp. presenta estructuras en forma
de disco llamadas arcérvulos, que son cubiertas de una sustancia cerosa, subepidérmicos,
a menudo tienen espinas oscuras; las conidias eran de forma cilindrico hialino con
extremos redondeados (figura 3.7 c-d) concuerda con lo mencionado por (Sandoval et al.,
2008), las mediciones de las conidias en promedio fue de 15.16 x 5.90 um coincide con
lo expresado por Silva-Rojas & Avila-Quezada (2011), quienes sustentan el promedio
oscila entre 13.5-23.8 u m de largo y 4.3-6.8 pm de ancho; asimismo Qiao et al. (2021)
expresan que el promedio es de 12.2-17.1 pm x 4.2-6.4 um.
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Figura 3.7

Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de Colletotrichum spp.

Nota. (*) Identificacién del hongo A. crecimiento de colletotrichum spp. en placa 11 dds, micelio harinoso (abundante y superficial),
color crema con centro color naranja. B. Formacion de setas rectas C-D. Conidias observadas al microscopio, forma cilindrica.
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Figura 3.8

Conidias de Colletotrichum spp.

Nota. (*) Conidias hialinas de Colletotrichum spp. de forma cilindrico con extremos redondeados.

3.1.5. Fusarium spp.

Cepa 1. Fusarium spp.

La observacion de las caracteristicas macroscépicas, evidencidé que las colonias
de Fusarium spp. obtenidas formaron un micelio denso que inicialmente fue de color
blanco y luego se iba tornando crema, un patron de crecimiento radial, (figura 3.9 a-b)
corresponde con lo expresado por Leslie & Summerell. (2006) y Hernandez et al. (2019).
Las colonias llenaron la placa en 10 dias, con ritmo de crecimiento promedio de 2.53

cm/dia a una temperatura de 27°C.

Basado en las caracteristicas microscopicas, se constatd la presencia de
macroconidios, en las colonias ausencia de microconidias y clamidosporas, lo cual fue
confirmado en un analisis microscopico subsecuente, puso de manifiesto que las
macroconidios oscilan entre relativamente anchos, rectas a ligeramente curvadas, con
paredes delgadas (figura 3.9 c-d), el tamafio de las conidias promedio fue de 41.10 x 5.07
um con 3 a 4 septos, célula apical redondeada y célula basal en forma de pie, abundante
en esporodoquios, coincide con lo expresado por Leyva-Mir et al. (2017) quienes reportan
que el promedio que obtuvieron fue de 22-48 x 2.5-4.2 um, con paredes delgadas ;
asimismo Sarkhosh et al. (2018) mencionan que el promedio obtenido fue de 24.5-
35.3%4.1-5.4 pym. Todas las caracteristicas observadas en microscopia de luz fueron
consistentes con las reportadas por Leslie & Summerell (2006) para Fusarium Solani
quienes afiaden que los conidios pueden tener de 3-7 septos.
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Figura 3.9

Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de Fusarium spp

Nota. (*) Identificacion del hongo A-B. Crecimiento de Fusarium spp. en placa 10 DDS y medicién de ritmo de crecimiento del
micelio. El micelio blanquecino se iba tornando crema. C-D. Observaciones microscopicas de las conidias de Fusarium spp.
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Figura 3.10

Conidias de Fusarium spp.

Nota. (*) Medicion y observaciones microscdpicas de las conidias de Fusarium spp. que son relativamente anchos, rectas a
ligeramente curvadas, con paredes delgadas.

Cepa 2. Fusarium spp.

Las colonias de Fusarium spp. presentaron caracteristicas macroscopicas que
incluian un micelio algodonoso, el cual inicialmente era de color parpura que fue
tornandose violeta, (Figura 3.11 a-b) con una apariencia de amarillo a naranja cuando se
cultiva en PDA coincide con lo expuesto por (Leslie & Summerell., 2006) y Hernandez
et al. (2019) para Fusarium oxysporum. Las colonias llenaron la placa en 6 dias, con un

ratio de crecimiento promedio de 2.77 cm/dia a una temperatura de 27°C.

Con base en las caracteristicas y observaciones microscopicas, se identificd en las
colonias la presencia de macronidios, ausencia de microconidias y clamidosporas, la
subsiguiente observacion bajo el microscopio demostrd que las macroconidios son
ligeramente rectos, curvadas, relativamente esbeltas y de paredes delgadas (Figura 3.11
c-d). El tamafio de las conidias promedio fue de 41.30 x 4.16 pum, con 4-5 septos, células
apicales: conicas y curvadas, a veces con un ligero gancho y células basales de forma
puntiaguda a pie, coincide con lo expresado por Leyva-Mir et al. (2017) quienes reportan
que el promedio que obtuvieron fue de 22 - 48 x 2.5 — 4.2 um, con paredes delgadas, con
5 0 6 septos.
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Figura 3.11

Caracteristicas macroscépicas y microscépicas de Fusarium spp.

Nota. (*) Identificacion del hongo A-B. Muestra el crecimiento de Fusarium spp. en placa 6 DDS, micelio inicialmente de color
purpura que se iba tornando violeta. C-D. Conidios observados al microscopio.
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Figura 3.12

Conidias de Fusarium spp.

Nota. (*). Conidias maduras de Fusarium spp. con septacion y son rectas o ligeramente curvadas; células apicales conicas con ligera
forma de gancho y células basales en forma puntiaguda.

3.1.6. Numero de aislamientos caracterizados por zonas

De las 50 muestras colectas de campo de los distritos de Tambo, San Miguel,
Patibamba, Ninabamba, chilcas y Luis Carranza pertenecientes a la provincia de La Mar,
se obtuvo 124 aislamientos puros. Teniendo en cuenta las caracteristicas morfologicas y
culturales se obtuvo 14 aislamientos similares a Lasiodiplodia spp., 3 aislamientos
similares a Dotiorella spp., 3 asilamientos similares a Pestalotiopsis spp., 5 aislamientos

similares a Colletotrichum spp y 8 asilamientos similares a Fusarium spp.
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Tabla 3.1

Geéneros identificados morfoldégicamente del total de asilamientos obtenidos en las zonas

muestreadas de la provincia de La Mar.

Distrito Géneros identificados N° aislamientos Cddigo (aislado)
Tambo Colletotrichum spp. 1 T1
Fusarium spp. 1 T14
San Miguel Pestal-otiopsis spp. 1 M17
Fusarium spp. 3 M3, M5, M8
Patibamba Lasiodiplodia spp. 2 P10, P13
Dotiorella spp. 1 P11
Fusarium spp. 3 P1, P3, P6
Ninabamba Lasiodiplodia spp. 6 N1, N8, N15, N17, N18, N27
Dothiorella spp. 1 N2
Pestalotiopsis spp. 1 N3
Colletotrichum spp. 3 N4, N6
Fusarium spp. 1 N5
Chilcas Lasiodiplodia spp. 1 C18
Pestalotiopsis spp. 1 C17
Luis Carranza Lasiodiplodia spp. 5 L6, L7,L11,L12, 113
Dotiorella spp. 1 L10
Colletotrichum spp. 1 L24

3.1.7. Distribucion de los géneros en las zonas muestreadas

El porcentaje de representacion de cada genero identificado en relacion a las 50

muestras totales (figura 3.13) obtenidas de los distritos de Tambo, San Miguel,

Patibamba, Ninabamba, chilcas y Luis Carranza, provincia de La Mar, region Ayacucho;

indican la predominancia de los aislamientos patogénicos que han sido identificados

como Lasiodiplodia spp. (43%) con 14 aislamientos, seguido de Fusarium spp. (24%),

con 8 aislamientos, Colletotrichum spp. (15 %) con 5 aislamientos, Dotiorella spp. (15%)

con 3 aislamientos y finalmente Pestaloptiopsis spp. (15 %). con 3 aislamientos.
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Figura 3.13

Porcentaje de participacion de los géneros patogénicos

AISLAMIENTOS PATOGENICOS DE LA PROVINCIA
LA MAR

Fusarium spp.
24%

Lasiodiplodia

spp.
43%

Dothiorella spp.
9%

Notas. (*) Porcentaje de participacion de los géneros Lasiodiplodia spp., Dotiorella spp., Pestalotiopsis spp., a Colletotrichum spp. y
Fusarium spp. con respecto al total de muestras patogénicas obtenidas.
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Tabla 3.2
Resumen de principales caracteristicas macroscdpicas y microscépicos de aislamientos patogénicos que causan dafios en tallos de palto (Persea Americana
Mill).

Ratio de )
] ) N° de Largo Ancho N° o o Tipo de o
Aislamiento o Forma de la conidia crecimiento o Color de micelio
mediciones (um) (um) septos ] micelio
(cm/dia)
Lasiodiplodia spp. X =100 27.05 16.02 1 Subovoide - Elipsoidal 2.98 Denso Gris olivo - Negro
. = . Gris olivaceo -
Dotiorella spp. X =100 2249 8.46 1 Oblonga - Eliptica 2.29 Denso o
Negro olivaceo
Pestalotiopsis spp. X =100 2754 5.89 4 Ligeramente Curvado - Recto 3.01 Algodonoso  Blanco
Harinoso
Colletotrichumspp. X =100 15.16 5.90 0 Cilindrica 2.63 (abundantey  Blanco-crema
superficial)

Rectas o ligeramente curvadas:
Fusarium spp. X=100 411 5.07 4 Célula apical redondeada y 2.53 Denso Blanco-crema

celula basal en forma de pie

Rectas o ligeramente curvadas:

Células apicales conicas con )

] _ ] Aéreo ) ]
Fusarium spp. X =100 413 4.16 5 ligera forma de gancho y 2.77 Parpura-Violeta
Algodonoso

células basales en forma

puntiaguda
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Figura 3.14

Comparacion del ratio de crecimiento de los aislamientos

—@— Lasiodiplodia spp. —@—Dotiorella spp. —&— Colletotrichum spp.
Pestalotiopsis spp. —®=— Fusarium spp. (1) —@— Fusarium spp. (2)
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Se muestra la comparacion de medias de la ratio de crecimiento de los micelios
en los diferentes géneros identificados. Este andlisis revela que Pestalotiopsis spp. exibio
la mayor ratio de crecimiento con 3.01 cm/dia, Colletotrichum spp. con 2.63 cm/dia,
seguido de la cepa 2 de Fusarium spp. 2.77 cm/dia, Lasiodiplodia spp. con 2.98 cm/dia,
Dotiorella spp. con 2.29 cm/dia y la cepa 1 de Fusarium spp. con 2.53 cm/dia.

3.2. Resultados de la estandarizacion para la extraccion de ADN de hongos

En las figuras 3.15, 3.16, 3.17, 3.18 y 3.19 se presenta la fotodocumentacion de
ADN extraido de hongos que causan dafios en tallos de palto segun el protocolo CETAB,
Moller, Taylor, Ristaino y Huanca-Mamani respectivamente. El protocolo de Huanca -

Mamani demostro ser mas eficaz, debido a la mejor calidad y cantidad de ADN obtenido.

Protocolo CETAB
Figura 3.15

Fotodocumentacion de ADN extraido con el protocolo CETAB

Nota. (*) Muestras de ADN extraido de hongos que causan dafios en tallos de palto en gel de agarosa al 1%, corrida de gel 90 voltios
durante 50 minutos. 1-16: muestras de ADN extraido de hongos de tallo de palto, 17: muestra de ADN de hojas de papa (control
positivo), M18: control negativo (NFW).
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Protocolo Méller
Figura 3.16

Fotodocumentacién de ADN extraido con el protocolo Méller

Nota. (*). Muestras del 1 al 10 pertenecen a hongos que causan dafios en tallos de palto,
estas fueron diluidas en 200 ml de TE. La corrida se realiz6 en gel de agarosa (1 %) a 90
voltios por 40 minutos. Se utilizd perlitas para moler todas las muestras.

Protocolo Taylor
Figura 3.17

Fotodocumentacion de ADN extraido con el protocolo Taylor.

1 2 3 4 5 6 7 8

L —

Nota. (*) Las muestras de ADN extraidas del 1 al 8 corresponde a hongos que causan dafios
en tallos de palto. La corrida se realiz6 en gel de agarosa (1 %) a 90 voltios por 40 minutos.
Se utilizo perlitas para moler en todas las muestras.

Protocolo Ristaino
Figura 3.18
Fotodocumentacién de ADN extraido con el protocolo Ristaino.

Nota. (*) Las muestras de ADN extraidas del 1 al 11 corresponde a hongos que causan dafios
en tallos de palto. La corrida se realizd en gel de agarosa (1 %) a 90 voltios por 40 minutos.
Se utilizo perlitas para moler en todas las muestras.
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Protocolo Huanca-Mamani

Los aislamientos de Lasiodiplodia spp., Dotiorella spp., Pestalotiopsis spp.,
Colletotrichum spp. y Fusarium spp. fueron sometidos a un proceso de extraccion de
ADN. La eficacia del procedimiento se verificd mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1.8%. Este método demostrd ser mas practico y eficiente que otros, logrando extraer
ADN de alta calidad y en cantidades suficientes para todos los aislamientos estudiados.

Figura 3.19
Fotodocumentacion de ADN extraido con el protocolo de Huanca-Mamani.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

-— - -—

Nota. (*) Las muestras de ADN extraidas del 1 al 18 corresponde a hongos que causan dafios en tallos de palto. La foto documentacién
de ADN pertenecen a 5 géneros con 3 repeticiones, x: control (blanco).

En la figura 3.19 se muestra lo siguiente:

e 1,6,7,13 (Aislamientos de Lasiodiplodia spp.)
e 2,8, 14 (Aislamientos s de Dotiorella spp.)

e 3,9, 15 (Aislamientos de Pestalotiopsis spp.)

e 4,10, 16 (Aislamientos de Colletotrichum spp.)
e 18, 12 (Aislamientos de Fusarium spp.)

e X (blanco)

La corrida se realizo en gel de agarosa de 2 % a 90 voltios por 1H y 45 minutos.

3.3.  Resultados de la cuantificacion de ADN mediante Espectofometria

En la figura 3.19 se presenta los resultadlos de la calidad de ADN extraido en 18
aislamientos de hongos que causan dafios en tallos de palto, teniendo presente a los
géneros: Lasiodiplodia spp., Dotiorella spp., Pestalotiopsis spp., Colletotrichum spp. y

Fusarium spp.; luego de ser analizados mediante espectrofotometria y electroforesis
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horizontal en gel de agarosa. Se reporta una concentracion de ADN en promedio de
183.27 ng/uL y la calidad en base a la absorbancia (absorbancia A260/A280) en un
promedio de 2.0.

Tabla 3.3
Cuantificacion de ADN mediante Espectofometria
Género Carril Muestra Absorbancia Cantidad
A260/A280 (ng/ul)

1 N1A 2.02 132

Lasiodiplodia spp. 2 N1B 2.14 270.2
3 N1C 1.91 147
4 N2A 1.55 79.8

Dotiorella spp. 5 N2B 1.88 311
6 N2C 1.69 85.3
7 N3A 2.23 525

Pestaloptiosis spp. 8 N3B 2.28 254.8
9 N3C 1.49 25.7
10 N4A 2.11 404.3

Colletotrichum spp. 11 N4B 2.02 233.3
12 N4C 2.24 505.5
13 N5A 2.30 110.23

Fusarium spp. 14 N5B 2.17 77.3
15 N5C 221 60.06
16 T1A 1.59 24.1

Fusarium spp. 17 T1B 1.69 37.9
18 TiC 2.05 139.6
19 blanco

Nota. (*). Las muestras de ADN extraidas del 1 al 18 corresponde a hongos que causan dafios en tallos de palto. N1LA-N1B-N1C-
T1C: Muestras de Lasiodiplodia spp. con 4 repeticiones. N2A-N2B-N2C: Muestras de Dotiorella spp. con 3 repeticiones. N3A-N3B-
N3C: Muestras de Pestalotiopsis spp. con 3 repeticiones. N4A-N4B-N4C: Muestras de Colletotrichum spp. con 3 repeticiones.N5A-
N5B-N5C: Muestras de cepa 1 de Fusarium spp. con 3 repeticiones. TLA-T1B: Muestras de cepa 2 de Fusarium spp. con 2
repeticiones. La foto documentacion de ADN pertenecen a 5 géneros con 3 repeticiones, x: control (blanco).

3.4. Resultados de la estandarizacién del pre-PCR con marcadores moleculares
de genes ITS del ADN ribosomal

3.4.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Para validar la efectividad del perfil térmico y la composicion de la mezcla de

PCR, se amplificé la region ITS empleando los cebadores:
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- ITS15 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3
- ITS45 TCCTC CGCTTATTGATATGC ¥

En la figura 3.20 muestra los productos de PCR empleando los cebadores ITS1/
ITS4 en la amplificacion correspondiente, ofrecieron como resultado la amplificacion de
fragmentos de ADN de 540 pb y 550 pb, obtenido a partir de ADN extraido de los

micelios fangicos de las muestras.

Figura 3.20

Productos de PCR amplificados para la region ITS.

600 pb
- 500 pb

[PI]]
NV
&3
‘0
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Nota. (*). Las figuras muestran las bandas amplificadas (540pb-550pb) que corresponde al gen ITS del ADN ribosomal,
para diferentes géneros que causan dafios en tallos de palto, 4: Blanco. MP: marcador de peso molecular de 100pb -1000pb.
La corrida se realiz6 en gel de agarosa (1.8 %) en 90ml de TE por 2h con 30 minutos.

La banda obtenida es universal, los hongos analizados con los primers ITS1 y
ITS4 muestran una sefial dentro de ese rango de pares de bases. Esto confirma la
funcionalidad del protocolo de PCR, pero no proporciona detalles sobre el género, ya que
representa un amplicon generado a partir de muestras in vitro de hongos de madera del

palto con secuencias especificas para esos géneros.

Flores et al. (2021) reportan que, de las cepas aisladas en su trabajo de
investigacion, se obtuvieron 17 secuencias consenso de 542 pares de bases de la region
ITS; las diecisiete secuencias de la regién ITS mostraron homologia de 100% con la
especie Lasiodiplodia theobromae. Estas secuencias no mostraron diferencias genéticas

entre si; por lo anterior, fueron agrupadas en una sola secuencia consenso.

Contreras-Pérez et al. (2019) sostiene que en la investigacion que realizaron para

la secuencia de la region ITS ADNr tuvo una longitud de 539 pb (exhibiendo una
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identidad del 99.81% con multiples aislados de Lasiodiplodia theobromae y

Lasiodiplodia parva).

Quintero et al. (2019) afirma que en el estudio que llevaron a cabo en los
aislamientos se obtuvieron productos de amplificacion de la PCR parciales de la regidn
ITS-ADNTr con una longitud aproximada de 550 pb para colletotrichum spp.

Kamel et al. (2003) sefiala que utilizando cebadores flangicos universales
(ITS1/1TS4), se generaron productos PCR (550-570 pb) de todas las especies tipificadas
para Fusarium spp.

Ren et al. (2013) manifiestan que el proceso de amplificacion por PCR implico el
uso de dos pares de oligonucle6tidos, incluyendo entre ellos los cebadores universales de
la region ITS, en particular el 1TS4. El tamafio de la regién ITS fue de 574 pb para los
aislados. El andlisis filogenético con estas secuencias ITS y las de especies
representativas de Pestalotiopsis spp. extraidas de la base de datos Gen Bank del NCBI
indicaron que las especies de Pestalotiopsis spp. formaban dos grupos, con un valor del
45 %y 44 % respectivamente.

Piskur et al. (2011) describe que en la investigacion que realizaron se amplificaron
regiones de aproximadamente 550 (ADNr ITS) y 300 (EF1-a) (pb). Los datos de las
secuencias de las regiones ITS rDNA y EF se combinaron y utilizaron para los analisis

analisis filogenéticos; se agruparon en los clados de Botryosphaeria y Dothiorella spp.

75



3.5. Resultados de la Prueba de patogenicidad

15 dias después de la inoculacion se observé que las repeticiones uno y tres del
tratamiento de Lasiodiplodia spp. empezaron a emitir exudados, Dotiorella spp. inicio a
marchitarse, secarse y se observo una ligera clorosis en las hojas de las tres repeticiones,
Pestalotiopsis spp. se observé clorosis en las hojas en las tres repeticiones, Colletotrichum
spp. empez6d a salir manchas necréticas y emitir exudados en la zona de inoculacion en
las tres repeticiones, en Fusarium spp. cepa 1, se observo marchitez en las hojas de la
repeticion y en las repeticiones dos y tres empez6 a liberar exudaciones, en la cepa 2 de
Fusarium spp. se observo que empezd a emitir exudaciones. A los 30 dias se observé que
las tres repeticiones del tratamiento de Lasiodiplodia spp. presentaron exudaciones,
Dotiorella spp. presenta ligeras exudaciones y manchas marrones en la zona de
inoculacion en las tres repeticiones, Pestalotiopsis spp. presenta exudaciones en las 3
repeticiones; de la misma manera Colletotrichum spp., y las 2 cepas de Fusarium spp., se
observa una marchitez en las hojas. Alrededor de 30 dias, se evidencio una pérdida de
pigmentacion en la capa epidérmica, acompafiada de la presencia de secreciones,
exudaciones; los dafios externos presentaron un patron irregular a diferencia de los dafios
internos que se localizaron bajo la epidermis; ya que estos plantones inoculados
mostraron dafios en forma eliptica que avanzaron internamente en sentido vertical
ascendente y descendente; también, en sentido horizontal, tendiendo a circundar el tronco.
Dentro de los cinco géneros género Lasiodiplodia spp., Dotiorella spp. Pestalotiopsis spp
y Colletotrichum spp, mostraron un dafio mas extenso, tanto en direccién ascendente
como descendente, asi como en su diametro; las dos cepas de Fusarium spp. en menor
dimensién. Los plantones de palto inoculadas después de 30 dias muestran similares

signos y sintomas a los constatados en los plantones originalmente colectadas de donde

se obtuvo los aislamientos.
Figura 3.21.

Presencia de exudados alrededor del punto de inoculacion

v LY
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76



Figura 3.22

Prueba de patogenicidad en plantones de palto Hass

A B C D E F

Nota. (*). Prueba de patogenicidad en plantones de palto Hass que muestran dafios internos para los aislamientos: A- Lasiodiplodia spp., B-Dotiorella spp., C-Pestalotiopsis spp., D-Colletotrichum spp., E-Fusarium
spp., F-Fusarium spp., a los 30 dias después de la inoculacion.
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Tabla 3.4

Porcentaje de incidencia de los resultados obtenidos de la prueba patogenicidad

Repeticiones

Tratamientos Aislamientos % Incidencia
R1 R2 R
T1 Lasiodiplodia spp. 1 1 1 100
T2 Dotiorella spp. 1 1 1 100
T3 Pestaloptiosis spp. 1 1 1 100
T4 Colletotrichum spp. 1 1 1 100
T5 Cepa 1: Fusarium spp. 0 1 1 66.67
T6 Cepa 2: Fusarium spp. 1 1 0 66.67

Notas. (*) 1: presenta sintomatologia; 0: No presenta sintomatologia. En la tabla 3.4 se muestra que el porcentaje de incidencia de
los géneros Lasiodiplodia spp. (100%), Dotiorella spp. (100%), Pestaloptiosis spp. (100%), Colletotrichum spp. (100%), cepa 1y 2
de Fusarium spp. (66.67%),

En la tabla 3.4 se muestra el Porcentaje de incidencia de los resultados obtenidos de la

prueba patogenicidad. Se presenta 6 tratamientos, y cada tratamiento con tres repeticiones.

Para el tratamiento 1: representa al género Lasiodiplodia spp. con tres
repeticiones, muestra una incidencia de 100%.

Para el tratamiento 2: representa al género Dotiorella spp. con tres repeticiones,
muestra una incidencia de 100%.

Para el tratamiento 3: representa al género Pestaloptiosis spp con tres
repeticiones, muestra una incidencia de 100%.

Para el tratamiento 4: representa al genero Colletotrichum spp. con tres
repeticiones, muestra una incidencia de 100%.

Para el tratamiento 5: representa al género Fusarium spp. cepa 1 con tres
repeticiones, muestra una incidencia de 66.67 %.

Para el tratamiento 6: representa al género Fusarium spp. cepa 2 con tres
repeticiones, muestra una incidencia de 66.67 %.
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CONCLUSIONES

Se identific6 mediante caracteristicas morfolégicas cinco géneros de hongos:
Lasiodiplodia spp., Dotiorella spp., Colletotrichum spp., Pestaloptiosis spp. y
Fusarium spp. que causan dafios en tallos de palto (Persea americana Mill.) en la
provincia de La Mar, Ayacucho.

Se estandarizd en base al protocolo de Huanca-Mamani et al. (2014) para la
extraccion de ADN de hongos que causan dafios en tallos de palto (Persea americana
Mill.).

Se estandariz6 en base a un protocolo para el pre-PCR con marcadores moleculares
de genes ITS del ADN ribosomal, que identifican y confirman el género de hongos
que causan dafios en tallos de palto (Persea americana Mill.)

La prueba de patogenicidad confirmé que los hongos identificados son agentes
causales de los dafios en tallos de palto (Persea americana Mill.) ocasionados por:
Lasiodiplodia spp., Dotiorella spp., Colletotrichum spp., Pestaloptiosis spp. y

Fusarium spp.



RECOMENDACIONES

Realizar la secuenciacion del amplicon resultante de la PCR, para llevar a cabo el
andlisis Bioinformatico de la secuencia resultante con el propésito de determinar
tanto el género como la especie de los hongos reportados.

Llevar a cabo evaluaciones que abarquen controles quimicos, biologicos, genéticos
y culturales; ademas, implementar estrategias tanto in vitro como en plantaciones en
produccion para establecer planes de control fitosanitario.

Se sugiere realizar estudios de investigacion mas exhaustivos, partiendo de los
trabajos previos realizados en este estudio con respecto a la caracterizacion
morfologica e identificacion molecular para determinar posibles diferencias entre los
géneros y especies de: Lasiodiplodia spp., Dotiorella spp., Colletotrichum spp.,
Pestaloptiosis spp. y Fusarium spp.

Realizar investigaciones afines en los diferentes cultivos tanto anuales y perennes
de valor comercial en distintas zonas de la regién Ayacucho, con el fin de determinar

los agentes causales de las enfermedades.
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ANEXOS



Anexo 1. Coleccion de muestras con sintomas caracteristicos en campo y seleccion de

muestras aptas en el laboratorio.

Nota. (*) A: Tizon de tallos y ramas, B: Arbol de palto evidenciando muerte regresiva. C-D: cancros con exudaciones blanquecinas,
E. Heridas internas del tejido en ramas F: Sintomas de muerte en una rama e inflorescencia de un arbol adulto de palto, G: Heridas

internas del tejido en tallos, H-1: Exudaciones de ramas y tallos.
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Anexo 2. Protocolo de preparacion de medio de cultivo PDA

Ingredientes:

- Papa Dextrosa Agar (PDA), 20gr por litro de agua
- Trozos de papa pelada, 250 gr por litro de agua

- AzUcar (dextrosa), 10 gr por litro de agua.

- Agua, 1000 ml.

Preparacion:

Hervir la papa en 500 ml de agua por 30 minutos, mientras se derrite el agar en otros 500
ml; filtrar el caldo de papa con tamiz y gaza. Juntar las dos preparaciones, agregar y
disolver la dextrosa, y restituya el agua hasta completar 1000 ml. Distribuir y esterilizar

en autoclave.

Nota. (*) Elaboracién del medio de cultivo PDA
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Anexo 3. Procedimiento de aislamiento e identificacion del patégeno.

Nota. (*) A: Muestras rotuladas con sus datos pasaporte, B: muestras seleccionadas para la realizacién del corte y siembra in vitro, C:
Corte de muestras con la ayuda de tijera y bisturi estéril para la siembra in vitro D: siembra de trozos de muestras de tallo con dafios
en placas Petri. E: Se colocd las muestras en estufa a 27°C, G: mediciones del largo y ancho de los conidios en Microscopio Accu-
Scope, H: Caja con portaobjetos (muestras de estructuras del patégeno), I: hongo purificado, J: identificacion por medio
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Anexo 4. Procedimiento para realizar la prueba de patogenicidad.

Nota. (*) A: Platones de Palto var. Hass sometidos a estrés por radiacion solar, B-C: herida en el tallo del plantén utilizando un
sacabocado estéril, D: Se insert6 un disco de agar colonizado con micelio del hongo, E-F: Se cubri6 con algodén hiimedo esterilizado
y se selld con Parafilm, G: plantones 5 dias después de realizar la prueba de patogenicidad, H: raspado cortical con la ayuda de un
bisturi y evaluacion del avance del area necrética
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Anexo 5. Procedimiento para realizar extraccién de ADN
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Nota:. (*) A: Raspado de micelio y puesta en tubos Eppendorf, B-C: Se afiadio los reactivos segun el protocolo D: Muestras en tubos
Eppendorf, E: Centrifugacion de muestras, F: se extrajo el sobrenadante del ADN G: Cuantificacion de las muestras de ADN, H:
Curva de la cuantificacion, I: Foto del gel y observacion de bandas ADN.
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Anexo 6. Procedimiento para realizar PCR.
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Nota: A: Puesta de materiales en camara de flujo laminar con rayos UV, B: libreta de notas, C-D: muestra para la realizacion del
PCR, E: Perfil térmico para realizar el PCR, F: servido del mix, G: ADN extraido de todas las accesiones, H: servido del mix de PCR.
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Anexo 7. Mediciones de conidios de Lasiodiplodia spp.

Pres. estrias

N° Largo | Ancho | N° septos L Color de conidios |N° de células
longitudinales
1 28.71 15.00 1 Si Marrén oscuro 2
2 26.56 15.93 1 si Marrén oscuro 2
3 24.70 16.49 1 Si Marrén oscuro 2
4 28.91 14.72 1 Si Marrén oscuro 2
5 25.48 16.57 1 si Marrén oscuro 2
6 26.58 15.19 1 Si Marrén oscuro 2
7 27.81 15.52 1 Si Marrén oscuro 2
8 24.78 15.26 1 si Marrén oscuro 2
9 27.52 16.06 1 Si Marrén oscuro 2
10 24.12 17.14 1 Si Marrén oscuro 2
11 29.47 14.20 1 Si Marrén oscuro 2
12 29.38 16.82 1 Si Marrén oscuro 2
13 26.33 12.78 1 Si Marrén oscuro 2
14 22.68 15.96 1 Si Marrén oscuro 2
15 27.75 15.64 1 Si Marrén oscuro 2
16 26.22 15.19 1 Si Marrén oscuro 2
17 26.75 17.38 1 Si Marrén oscuro 2
18 27.16 15.09 1 Si Marrén oscuro 2
19 24 .95 14.69 1 Si Marrén oscuro 2
20 25.19 16.49 1 Si Marrén oscuro 2
21 27.85 15.93 1 Si Marrén oscuro 2
22 24.45 16.66 1 Si Marrén oscuro 2
23 24.09 15.69 1 Si Marrén oscuro 2
24 25.48 14.45 1 Si Marrén oscuro 2
25 25.18 15.72 1 Si Marrén oscuro 2
26 28.18 17.61 1 Si Marrén oscuro 2
27 26.82 15.02 1 Si Marrén oscuro 2
28 27.41 17.59 1 Si Marrén oscuro 2
29 26.69 15.83 1 Si Marrén oscuro 2
30 28.50 16.44 1 Si Marrén oscuro 2
31 29.30 18.28 1 Si Marrén oscuro 2
32 26.35 14.46 1 Si Marrén oscuro 2
33 30.17 15.75 1 Si Marrén oscuro 2
34 26.90 14.73 1 Si Marrén oscuro 2
35 27.49 16.02 1 Si Marrén oscuro 2
36 23.84 15.19 1 Si Marrén oscuro 2
37 26.31 16.65 1 Si Marrén oscuro 2
38 24.86 14.83 1 Si Marrén oscuro 2
39 27.47 14.62 1 Si Marrén oscuro 2
40 27.02 16.42 1 Si Marrén oscuro 2
41 29.14 16.65 1 Si Marrén oscuro 2
42 26.49 15.46 1 Si Marrén oscuro 2
43 27.67 15.26 1 Si Marrén oscuro 2
44 28.50 18.21 1 Si Marrén oscuro 2
45 28.65 18.95 1 Si Marrén oscuro 2
46 25.96 16.53 1 Si Marrén oscuro 2
47 26.93 15.34 1 Si Marrén oscuro 2
48 28.43 16.16 1 Si Marrén oscuro 2
49 27.93 17.08 1 Si Marrén oscuro 2
50 28.34 15.76 1 Si Marrén oscuro 2
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Pres. estrias

N° Largo | Ancho | N° septos - color de conidios |N° de células
longitudinales
51 26.50 15.73 1 si Marrén oscuro 2
52 27.99 16.01 1 si Marrén oscuro 2
53 29.72 17.50 1 si Marrén oscuro 2
54 28.20 18.69 1 si Marrén oscuro 2
55 29.02 15.94 1 si Marrén oscuro 2
56 28.71 17.82 1 si Marrén oscuro 2
57 27.03 16.55 1 si Marrén oscuro 2
58 27.18 15.23 1 si Marrén oscuro 2
59 26.15 15.93 1 si Marrén oscuro 2
60 25.11 17.55 1 si Marrén oscuro 2
61 28.71 15.35 1 si Marrén oscuro 2
62 29.20 14.81 1 si Marrén oscuro 2
63 28.36 17.56 1 si Marrén oscuro 2
64 28.75 16.28 1 si Marrén oscuro 2
65 27.85 18.53 1 si Marrén oscuro 2
66 28.40 16.27 1 si Marrén oscuro 2
67 27.95 16.03 1 si Marrén oscuro 2
68 25.95 15.51 1 si Marrén oscuro 2
69 28.04 15.53 1 si Marrén oscuro 2
70 25.44 14.29 1 Si Marrén oscuro 2
71 28.68 14.06 1 si Marrén oscuro 2
72 29.02 14.62 1 si Marrén oscuro 2
73 26.07 16.50 1 si Marrén oscuro 2
74 25.31 15.30 1 si Marrén oscuro 2
75 27.45 16.33 1 si Marrén oscuro 2
76 27.88 16.66 1 si Marrén oscuro 2
77 25.28 15.58 1 si Marrén oscuro 2
78 27.06 16.36 1 si Marrén oscuro 2
79 24.99 15.75 1 si Marrén oscuro 2
80 26.64 19.54 1 si Marrén oscuro 2
81 28.48 14.61 1 si Marrén oscuro 2
82 26.75 16.81 1 si Marrén oscuro 2
83 28.52 16.27 1 si Marrén oscuro 2
84 29.36 16.52 1 si Marrén oscuro 2
85 25.55 16.03 1 si Marrén oscuro 2
86 28.74 15.59 1 si Marrén oscuro 2
87 25.39 15.75 1 si Marrén oscuro 2
88 24.64 15.63 1 si Marrén oscuro 2
89 24.16 15.88 1 si Marrén oscuro 2
90 23.95 15.35 1 si Marrén oscuro 2
91 28.27 16.01 1 si Marrén oscuro 2
92 25.52 15.27 1 si Marrén oscuro 2
93 25.15 14.85 1 si Marrén oscuro 2
94 27.36 15.93 1 si Marrén oscuro 2
95 26.85 15.87 1 si Marrén oscuro 2
96 28.89 16.13 1 si Marrén oscuro 2
97 25.99 16.49 1 si Marrén oscuro 2
98 28.16 14.85 1 si Marrén oscuro 2
99 27.08 16.16 1 si Marrén oscuro 2
100 29.83 18.38 1 si Marrén oscuro 2
x 27.05 16.02 1 Si Marrén oscuro 2
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Tipo de micelio Denso
Ratio de crecimiento 2.98 cm/dia
Color de colonia Gris olivo- Negro
Forma de la conidia Elipsoidal
N° septos 1
Pres. estrias longitudinales Si
Color de conidia Marrén oscuro
N° de células 2

Picnidias
Formade la picnidia Globosa
Color Marrén oscuro
Largo 200.66
Ancho 156.36
Presencia de ostiolos en el &pice No
Parafisas No
Color de conidiéforo Hialino
Conidioforos Hialino

Anexo 8. Mediciones de conidios de Dotiorella spp.

Tipo de micelio

Denso

Ratio de crecimiento

2.29cm/dia

Color de colonia

Gris olivaceo palido a negro olivaceo

Forma de la conidia

Oblonga a eliptica

N° de Septos 1
Pres. estrias longitudinales No
Color de conidia Marrén oscuro
N°de Células 2

Picnidias
Forma de la picnidia Globosa
Color Marrén oscuro
Largo 172.02
ancho 131.15
Presencia de ostiolos en el apice Si
Parafisas Si
Color de Conidiéforo Hialino
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Mediciones de conidios de Dotiorella spp.

L ; Pres. estrias

N° |Largo Ancho |Color de conidia N° de septas N° de Células L
longitudinales

1 24.46| 9.13 Marron oscuro 1 2 No
2 24.92( 10.09 Marron oscuro 1 2 No
3 25.75] 9.77 Marron oscuro 1 2 No
4 28.64] 10.34 Marron oscuro 1 2 No
5 22.33| 9.37 Mdrron oscuro 1 2 No
6 23.34| 9.42 Mdrron oscuro 1 2 No
7 21.11] 7.80 Mdrron oscuro 1 2 No
8 24.04| 9.12 Marron oscuro 1 2 No
9 24.37| 9.15 Marron oscuro 1 2 No
10 24.52 9.78 Marron oscuro 1 2 No
11 24.22] 9.50 Marron oscuro 1 2 No
12 22.57| 8.60 Mdrron oscuro 1 2 No
13 2530 9.29 Mdrron oscuro 1 2 No
14 22.87| 8.63 Mdrron oscuro 1 2 No
15 23.43| 9.44 Mdrron oscuro 1 2 No
16 21.51 8.20 Mdrron oscuro 1 2 No
17 23.07 8.24 Mdrron oscuro 1 2 No
18 20.92 8.01 Marron oscuro 1 2 No
19 24931 9.14 Marron oscuro 1 2 No
20 21.52| 8.49 Mdrron oscuro 1 2 No
21 22.37| 8.65 Mdrron oscuro 1 2 No
22 24.32] 9.01 Mdrron oscuro 1 2 No
23 22.39 8.33 Mdrron oscuro 1 2 No
24 22.45 7.76 Marron oscuro 1 2 No
25 21.19 8.98 Marron oscuro 1 2 No
26 22,521 7.70 Marron oscuro 1 2 No
27 23.25] 9.30 Marron oscuro 1 2 No
28 21.25| 7.70 Mdrron oscuro 1 2 No
29 19.11| 8.52 Mdrron oscuro 1 2 No
30 2040 8.11 Mdrron oscuro 1 2 No
31 23.37 8.02 Mdrron oscuro 1 2 No
32 21.88 7.50 Mdrron oscuro 1 2 No
33 22.99 8.29 Marron oscuro 1 2 No
34 23.36| 8.96 Marron oscuro 1 2 No
35 22.55| 8.24 Marron oscuro 1 2 No
36 23.83| 8.39 Mdrron oscuro 1 2 No
37 2230 7.84 Mdrron oscuro 1 2 No
38 19.26| 8.44 Mdrron oscuro 1 2 No
39 23.08 8.17 Mdrron oscuro 1 2 No
40 23.64 8.45 Marron oscuro 1 2 No
41 23.59 8.81 Marron oscuro 1 2 No
42 23.66 8.52 Marron oscuro 1 2 No
43 23.78] 8.49 Marron oscuro 1 2 No
44 20.47| 7.59 Mdrron oscuro 1 2 No
45 20.96| 8.51 Mdrron oscuro 1 2 No
46 21.48| 8.65 Mdrron oscuro 1 2 No
47 22.61 8.21 Marron oscuro 1 2 No
48 21.83 9.14 Marron oscuro 1 2 No
49 23.69 8.11 Marron oscuro 1 2 No
50 23.26| 8.68 Marron oscuro 1 2 No
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Pres. estrias

N° |Largo Ancho (Color de conidia N° de septas N° de Células -
longitudinales
51 22.45| 834 Marron oscuro 1 2 No
52 21.36| 8.68 Marron oscuro 1 2 No
53 22.84| 7.61 Marron oscuro 1 2 No
54 22.63 8.28 Marron oscuro 1 2 No
55 21.87| 8.99 Marron oscuro 1 2 No
56 21.30] 9.12 Marron oscuro 1 2 No
57 22.69] 7.60 Marron oscuro 1 2 No
58 23.37| 8.96 Marron oscuro 1 2 No
59 22.88| 8.84 Marron oscuro 1 2 No
60 21.72( 7.87 Marron oscuro 1 2 No
61 22.55 7.75 Marron oscuro 1 2 No
62 21.47 8.06 Marron oscuro 1 2 No
63 23.01 8.43 Marron oscuro 1 2 No
64 22.26| 7.88 Marron oscuro 1 2 No
65 21.12| 8.02 Marron oscuro 1 2 No
66 19.23| 7.84 Marron oscuro 1 2 No
67 22.85 7.78 Marron oscuro 1 2 No
68 21.90| 8.65 Marron oscuro 1 2 No
69 22.23| 9.58 Marron oscuro 1 2 No
70 21.23 9.08 Marron oscuro 1 2 No
71 19.26] 6.69 Marron oscuro 1 2 No
72 22.33| 8.18 Marron oscuro 1 2 No
73 24.05 831 Marron oscuro 1 2 No
74 22.33 8.00 Marron oscuro 1 2 No
75 23.86| 8.25 Marron oscuro 1 2 No
76 23.05| 8.76 Marron oscuro 1 2 No
77 20.98| 7.69 Marron oscuro 1 2 No
78 23.19] 7.20 Marron oscuro 1 2 No
79 22.72| 827 Marron oscuro 1 2 No
80 22.04| 8.22 Marron oscuro 1 2 No
81 21.53 7.39 Marron oscuro 1 2 No
82 21.50 9.42 Marron oscuro 1 2 No
83 24.13| 890 Marron oscuro 1 2 No
84 21.24] 8.78 Marron oscuro 1 2 No
85 22.09] 8.22 Marron oscuro 1 2 No
86 22.88| 7.56 Marron oscuro 1 2 No
87 23.16| 8.45 Marron oscuro 1 2 No
88 21.36 7.45 Marron oscuro 1 2 No
89 22.00f 8.08 Marron oscuro 1 2 No
90 22.74] 8.43 Marron oscuro 1 2 No
91 20.78] 8.23 Marron oscuro 1 2 No
92 21.38] 8.47 Marron oscuro 1 2 No
93 21.59| 8.14 Marron oscuro 1 2 No
94 2131 761 Marron oscuro 1 2 No
95 2095 8.72 Marron oscuro 1 2 No
96 22.45 8.21 Marron oscuro 1 2 No
97 20.44] 8.33 Marron oscuro 1 2 No
98 22.57| 870 Marron oscuro 1 2 No
99 23.36| 8.40 Marron oscuro 1 2 No
100 22.34| 8.55 Marron oscuro 1 2 No
x| 2249 8.46 Marron oscuro 1 2 No
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Anexo 9. Mediciones de conidios de Colletotrichum spp.

N° Largo | Ancho |Color de conidia|N° de células
1 14.58 4.34 Hialino Unicelular
2 13.11 4.2 Hialino Unicelular
3 14.33 4.62 Hialino Unicelular
4 15.04 4.62 Hialino Unicelular
5 14.21 4.33 Hialino Unicelular
6 14.42 5.03 Hialino Unicelular
7 14.87 4.46 Hialino Unicelular
8 13.99 451 Hialino Unicelular
9 15.05 4.46 Hialino Unicelular
10 14.94 4.17 Hialino Unicelular
11 13.91 4.65 Hialino Unicelular
12 16.25 4.42 Hialino Unicelular
13 14.45 4.72 Hialino Unicelular
14 15.43 4.34 Hialino Unicelular
15 13.55 5.06 Hialino Unicelular
16 15.15 4.31 Hialino Unicelular
17 14.09 5.05 Hialino Unicelular
18 15.62 4.16 Hialino Unicelular
19 14.45 3.95 Hialino Unicelular
20 15.67 4.17 Hialino Unicelular
21 14.61 4.12 Hialino Unicelular
22 14.84 4.45 Hialino Unicelular
23 14.89 457 Hialino Unicelular
24 16.39 3.74 Hialino Unicelular
25 13.89 4.08 Hialino Unicelular
26 13.72 4.16 Hialino Unicelular
27 14.6 4.02 Hialino Unicelular
28 16.36 4.59 Hialino Unicelular
29 13.88 4.31 Hialino Unicelular
30 15.01 4.34 Hialino Unicelular
31 15.14 4.79 Hialino Unicelular
32 15.08 4.13 Hialino Unicelular
33 14.71 491 Hialino Unicelular
34 14.54 4.16 Hialino Unicelular
35 16.18 4.08 Hialino Unicelular
36 13.46 451 Hialino Unicelular
37 13.16 4.79 Hialino Unicelular
38 13.38 4.02 Hialino Unicelular
39 14.77 5.05 Hialino Unicelular
40 15.19 4.75 Hialino Unicelular
41 15.48 4.34 Hialino Unicelular
42 15.75 4.41 Hialino Unicelular
43 16.25 4.76 Hialino Unicelular
44 16.02 4.56 Hialino Unicelular
45 14.58 4.65 Hialino Unicelular
46 16.32 4.78 Hialino Unicelular
47 14.31 4.49 Hialino Unicelular
48 44,97 4,78 Hialino Unicelular
49 15.75 4.45 Hialino Unicelular
50 14.28 4.66 Hialino Unicelular
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N° Largo | Ancho |Color de conidia|N° de células
51 14.37 4.26 Hialino Unicelular
52 16.07 4.62 Hialino Unicelular
53 14.6 4.78 Hialino Unicelular
54 15 4.21 Hialino Unicelular
55 14.07 4.52 Hialino Unicelular
56 15.79 3.87 Hialino Unicelular
57 15.45 4.78 Hialino Unicelular
58 14.8 5.01 Hialino Unicelular
59 14.47 4.1 Hialino Unicelular
60 14.87 4.59 Hialino Unicelular
61 15.7 4.65 Hialino Unicelular
62 13.27 4.16 Hialino Unicelular
63 15.73 4.05 Hialino Unicelular
64 13.25 4.1 Hialino Unicelular
65 14.68 3.7 Hialino Unicelular
66 14.06 4.1 Hialino Unicelular
67 14.43 4.35 Hialino Unicelular
68 13.81 4.44 Hialino Unicelular
69 13.72 4.35 Hialino Unicelular
70 13.72 4.26 Hialino Unicelular
71 15.58 3.52 Hialino Unicelular
72 13.56 9.69 Hialino Unicelular
73 13.72 4.27 Hialino Unicelular
74 13.26 411 Hialino Unicelular
75 13.76 4.45 Hialino Unicelular
76 14.81 4.18 Hialino Unicelular
77 14.61 3.51 Hialino Unicelular
78 14.46 4.2 Hialino Unicelular
79 15.9 4.02 Hialino Unicelular
80 13.62 3.88 Hialino Unicelular
81 13.84 4.56 Hialino Unicelular
82 12.98 453 Hialino Unicelular
83 14.05 4.01 Hialino Unicelular
84 15.75 3.64 Hialino Unicelular
85 14.63 3.84 Hialino Unicelular
86 15.25 4.23 Hialino Unicelular
87 15.73 4.16 Hialino Unicelular
88 15.78 4.01 Hialino Unicelular
89 15.02 4.16 Hialino Unicelular
a0 13.18 4.05 Hialino Unicelular
91 14.83 3.65 Hialino Unicelular
92 14.1 3.64 Hialino Unicelular
93 14.13 4.08 Hialino Unicelular
94 15.09 3.95 Hialino Unicelular
95 12.84 4.39 Hialino Unicelular
96 15.18 3.99 Hialino Unicelular
97 15.74 4.05 Hialino Unicelular
98 13.46 4.05 Hialino Unicelular
99 12.51 3.69 Hialino Unicelular
100 15.05 3.23 Hialino Unicelular
X 14.95 4.36 Hialino Unicelular
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Anexo 10. Mediciones de conidios de la Cepa 1: Fusarium spp.

N° Largo | Ancho |N° Septos
1 38.21 4.98 4
2 39.07 5.01 4
3 41.5 4.56 4
4 41.41 4.8 4
5 43.45 5.19 4
6 49.51 5.19 4
7 40.81 5.11 4
8 49.51 4.41 4
9 46.82 4.82 4
10 44.14 5.16 4
11 42.82 5.34 4
12 43.47 4.85 4
13 43.59 5.47 4
14 42.41 5.39 3
15 34.37 4.98 3
16 35.85 4.94 4
17 40 4.96 4
18 47.91 4.36 4
19 45.05 5.37 4
20 48.07 491 3
21 41.03 4,91 4
22 44.37 4.8 4
23 44.8 5.05 4
24 28.31 5.67 4
25 36.64 4.98 4
26 42.81 5.43 3
27 37.3 5.25 4
28 33.85 4.79 4
29 43.46 5.11 3
30 33.71 4.79 3
31 44.51 5.32 4
32 45.34 4.96 4
33 34.54 5.73 4
34 36.76 5.15 4
35 42.92 5.01 3
36 28 5.4 4
37 45.74 5.01 4
38 36.15 5.37 4
39 43.11 4.77 3
40 36.36 5.13 4
41 37.12 4.2 4
42 44.32 6.64 4
43 43.28 5.14 4
44 42.75 5.5 3
45 43.45 4.75 4
46 45.23 4.49 4
47 30.86 4.41 4
48 44.3 5.44 4
49 45.96 5.23 4
50 35.58 4.96 4
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N° Largo | Ancho [N° Septos
51 43.24 4.96 4
52 36.54 5.06 4
53 44.17 4.76 4
54 42.32 5.01 4
55 41.04 4.57 4
56 34.73 5.16 4
57 41.07 4.8 3
58 37.16 6.04 4
59 41.77 5.16 4
60 38.4 5.12 4
61 43.13 4.76 4
62 43.98 4.62 4
63 45.82 5.77 4
64 39.43 5.5 3
65 31.82 5.37 3
66 42.54 5.11 4
67 38.52 4.69 4
68 38.8 4.69 4
69 41.83 5.05 4
70 41.71 4.79 3
71 41.79 5.47 4
72 41.93 7.04 4
73 43.35 5.08 4
74 39.3 4.2 4
75 39.81 4.66 3
76 40.97 5.09 3
77 35.99 4.82 3
78 33.74 5.49 4
79 45.48 4.98 4
80 42.71 4.56 4
81 43.01 5.28 4
82 44.4 5.05 4
83 44.78 5.05 4
84 40.21 5.34 4
85 46.2 4.65 4
86 36.4 5.23 3
87 44.89 5.12 4
88 40.33 4.57 4
89 35.25 4.59 4
90 37.64 4.62 4
91 36.77 5.3 3
92 41.16 4.58 4
93 47.55 4.62 4
94 38.52 4.9 4
95 45.02 5.72 4
96 43.81 5.11 4
97 45.78 5.73 4
98 46.56 5.73 4
99 41.06 5.07 4
100 47.39 4.96 4
i 41.10 5.07 3.8




Anexo 11. Mediciones de conidios de la Cepa 2. Fusarium spp.

N° Largo Ancho [N° Septos
1 3987 4.66 5 N° Largo Ancho [N° Septos
> 24.29 153 7 51 | 36.57 3.99 5
3 | 44.35 573 5 :g 4‘%023 j“g :
:—,1 gé:gg 4'::'9 j 54 47 3.44 5
S 2964 =7 = 55 | 41.49 3.87 5
56 | 42.87 4.02 4
7| 37.97 4.8 4 57 | 56.05 3.76 5
8 | 3942 4.41 > 58 | 48.04 3.76 5
9 | 37.97 4.57 4 59 | 63.82 3.36 7
10 | 37.97 4.41 4 50 | 4813 304 =
11 | 38.32 5.08 4 61 | 3735 3.87 1
12 | 35.43 4.21 4 62 | 20.41 21 2
13 | 34.43 4.9 S) 63 | 41.79 4.26 4
14 41.1 4.56 4 64 34.08 4.61 4
15 42.32 3.91 5 65 33.18 3.19 4
16 42.09 5.25 4 66 42.34 4.58 4
17 41.05 3.52 5 67 42.41 4.44 5
18 | 29.04 4.41 4 68 | 37.76 3.67 5
19 | 43.67 4.74 4 69 | 38.13 4.03 5
20 | 41.18 4.41 4 70 | 33.73 3.12 4
21 | 33.21 4.62 4 71 | 43.21 3.47 5
22 | 4258 4.51 4 72 | 39.62 3.87 5
23 | 44.73 4.34 5 73 | 42.95 4.17 5
24 45.7 4.41 5 74 39.15 4.27 5
25 43.83 4.41 5 75 31.94 3.9 5
26 | 50.44 3.49 5 76 | 34.36 4.05 =
_ _ 5 77 | 44.32 3.29 5
g 3?3% ; 796 5 78 | 36.49 4.41 5
29 | 3765 | 511 4 9 | 4432 | 329 5
30 | 39.12 4.44 5 80 | 36.49 4.41 S
31 | 31.45 4.41 5 81 | 4432 3.29 S
32 | 49.28 4.41 5 82 | 36.49 4.41 >
33 | 45.12 4.9 5 gi ggg; ;‘-ig 2
34 | 4856 3.67 5 ' '
85 | 4261 4.56 5
35 | 38.89 3.64 5
86 | 38.41 4.1 4
36 | 4358 4.56 5 57 3927 " 5
37 | 38.44 4.39 5 58 | 3sc7 178 2
38 | 52.04 5.4 5 80 | 3584 3.50 2
39 | 3955 4.31 5 50 | 39.00 215 5
40 | 54.25 5.03 6 o1 | 3226 519 7
41 | s51.62 5.25 6 o> | 3224 319 5
42 39.4 4.1 S 93 | 32.31 2.89 3
43 42.7 4.05 5 94 | 57.13 3.66 5
44 38.61 4.39 5 95 36.28 3.66 5
45 41.5 4.26 5 96 24.17 3.6 5
46 44 4.02 5 97 57.31 3.91 5
47 | 43.87 3.54 4 98 | 49.23 2.94 5
48 | 40.26 3.35 5 99 | 41.44 4.06 4
49 | 46.75 3.44 5 100 | 48.18 4 5
50 | 36.16 4.08 4 3 41.30 4.16 4.7
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Anexo 12. Mediciones de conidios de Pestaloptiosis spp.

Coloracion de

N©° de

Medida de

orname ntacion apical

N© l\f° de N<° de células Largo Ancho N*© de omame nt. ornament. Fonﬂa_ d_e Medida_’de

células septos n apicales la conidia ormnamentacion basal 1 2 3

medias basales

1 5 4 versicolor 26.44 5.77 1 3 curvado 4.71 15.69 9.12 11.29
2 S a versicolor 27.18 6.12 1 3 recto 3.93 13.11 19.3 11.94
3 5 4 versicolor 27.75 6.41 1 3 recto 3.85 17.42 14.26 10.71
4 5 4 versicolor 27.51 5.88 1 3 recto 5.01 15.72 15.38 14.7
5 5 4 versicolor 29.04 5.30 1 3 recto 4.13 14.54 7.72 13.02
6 5 4 versicolor 25.39 5.48 1 3 recto 5.14 20.74 13.94 15.29
7 5 4 versicolor 25.91 6.02 1 3 recto 4.65 18.68 11.72 13.43
8 S 4 versicolor 29.53 6.04 1 2 curvado 4.96 14.98 17.7
9 5 a4 versicolor 25.04 5.67 1 3 recto 4.85 20.31 15.67 15.18
i0 5 4 versicolor 29.53 5.56 1 3 recto 3.76 14.87 7.51 11.77
11 5 4 versicolor 25.29 5.88 1 3 curvado 5.77 16.1 13.33 6.71
12 5 4 versicolor 25.97 6.39 1 2 curvado 5.83 15.19 12
13 5 4 versicolor 29.61 5.67 1 3 recto 4.51 15.77 14.99 13.11
14 S 4 concoloro 25.55 6.96 1 3 recto 3.99 10.55 13.08 16.84
i5 5 4 versicolor 29.28 5.92 1 3 recto 7.44 16.78 14.46 7.02
16 5 4 versicolor 27.03 5.87 1 3 recto 3.47 12.47 19.49 11.89
17 5 4 versicolor 26.29 6.20 1 3 recto 4.69 16.54 20.73 12.99
18 5 a4 versicolor 26.72 6.07 1 2 curvo 7.97 22.57 17.76
19 S 4 versicolor 26.07 6.12 1 2 recto 5.39 19 15.47
20 5 4 versicolor 26.39 6.61 1 2 curvado 5.31 15.65 13.27
21 5 4 versicolor 27.63 5.56 1 3 curvado 5.26 17.27 16.39 16.55
22 5 4 versicolor 26.30 6.39 1 3 curvado 4.62 16.83 14.15 7.78
23 5 4 versicolor 27.63 5.60 1 3 curvado 3.67 12.84 16.71 13.69
24 5 4 versicolor 26.19 5.84 1 2 curvado 4.51 15.66 11.76
25 5 4 versicolor 28.75 5.96 1 3 curvado 3.30 13.68 16.43 12.66
26 5 4 25.77 5.48 1 3 curvado 4.83 10.99 15.25 9.97
27 5 4 versicolor 25.38 5.22 1 2 curvado 5.97 14.09 17.44
28 5 4 versicolor 25.04 5.73 1 3 recto 6.79 18.33 15.94 14.37
29 5 4 versicolor 36.57 6.23 1 2 curvado 5.88 13.8 20.86
30 S 4 versicolor 22.28 6.69 1 3 curvado 4.97 14.62 13.55 17.22
31 5 4 versicolor 27.37 5.73 1 3 curvado 5.32 16.61 14.05 13.17
32 5 4 versicolor 25.78 5.54 1 2 curvado 3.65 14.71 26.14
33 5 4 versicolor 28.13 6.71 1 3 recto 4.31 11.67 13.28 13.67
34 5 4 versicolor 28.96 5.39 1 2 recto 3.9 21.29 19.46
35 5 4 versicolor 29.04 5.84 1 3 curvado 6.47 15.46 12.97 12.34
36 5 4 versicolor 30.68 6.07 1 3 curvado 2.93 14.4 15.04 12.96
37 5 4 versicolor 30.09 5.88 1 3 curvado 5.81 18.98 13.91 14.1
38 5 4 versicolor 27.64 5.62 1 3 recto 4.26 20.21 12.98 16.37
39 5 4 27.92 5.98 1 3 recto 4.82 16.59 20.57 19.08
40 5 a4 29.40 6.04 1 3 recto 6.13 13.32 19.31 17.26
41 S 4 24.47 6.39 1 2 curvado 6.77 21.84 18.85
42 5 4 versicolor 27.33 6.43 1 3 curvado 6.02 18.94 15.06 14.79
43 5 4 versicolor 29.16 6.21 1 2 curvado 5.39 21.08 18.25
44 5 4 versicolor 26.92 5.49 1 3 curvado 5.01 13.32 17.58 11.74
45 5 4 versicolor 27.74 6.20 1 3 curvado 4.98 16.2 15.67 16
46 5 4 versicolor 26.06 5.39 1 2 recto 4.27 21.5 13.58
a7 5 4 versicolor 27.47 6.23 1 3 recto 4.24 15.74 14.14 13.28
48 5 4 versicolor 28.88 5.84 1 3 curvado 4.04 19.8 13.9 17.49
49 5 4 concoloro 26.62 5.80 1 2 recto 5.82 8.76 18.15
50 5 4 versicolor 29.04 5.68 1 3 recto 2.99 14.64 18.32 11.27
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51 5 4 versicolor 29.27 5.20 1 3 curvado 5.94 16.71 19.44 13.28
52 5 4 Vversicolor 27.30 6.02 1 2 recto 5.82 22.12 17.52
53 5 4 versicolor 28.68 6.40 1 3 curvado 5.40 17.06 13.72 19.67
54 5 4 Vversicolor 27.81 6.07 1 3 recto 4.20 14.49 14.19 17.34 17.27
55 5 4 versicolor 25.00 6.30 1 3 curvo 5.5 18.18 13.74 13.87
56 5 4 versicolor 31.77 5.88 1 3 recto 5.78 15.55 15.01 14.54
57 5 4 Vversicolor 26.48 5.88 1 3 recto 6.94 15.49 18.24 16.38
58 5 4 versicolor 26.56 5.94 1 3 curvo 5.48 17.50 11.30 15.25
59 5 4 versicolor 26.69 5.42 1 2 recto 3.47 19.61 13.42
60 5 4 Vversicolor 26.82 6.22 1 3 curvado 5.55 9.36 14.25 15.45
61 5 4 versicolor 27.88 5.59 1 3 curvado 5.07 14.49 14.63 15.65
62 5 4 versicolor 29.41 5.43 1 3 curvado 5.3 12.40 11.15 18.19
63 5 4 Vversicolor 28.16 5.98 1 3 recto 5.05 16.13 16.15 18.21
64 5 4 versicolor 29.16 6.22 1 3 recto 3.39 12.03 10.96 9.98
65 5 4 versicolor 27.57 5.67 1 3 curvado 4.75 13.87 12.63 13.49
66 5 4 versicolor 29.55 6.10 1 3 recto 3.39 11.66 10.69 14.26
67 5 4 versicolor 27.87 6.08 1 3 curvado 4.54 11.11 14.44 13.19
68 5 4 versicolor 25.16 5.91 1 3 recto 5.70 15.68 15.71 14.17
69 5 4 versicolor 28.57 5.77 1 2 tecto 4.45 20.78 15.78
70 5 4 versicolor 31.72 5.73 1 3 curvado 8.30 13.62 14.09 12.75
71 5 4 versicolor 29.30 5.59 1 3 recto 5.52 14.86 17.41 12.02
72 5 4 Vversicolor 27.40 5.91 1 3 curvado 4.93 16.43 13.59 15.63
73 5 4 versicolor 28.09 5.80 1 2 curvado 6.58 17.05 16.21
74 5 4 versicolor 25.80 6.02 1 3 recto 6.17 10.62 16.97 10.22
75 5 4 Vversicolor 26.83 6.23 1 3 recto 5.19 7.84 19.87 14.93
76 5 4 versicolor 26.18 5.56 1 3 curvado 5.02 16.48 14.08 17.31
77 5 4 versicolor 30.75 4.96 1 3 curvado 4.08 14.94 14.74 13.53
78 5 4 versicolor 29.98 5.82 1 3 curvado 4.98 17.2 13.24 10.64
79 5 4 versicolor 27.94 6.22 1 3 curvado 5.12 16.01 15.67 12.76
80 5 4 versicolor 26.31 6.29 1 3 recto 4.58 17.57 13.02 65.3
81 5 4 Vversicolor 27.01 6.09 1 2 recto 5.17 15 17.29
82 5 4 versicolor 27.04 5.49 1 3 curvado 4.01 8.95 17.75 12.6
83 5 4 versicolor 24.52 6.12 1 3 recto 4.56 13.11 12.34 12.26
84 5 4 versicolor 23.84 5.70 1 2 recto 3.67 15.84 20.86
85 5 4 concoloro 29.06 5.42 1 3 curvado 4.74 14.84 15.5 11.92
86 5 4 versicolor 28.13 5.62 1 2 curvado 5.77 16.79 11.93
87 5 4 Vversicolor 26.59 6.19 1 3 curvado 5.44 19.52 15.22 12.04
88 5 4 versicolor 28.82 5.50 1 3 curvado 5.30 17.4 13.35 16.76
89 5 4 versicolor 25.17 6.10 1 2 recto 8.40 15.89 18.62
90 5 4 versicolor 28.3 5.90 1 3 recto 5.15 8.65 16.13 18.35
91 5 4 versicolor 24.6 6.05 1 3 curvado 6.69 15.16 15.49 13.71
92 5 4 versicolor 29.08 5.88 1 3 curvado 4.91 20.00 13.30 11.86
93 5 4 Vversicolor 28.10 5.05 1 3 curvado 3.10 17.57 18.25 15.19
94 5 4 versicolor 26.28 6.00 1 3 curvado 4.91 16.97 14.45 18.45
95 5 4 versicolor 26.30 6.30 1 3 curvado 5.29 13.95 13.81 19.55
96 5 4 versicolor 28.19 5.44 1 3 recto 4.85 17.78 16.62 11.46
97 5 4 versicolor 26.48 5.84 1 3 recto 2.74 14.12 16.20 16.00
98 5 4 versicolor 28.71 5.47 1 3 recto 4.68 13.60 17.85 15.76
99 5 4 versicolor 27.43 5.56 1 2 curvado 4.66 15.63 19.58
100 5 4 Vversicolor 25.60 5.73 1 3 curvado 4.85 14.98 15.12 17.02
Fa 5 4 Vversicolor 27.51 5.8876 1 2.77 5.01 15.58 15.25 14.56 11.27
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CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y ESTANDARIZACION DE
PROTOCOLO PARA LA IDENTIFICACION MOLECULAR DE
GENEROS DE HONGOS FITOPATOGENOS EN PALTO
(Persea americana Mill.), LA MAR-AYACUCHO

Ciynthia Isabel, Bautista Prado; Angela Requis Quintanilla;
Eugenia Rocio Quispe Medina y German Fernando De la Cruz Lapa
Area de investigacion: Biotecnologia
Linea de investigacion: Biotecnologia Vegetal y Fitopatologia Agricola
ciynthia.bautista.01@unsch.edu.pe
german.delacruz@unsch.edu.pe

RESUMEN

En Perq, el cultivo de palto (Persea americana Mill.) variedad “Hass” es el que tiene
mayor demanda en el mercado internacional; sin embargo, uno de los factores que afecta
el potencial del crecimiento del cultivo es el ataque de fitopatdgenos asociados a tallos y
ramas que limitan la produccion optima del cultivo. EIl objetivo del presente trabajo fue
identificar mediante caracteristicas morfoldgicas y pre-moleculares de genes ITS (ADN
ribosomal) para identificar el género de hongos que causan dafios en tallos de palto
(Persea americana Mill.), La Mar-Ayacucho. Las caracteristicas macroscopicas que se
tuvieron en cuenta para la identificacion son: ratio de crecimiento en medio de cultivo,
tipo y color del micelio y las caracteristicas microscépicas son: tamafio, formay color de
los conidias. Se realiz6 aislamientos a partir de muestras de tallos, de un total de 50
muestras de las localidades pertenecientes a los distritos de Tambo, San Miguel,
Patibamba, Ninabamba, Chilcas y Luis Carranza de la provincia de La Mar; region
Ayacucho, Per(d. Se obtuvieron 124 aislamientos puros de los cuales, mediante
caracteristicas morfoldgicas y moleculares, se identificaron cinco géneros: Lasiodiplodia
spp. (43 %), Dotiorella spp. (15%), Pestalotiopsis spp. (15%)., Colletotrichum spp.
(15%) y Fusarium spp. (24%), estos géneros se consideran como agentes causales de
enfermedades en tallos y ramas en el palto. La identificacion molecular se realiz6
mediante extraccién de ADN y la prueba de PCR (primer ITS1-4). De acuerdo a la prueba
de patogenicidad los cinco géneros identificados resultaron patogénicos.

Palabras clave: Lasiodiplodia spp., Fusarium spp., Colletotrichum spp., Dothiorella
spp., Pestalotiopsis spp., marcadores moleculares.
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MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION AND STANDARDIZATION
OF PROTOCOL FOR THE MOLECULAR IDENTIFICATION OF
PHYTOPATHOGENIC FUNGAL GENERA IN AVOCADO
(Persea americana Mill.), LA MAR-AYACUCHO

ABSTRAC

In Peru, the avocado (Persea americana Mill.) “Hass” variety is the most demanded crop
in the internacional market; however, one of the factors affecting the growth potential of
the crop is the attack of phytopathogens associated with stems and branches that limit the
optimum production of the crop. The objective of the present work was to identify by
means of morphological and pre-molecular characteristics of ITS (ribosomal DNA) genes
to identify the genus of fungi that cause damage to avocado (Persea americana Mill.)
stems, La Mar-Ayacucho. The macroscopic characteristics taken into account for the
identification are: growth rate in culture medium, type and colour of the mycelium and
the microscopic characteristics are: size, shape and colour of the conidia. Isolations were
made from stem samples, from a total of 50 samples from localities belonging to the
districts of Tambo, San Miguel, Patibamba, Ninabamba, Chilcas and Luis Carranza in the
province of La Mar; Ayacucho region, Peru. Five genera were identified by
morphological and molecular characteristics: Lasiodiplodia spp. (43 %), Dotiorella spp.
(15 %), Pestalotiopsis spp. (15 %), Colletotrichum spp. (15 %) and Fusarium spp. (24
%), these genera are considered as causal agents of stem and branch diseases in avocado.
Molecular identification was done by DNA extraction and PCR test (primer 1TS1- 4).
According to the pathogenicity test, the five identified genera were found to be
pathogenic.

Key words: Lasiodiplodia spp, Fusarium spp, Colletotrichum spp, Dothiorella spp,
Pestalotiopsis spp, molecular markers.

1. INTRODUCCION

La produccion del cultivo de palto (Persea americana Mill.) en Peru ha crecido
significativamente, convirtiéndose en un producto clave para la exportacion; sin embargo,
los sintomas asociados a tallos, ramas y muerte regresiva, se han observado en
plantaciones de palto en todo el pais, lo que viene causando pérdidas economicas
(Rodriguez-Galvez et al., 2021).

La palta Hass peruana ha ganado relevancia en el mercado internacional, con un notable
crecimiento en exportaciones y auge del cultivo, siendo la variedad Hass la mas exportada
(Flores-lzquierdo & Espinoza-Villanueva, 2023).



El Servicio de Sanidad Agraria del Peru (2024) afirma que la cadena agroexportadora de
palta en el pais esta compuesta principalmente por productores de los valles interandinos
de Ayacucho, Apurimac y Huancavelica.

Segun Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (2024) en el presente afio 2024, Per(
afianzo su posicion como segundo mayor exportador mundial de palta, por detras de
México, al exportar, entre enero y febrero 36360 toneladas por 75,4 millones de dolares;
dicho volumen representa un incremento del 79,2%.

Segun el informe del INEI (2024) las exportaciones de palta alcanzaron 207 mil
toneladas, siendo los principales destinos: Estados Unidos, Paises Bajos, China, Reino
Unido, Hong Kong y Canada.

En la regién Ayacucho, el Valle de Torobamba destaca como la principal zona de
produccidn (1247.38 toneladas métricas) seguido por el valle Huanta-Luricocha y la zona
de produccion Vilcas Huaman-Chincheros (SENASA, 2019).

En la region Ayacucho, la provincia de La Mar es reconocida como uno de los principales
centros de produccién del cultivo de palto a nivel regional, sin embargo, se enfrenta
desafios fitosanitarios, que afectan la produccion, cantidad y la calidad del fruto, siendo
las enfermedades fungosas una de las razones que causan mayores problemas y son poco
estudiadas.

La podredumbre del tallo de palto es causada por diferentes especies de hongos, y se
presenta a nivel mundial. Actualmente esta enfermedad afecta a diversas regiones
productoras de palto en Perd, causando la pudricion de la fruta y afectando
desfavorablemente a la industria (LIanos Melo & Apaza-Tapia, 2021).

Estos hongos causan dafios en los paltos como: muerte regresiva, necrosis descendente
de las ramas e inflorescencias, cancro en tronco y ramas, y pudriciones en el fruto o
pedunculo del fruto que son cada vez mas comun en las plantaciones de La Mar. Se
encuentran en la naturaleza como endofitos, y se comportan como patdgenos latentes y
oportunistas que manifiestan su patogenicidad cuando sus hospedadores se encuentran
bajo algun tipo de estrés (Garcia et al., 2017).

lyanyi et al. (2021) afirman que las tecnologias moleculares son las herramientas méas
confiables para caracterizar microorganismos porque se ocupan de la composicion
genética de los organismos. Se puede obtener informacion detallada sobre el analisis de
sistemas sujetos al cambio climético, alimentos, agricultura, entornos industriales y
ciencias ambientales con la ayuda del uso de herramientas moleculares. Se han
desarrollado cebadores de oligonucledtidos altamente conservados, como los que se
utilizan para amplificar la regién del espaciador transcrito interno (ITS) de los hongos,
utiles para la identificacion molecular de fitopatogenos. Por los argumentos explicados
en el presente trabajo de investigacion se tiene como objetivo general describir las



caracteristicas morfologicas de hongos fitopagénos y pruebas pre-moleculares de genes
ITS (ADN ribosomal) para identificar el género de hongos que causan dafios en tallos de
palto (Persea americana Mill.), La Mar- Ayacucho.los objetivos especificos son: 1.
Identificar mediante caracteristicas morfologicas el género de hongos que causan dafios
en tallos de palto (Persea americana Mill.) en la provincia La Mar, Ayacucho. 2.
Establecer un protocolo estandar para la extraccién de ADN de hongos que causan dafios
en tallos de palto (Persea americana Mill.). 3. Estandarizar el pre-PCR con marcadores
moleculares de genes ITS del ADN ribosomal, que identifican y confirman el género de
hongos que causan dafios en tallos de palto (Persea americana Mill.). 4. Confirmar con
prueba de patogenicidad los hongos identificados que causan dafios en tallos de palto
(Persea americana Mill.).

2. METODOLOGIA

2.1.  Ubicacion del experimento

La investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de Fitopatologia y Biotecnologia
Vegetal, ambos pertenecientes a la Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga,
Escuela Profesional de Agronomia, situados en las coordenadas 13°08'53" Latitud sur y
74°13'12" Longitud oeste, a 2792 msnm de altitud, en el distrito de Ayacucho, provincia
de Huamanga y region de Ayacucho.

2.1.1  Material bioldgico

El material biol6gico procede de campos de palto comerciales situados en la provincia de
La Mar, departamento Ayacucho. Los distritos y la cantidad de muestras colectadas de
cada lugar se detallan en la tabla siguiente:

Tabla 2.1
Muestras de tallo obtenidas de las zonas de produccidn de palto de la provincia de La Mar
Departamento Provincia Distrito N° Muestras
Ayacucho La Mar Tambo 6
Ayacucho La Mar San Miguel 6
Ayacucho La Mar Patibamba 10
Ayacucho La Mar Ninabamba 12
Ayacucho La Mar Chilcas 6
Ayacucho La Mar Luis Carranza 10
Total 50

2.2.  Coleccion de muestras
Las muestras se colectaron de las diferentes zonas de produccion de Tambo, San Miguel,
Ninabamba, Patibamba, Chilcas y Luis Carranza. Se inspeccionaron varios arboles de las



plantaciones de palto Hass para detectar sintomas. En cada plantacion los arboles fueron
revisados y evaluados para identificar la presencia de tizones en el tallo, muerte regresiva,
necrosis y cancros en los tallos laterales, marchitez, amarillamiento, corteza hundida y
oscura. Se tomaron muestras de tallos y de ramas primarias, secundarias y terciarias de
estos arboles, varios segmentos que miden entre 5 y 10 cm de largo de cada planta
sintomatica, independientemente de la edad de la planta. Las muestras se colocaron
primero en bolsas de papel kraf y polietileno rotuladas con sus datos de pasaporte; todas
las muestras fueron colocadas en cajas de tecnopor conteniendo gel pack refrigerante, lo
que permitié mantener una temperatura baja constante en el transcurso del traslado al
laboratorio. La recoleccion de muestras, aislamiento del patogeno, estandarizacion de
protocolo para la extraccién de ADN, caracterizacion, identificacion morfoldgica y pre-
molecular se realizé durante todo el afio 2023 y los meses de enero a junio del 2024.

2.3. Aislamiento del patogeno

Los segmentos de tallos, ramas primarias, secundarias y terciarias recolectadas pasaron
por una serie de lavados. La desinfeccion se realizé teniendo en cuenta lo recomendado
por Rodriguez-Galvez et al. (2021) & Vicufa (2023), las muestras se cortaron en
porciones con un area de 5 mm aproximadamente de la zona de avance del sintoma
(interfase entre tejido vegetal sano y enfermo), en el borde del tejido de la madera
necrosada utilizando una tijera de podar y un bisturi estéril; luego se realiz6 una
desinfeccion superficial para eliminar microorganismos y contaminantes externos
sumergiendo las muestras cortadas en porciones pequefias en alcohol de 70° por 2
minutos; enseguida se lavo dos veces con agua destilada estéril. Las porciones
desinfectadas se colocaron en papel toalla y se dejaron secar dentro de la camara de flujo
laminar. Posteriormente los trozos de madera se sembraron en medio Papa Dextrosa Agar
(PDA) modificado con 0.5 gr/L de tetraciclina con el fin de inhibir el crecimiento de
bacterias. En cada placa se coloco cinco porciones del tejido (en forma de cruz). Las
placas se incubaron a 27 °C por un periodo de 3 a 10 dias, en condiciones de oscuridad
para favorecer el crecimiento de los hongos. Una vez que se obtuvieron los crecimientos
de las colonias, se llevaron a cabo repiques sucesivos en placas petri con medio PDA.
Estos repiques consistieron en transferir fragmentos de los margenes del micelio hasta
obtener colonias puras (cultivo axénico).

2.4. Caracterizacion e identificacion morfoldgica de aislamientos

La caracterizacion morfoldgica de los aislamientos puros se realizd con el proposito de
identificar el genero de los patdgenos. Este proceso involucré varios pasos Yy
observaciones detalladas; para ello, se evalud el desarrollo de hongos en medio de cultivo
PDA. Se analizaron las caracteristicas macroscépicas como el color del micelio,
morfologia de las colonias a 27°C tras un periodo de incubacion que vario segun el tipo



de hongo; la presencia o ausencia de septos, la longitud y el ancho de 100 conidios, las

mediciones se realizaron utilizando un microscopio compuesto (Accu-Scope), también se

caracterizé la forma y color de los conidios. El ratio de crecimiento de los micelios se

determind teniendo en cuenta la siguiente formula: el promedio de crecimiento es igual a

incremento total (cm) entre tiempo total, expresando el resultado en centimetros por dia

(cm/dia). La medicion continud hasta que el micelio del hongo cubri6 por completo el

medio de cultivo en la placa de petri. Por altimo, se identifico el género taxonémico a

partir de las caracteristicas microscopicas de las estructuras vegetativas y reproductivas

asexuales, basandose en publicaciones cientificas y las guias de Barnett & Hunter (1972).

2.5. ldentificacion pre-molecular

a. Muestras

Las muestras de estructuras fungicas se obtuvieron a partir de las colonias del patégeno

aislados en placas de Petri, en estado de esporulacion en medio de cultivo (PDA).

b. Extraccion de ADN

Las muestras (micelios) fueron molidos utilizando 500 uL de CTAB 2X+LiCL, mediante

el protocolo de Huanca-Mamani et al. (2014) modificado por Laboratorio de Genética y

Biotecnologia Vegetal, E.P. Agronomia, Universidad Nacional de San Cristébal de

Huamanga.

c. Cuantificacion y calidad del ADN

Se cuantifico la cantidad de ADN extraido mediante espectrofotometria en el Laboratorio

de Genética y Biotecnologia Vegetal de la E. P. Agronomia:

1. Inicialmente, el pellet de ADN extraido se disolvio en 50 pL de T1oE1, para asegurar
una disolucién completa.

2. Para el blanqueo, se usaron 1.5 pL de T10EL, y se tom6 la misma cantidad de ADN
disuelto para realizar la lectura en el espectrofotometro Antes de cada lectura las
muestras se homogeneizaron mediante un suave movimiento. Es importante destacar
que el blanco se prepar6 con la misma solucién utilizada para disolver el pellet de
ADN.

3. Finalmente, se procedi6 a realizar la medicion de la concentracion de ADN en ng/pL.
Esta concentracion sera ajustada para el ADN molde, que se utilizara en la
amplificacion por PCR.

d. Integridad del ADN

El siguiente protocolo fue utilizado para evaluar la integridad y calidad del ADN:

1. Se prepar0 gel de agarosa al 2.0 % utilizando 90mL de buffer TBE 1X y afiadiendo 2
puL de Bromuro de Etidio.

2. El gel preparado se vertio en la cubeta con peine y se dejo solidificar.



3. Seguidamente se transfirié gel endurecido en la camara de electroforesis; para cubrir
completamente el gel se lleno con buffer de corrida TBE 1X, luego se removio el peine
para permitir el acceso a los pocillos.

4. El Cocktail-Mix para la corrida se prepar6 con 2 UL de agua libre de nucleasas (NFW),
1 pL de loading 6X y 3 pL de ADN de la muestra, para obtener un volumen final de 6
ML.

5. Se sirvié el mix en el orden adecuado en los pocillos de gel segun el orden adecuado,
después se corrio en electroforesis a 90 voltios por Lhoray 45 minutos, posteriormente
se visualiz6 en el transluminador UV la integridad del ADN y por altimo se capturd la
imagen del gel para su verificacion.

2.6 Ensayo de Pre PCR

a. Homogenizacion de la concentracion de ADN

El proceso comenz6 homogenizando las concentraciones de ADN extraido a una

concentracion de trabajo (ADN molde) de 15 ng/uL; utilizando agua libre de nucleasas

(NFW).

b. Preparacion de la mezcla Master Mix

La preparacion de la mezcla maestra (master mix) se llevé a cabo para el marcador

molecular ITS 1-4. La tabla 2.8 muestra la composicion de esta mezcla para cuatro

reacciones. El proceso comenzo con el célculo de las cantidades para una Unica reaccion

(1Rxx), que luego se multiplicaron por el nimero total de reacciones requeridas. Este

total comprendia las tres muestras mas una reaccion extra para cubrir las pérdidas

ocasionadas por el contacto con las puntas de las micropipetas, sumando un total de cuatro

reacciones.

Tabla 2.2

Mezcla de Master mix para amplificacion en PCR, para 4 reacciones.
Reactivos e [f Volumen 1Rx (uL) Volumen 4 Rx(uL)
NFW 14.3 57.2
buffer 5X 5X 1X 5.0 20.0
MgCI2 25mM 2mM 2.0 8.0
dNTPs 10mM 0.2mM 0.5 2.0
rward (ITS 1) 10uM 1pM/uL 0.5 2.0
Reverse (ITS 4) 10uM 1pM/uL 0.5 2.0
Taq DNA polimerasa 5U/uL 0.025U/uL 0.2 0.8
DNA molde X 15ng/ul 2.0 ™
volumen total 25.0uL 92.0uL

Nota. (*) Se agrega 4.0 uL de ADN molde, independientemente para cada muestra al momento de servir para la amplificacién de
PCR. 1Rxx: una reaccion, 4 Rxx: 4 reacciones.

c. PCR (Reaccion en cadena de polimerasa)
Para el marcador molecular 1TS1-4, se realizo la técnica de PCR, tomando en
consideracién las longitudes de los cebadores expresadas en pares de bases (tabla 2.9). El



El perfil térmico empleado se estructurd de la siguiente manera: desnaturalizacion a 94
°C durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos que incluian desnaturalizacion a 94 °C por 1
minuto, hibridacién a 58.1 °C por 1 minuto, y extension a 73.1 °C por 1 minuto,
finalizando con una extension a 74 °C durante 7 minutos. El termociclador empleado fue
un Eppendorf pro S.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ejecutd con primers disefiados para
amplificar la region ITS (Espacio Transcrito Interno)

Tabla 2.3

Secuencias del cebador ITS en direccion 5°-3°

Region  Nombre del primer Secuencia (5" a 3") Fuente
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG Toju, 2012
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Toju, 2012

2.7 Prueba de patogenicidad

Para realizar la prueba de patogenicidad se tomé en cuenta lo mencionado por Vicufia
(2023).

a. Preparacion del indculo

Las cepas puras mantenidas en conservacion fueron reactivadas utilizando medio PDA
en placas de Petri, incubéandose a una temperatura de 27°C por 10 dias. Antes de realizar
las inoculaciones los plantones fueron sometidos a estrés hidrico.

b. Inoculacion

Se inocularon 18 plantones de palto de un afio de edad los cuales estaban injertados con
la variedad Hass. Cada tratamiento se realiz6 con tres repeticiones tanto para
Lasiodiplodia spp., Dotiorella spp., Pestalotiopsis spp., Colletotrichum spp, y dos cepas
de Fusarium spp; 12 dias después de la inoculacion se regé a los plantones para activar
las defensas de éstas. Para llevar a cabo la inoculacion, se realizé una herida utilizando
un sacabocado estérilizado. Se envolvié con algodon estéril el area inoculada y este se
humedeci6 con agua estéril, el procedimiento finaliz6 sellando todo con una capa de
Parafilm.

c. Evaluaciones

Durante 30 dias, los plantones se mantuvieron en el laboratorio bajo condiciones
ambientales no controladas. En este periodo, se evalud la aparicion de sintomas, que
progresaron desde pequefias manchas superficiales en las proximidades de la herida de
inoculacion hasta el desarrollo de cancros hundidos. Tras la inoculacion, las plantas se
mantuvieron sin riego durante tres dias, restableciendo posteriormente un régimen de
riego interdiario adaptado al consumo hidrico individual. Para analizar la progresion
interna de la pudricion, se practicd un corte transversal en el tallo utilizando un bisturi, lo
que permitio observar el avance del area necrética.



2.8 Porcentaje de incidencia

Es la proporcion de plantas en una poblacidn que estan infectadas por un patégeno. Este
porcentaje se calculé dividiendo el nimero de plantas infectadas, por el nimero total de
plantas evaluadas y multiplicando el resultado por 100 (Agrios, 2005).

Numero de plantas infectadas
Incidencia = 100

Numero total de plantas evaluadas

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Identificacion de las caracteristicas morfoldgicas
3.1.1. Lasiodiplodia spp.
Al observar las caracteristicas macroscopicas de los aislamientos de Lasiodiplodia spp.,
revel6 la formacion de micelio denso que al principio fue de color blanco (figura 3.1a)
gradualmente fue adquiriendo tonalidades que se iban tornando de gris olivo a gris oscuro,
las colonias llenaron la placa en 4 dias, con un ratio de crecimiento promedio de 2.98
cm/dia a unatemperatura de 27°C. Las caracteristicas microscépicas, mostro la formacién
de masas estromaticas grises, las cuales que al ser examinadas bajo microscopio revelaron
que albergaban diversas picnidias de pared color marron oscuro a negro con tamafnos
promedios de 200.66 x156.36 um. Las conidias presentan una formacion acrogena, con
una forma que varian de subovoide a elipsoidal, un &pice redondeado y una base
ligeramente truncada, al principio es hialina y aseptada, pero luego se torna marrén
oscuro, debido al depésito de melanina. Tienen un septo al centro, al madurar, muestran
estrias de forma longitudinal (figura 3.1b) en la superficie tal como lo mencionan Vicufia
(2023) , Phillips et al. (2013), Picos-Mufioz et al. (2015) y Valle-De la Paz et al. (2019).
El tamafio de las conidias promedio es de 27.05 x 16.02 um que coincide con lo
mencionado por Vicufia (2023) cuyo promedio reportado de las mediciones fue de 12 -
16 x 23 - 31um, asimismo Ko et al. (2004) expresan que el promedio de fue de (20 - 32
x 12 - 16) pm.
Figura 3.1

Caracteristicas macroscoépicas y microscopicas de Lasiodiplodia spp.

Nota. (*) Identificacion del hongo A. Crecimiento de Lasiodiplodia spp. en placa 4 DD.. B. Conidios de Lasiodiplodia spp



3.1.2 Dotiorella spp.

El anlisis macroscopico de las colonias de Dotiorella spp. cultivadas revel6 la presencia
de un micelio denso, que en sus etapas iniciales exhibié una coloracion olivécea en el
centro de la colonia y blancas en los bordes, que luego se torno olivacea, las colonias
llenaron la placa en 8 dias, con ritmo promedio de crecimiento de 2.29 cm/dia, a una
temperatura de 27°C; tornandose de color gris olivaceo palido a negro olivaceo (figura
3.2a) despues de unos dias; la presencia de parafisas y ostiolos no se observaron. La
observacion de las caracteristicas microscopicas de Dotiorella spp. permitio identificar
las colonias la formacion de picnidios oscuros, globosos que miden en promedio 172.02
x 131.15 pum, éstos estan agrupados en un estroma bien desarrollado, el estroma es
subcortical; los conidiéforos son simples y cortos de acuerdo a Barnett & Hunter (1972)
y también mencionado por Lawrence et al. (2017). Inicialmente, los conidios de
Dothiorella spp. son hialinos de paredes finas, con formas que van de oblongas a elipticas.
Luego, sus paredes se engrosan, se vuelven marrones y desarrollan un tabique central
grueso (figura 3.2b); como lo indican Wenjing et al. (2014). EI tamafio de las conidias
promedio fue de 22.49 x 8.46 um, coincide con lo mencionado por Véaczy et al. (2018)
cuyo promedio reportado fue de 20-26 x 8-10 um; asimismo, Lawrence et al. (2017)
expresan que el promedio de las mediciones fue de 19.4-24.3 x 8.7-11.6 pum.

Figura 3.2

Caracteristicas macroscdpicas y microscépicas de Dotiorella spp.

‘

Notas. (*) Identificacion del hongo A. Placa de Dotiorella spp. con formacién de masas estromaticas 20 DDS. B. Conidios septados
de Dotiorella spp.

3.1.3. Pestalotiopsis spp.

segun las caracteristicas macroscopicas, las colonias obtenidas de Pestalotiopsis spp. se
distinguian por la formacion de un micelio de aspecto algodonoso. La colonia fue de color
blanco (figura 3.2a), la presencia de acérvulos negro brillante fue abundante en los
aislados. Las colonias llenaron la placa en 11dias, con un ratio promedio de crecimiento
del micelio de 3.01 cm/dia a una temperatura de 27°C. Pestalotiopsis spp. presenta
especies con conidios de 5 celulas, se caracteriza por presentar conidios con tres células



medias pigmentadas, mientras las células de los extremos son hialinas, los conidios
poseen ornamentaciones apicales y basales; la forma de los conidios oscila entre curvado
y recto, presentan 5 células, 2 hialinas en los extremos y 3 versicoloras en el centro (figura
3.2b) coincide con los resultados mostrados en la investigacion de Maharachchikumbura
et al. (2011). El tamafio de las conidias promedio fue de 27.54 x 5.89 pm; coincide con
lo reportado por Espinoza et al. (2008), quien sefiala que el promedio de las mediciones
de las conidiases de 22.7 +2.3a27.0£25umy 7,4 £0.32 9.3 £ 0.7 um de ancho; Lin
et al. (2018) mencionan que el promedio de las mediciones de 100 conidias fue de 5.4 -
9.6 x 18.2 - 25.6 um , asimismo Valencia et al. (2011), indica que el promedio reportado
fue de 22.2 - 30.4 x 6.3 - 9.8 um; ademas resalta que las células apicales y basales eran
incoloras, mientras que las tres células medianas eran de color marrén oscuro. Los
conidios tenian un apéndice basal y de dos a cuatro apéndices apicales largos, el cual esta
en concordancia con lo sefialado en esta investigacion, donde se muestra que el nimero
de ornamentaciones apicales es de 3 a 4, el nUmero de ornamentaciones basales es de 1;
la longitud de las ornamentaciones apicales mide en promedio 15.75, 15.36 y 14.71 um.
Figura 3.3

Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de Pestaloptiosis spp.
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Nota. (*) ldentificacion del hongo A. Crecimiento de Pestalotiopsis spp. en placa 15 DDS. B. Conidias observadas al microscopio.
Colletotrichum spp.

Las colonias de Colletotrichum spp. exhibieron, mediante observacion macroscopica, la
formacion de micelio harinoso (abundante y superficial) que fueron inicialmente de color
blanco que se iba tornando crema con centro color naranja, (figura 3.4 a) coincide con lo
mencionado por Valdés et al. (2017) y Trinidad-Angel et al. (2017); las masas conidiales
fueron abundante, salmon y negras con una distribucion aleatoria, se aprecian cirros
cremosos de color naranja. Las colonias llenaron la placa en 11 dias, con un ratio
promedio de crecimiento de 2.63 cm/dia a una temperatura de 27°C.

Mediante la observacion microscopica, se pudo evidenciar la presencia de cuerpos
irregulares con setas escasas rectas coincide con lo expresado por Barnett & Hunter
(1972) quienes mencionan que colletotrichum spp. presenta estructuras en forma de disco



Ilamadas arcérvulos, que son cubiertas de una sustancia cerosa, subepidérmicos, a
menudo tienen espinas oscuras; las conidias eran de forma cilindrico hialino con extremos
redondeados (figura 3.4 b) concuerda con lo mencionado por (Sandoval et al., 2008), las
mediciones de las conidias en promedio fue de 15.16 x 5.90 um coincide con lo expresado
por Silva-Rojas & Avila-Quezada (2011), quienes sustentan el promedio oscila entre
13.5-23.8 um de largo y 4.3—6.8 um de ancho; asimismo Qiao et al. (2021) expresan que
el promedio es de 12.2-17.1 um x 4.2-6.4 um.

Figura 3.4

Caracteristicas macroscdpicas y microscopicas de Colletotrichum spp.
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Nota. (*) Conidias hialinas de Colletotrichum spp. de forma cilindrico con extremos redondeados.

3.1.4. Fusarium spp.

Cepa 1. Fusarium spp.

La observacion de las caracteristicas macroscopicas, evidenciéo que las colonias de
Fusarium spp. obtenidas formaron un micelio denso que inicialmente fue de color blanco
y luego se iba tornando crema, un patrén de crecimiento radial, (figura 3.5a) corresponde
con lo expresado por Leslie & Summerell. (2006) y Hernandez et al. (2019). Las colonias
llenaron la placa en 10 dias, con ritmo de crecimiento promedio de 2.53 cm/dia a una
temperatura de 27°C.

Basado en las caracteristicas microscopicas, se pudo observar en las colonias la
formacion de macroconidios, ausencia de microconidias y clamidosporas, que al ser
posteriormente observadas al microscopio se evidencié que las macroconidios oscilan
entre relativamente anchos, rectas a ligeramente curvadas, con paredes delgadas (figura
3.5b), el tamano de las conidias promedio fue de 41.10 x 5.07 um con 3 a 4 septos, célula
apical redondeada y célula basal en forma de pie, abundante en esporodoquios, coincide
con lo expresado por Leyva-Mir et al. (2017) quienes reportan que el promedio que
obtuvieron fue de 22-48 x 2.5-4.2 um, con paredes delgadas ; asimismo Sarkhosh et al.
(2018) mencionan que el promedio obtenido fue de 24.5-35.3x4.1-5.4 um. Todas las
caracteristicas observadas en microscopia de luz fueron consistentes con las reportadas
por Leslie & Summerell (2006) para Fusarium Solani quienes afiaden que los conidios
pueden tener de 3-7 septos.



Figura 3.5

Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de Fusarium spp

Nota. (*) Identificacion del hongo A-B. crecimiento de Fusarium spp. en placa 10 DDS. B. Observaciones microscopicas de las
conidias de Fusarium spp.

Cepa 2. Fusarium spp.

Las caracteristicas macroscépicas de las colonias de Fusarium spp. obtenidas mostraron
formacion de un micelio algodonoso que fueron inicialmente de color parpura que fue
tornandose violeta, (Figura 3.6a) con una apariencia de amarillo a naranja cuando se
cultiva en PDA coincide con lo expuesto por (Leslie & Summerell., 2006) y Hernandez
et al. (2019) para Fusarium oxysporum. Las colonias llenaron la placa en 6 dias, con un
ratio de crecimiento promedio de 2.77 cm/dia a una temperatura de 27°C. Mediante las
caracteristicas microscopicas, se pudo observar en las colonias la formacion de
macronidios, ausencia de microconidias y clamidosporas, que al ser posteriormente
observadas al microscopio se evidencid que las macroconidios son ligeramente rectos,
curvadas, relativamente esbeltas y de paredes delgadas (Figura 3.6b). El tamafio de las
conidias promedio fue de 41.30 x 4.16 um, con 4-5 septos, células apicales: conicas y
curvadas, a veces con un ligero gancho y células basales de forma puntiaguda a pie,
coincide con lo expresado por Leyva-Mir et al. (2017) quienes reportan que el promedio
que obtuvieron fue de 22 - 48 x 2.5 — 4.2 um, con paredes delgadas, con 5 o 6 septos.
Figura 3.6

Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de Fusarium spp.

Nota. (*) Identificacion del hongo A-B. Muestra el crecimiento de Fusarium spp. en placa 6 DDS, micelio
inicialmente de color purpura que se iba tornando violeta. B. Conidios observados al microscopio.



Tabla 3.1
Resumen de principales caracteristicas macroscopicas y microscépicos de aislamientos
patogeénicos que causan dafios en tallos de palto (Persea Americana Mill).

Ne de Largo Ancho N° Ratio de crecimiento
Aislamiento Forma de la conidia Tipo de micelio Color de micelio
mediciones  (um) (um)  septos (cm/dia)

Lasiodiplodia spp. ¥=100 2705 1602 1 Subovoide-Elipsoidal 298 Denso Gris olivo- Negro

. _ L. Gris olivaceo - Negro
Dotiorella spp. X=100 2249 846 1 Oblonga- Eliptica 229 Denso o

oliviceo
Pestalotiopsis spp. X=100 2754 589 4 Ligeramente Curvado-Recto 3.01 Algodonoso Blanco
. _ . Harinoso (abundante
Colletotrichum spp. X =100 1516 590 0 Cilindrica 263 i Blanco-crema
y superficial)
Rectas o ligeramente curvadas:

Fusarium spp. X =100 411 5.07 4 Célula apical redondeada y 2.53 Denso Blanco-crema

célula basal en forma de pie

Rectas o ligeramente curvadas:
. _ Células apicales conicas con A A .
Fusarium spp. X =100 413 416 5 . 277 Aéreo Algodonoso  Purpura-Violeta
ligera forma de gancho y células

basales en forma puntiaguda

3.1.5. Distribucién de los géneros en las zonas muestreadas

El porcentaje de participacion de cada género identificado con respecto a las 50 muestras
totales (figura 3.13) obtenidas de los distritos de Tambo, San Miguel, Patibamba,
Ninabamba, chilcas y Luis Carranza, provincia la Mar, departamento de Ayacucho.
Figura 3.7

Porcentaje de participacion de los géneros patogénicos

AISLAMIENTOS PATOGENICOS DE LA PROVINCIA
LA MAR

Fusarium spp.
24%

Lasiodiplodia
spp.
43%

Colletotrichum
spp.
15%

Dothiorella spp.
9%

Notas. (*) Porcentaje de participacion de los géneros Lasiodiplodia spp., Dotiorella spp.,
Pestalotiopsis spp., a Colletotrichum spp. y Fusarium spp. con respecto al total de
muestras patogénicas obtenidas.

3.2. Resultados de la cuantificacion de ADN mediante Espectofometria

En la figura 3.19 se presenta los resultadlos de la calidad de ADN extraido en 18
aislamientos de hongos que causan dafios en tallos de palto, teniendo presente a los
géneros: Lasiodiplodia spp., Dotiorella spp., Pestalotiopsis spp., Colletotrichum spp. y
Fusarium spp.; luego de ser analizados mediante espectrofotometria y electroforesis
horizontal en gel de agarosa. Se reporta una concentraciéon de ADN en promedio de
183.27 ng/uL y la calidad en base a la absorbancia (absorbancia A260/A280) en un
promedio de 2.0.



Tabla 3.2
Cuantificacion de ADN mediante Espectofometria

i Canil Mnesica Absorbancia Cantidad
A260/A280 (ng/ul)
1 M1A 202 132
Lastodiplodia spp. 2 N1B 214 2702
3 N1C 191 147
4 N2A 133 0.8
Dotiorella spp. 5 NIB 1.28 311
] N2C 162 833
T N3A 2123 323
Pestalaptiosis spp. 8 NiB 2128 2548
2 N3C 149 237
10 N4A 1 4043
Colletotrichmm spp. 11 N4B 202 2333
12 N4C 224 5035
13 N3A 230 11033
Fusarium spp. 14 N3B 217 713
13 NIC i | 6006
16 TiA 139 241
Fusarium spp. 17 TiB 169 379
12 TiC 205 1396
1% blanco

Nota. (*). Las muestras de ADN extraidas del 1 al 18 corresponde a hongos que causan dafios en tallos de palto. N1A-N1B-N1C-
T1C: Muestras de Lasiodiplodia spp. con 4 repeticiones. N2A-N2B-N2C: Muestras de Dotiorella spp. con 3 repeticiones. N3A-N3B-
N3C: Muestras de Pestalotiopsis spp. con 3 repeticiones. N4AA-N4B-N4C: Muestras de Colletotrichum spp. con 3 repeticiones.N5A-
N5B-N5C: Muestras de cepa 1 de Fusarium spp. con 3 repeticiones. TLA-T1B: Muestras de cepa 2 de Fusarium spp. con 2
repeticiones. La foto documentacion de ADN pertenecen a 5 géneros con 3 repeticiones, x: control (blanco).

3.3. Resultados del ensayo pre PCR de ADN de hongos

En las figuras 3.8 se presenta la fotodocumentacion de ADN extraido de hongos que
causan dafos en tallos de palto segun el protocolo de Huanca -Mamani, este protocolo
demostro ser mas eficaz, debido a la mejor calidad y cantidad de ADN obtenido.

Figura 3.8

Fotodocumentacién de ADN extraido con el protocolo de Huanca-Mamani.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

-— P—

Nota. (*) Las muestras de ADN extraidas del 1 al 18 corresponde a hongos que causan dafios en tallos de palto. La Fotodocumentacion
de ADN pertenecen a 5 géneros con 3 repeticiones, x: control (blanco).

3.4 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para validar la efectividad del perfil térmico y la composicion de la mezcla de PCR, se
amplifico la region ITS empleando los cebadores:

- ITS15 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3

- ITS45 TCCTC CGCTTATTGATATGC 3



En la figura 3.9 muestra los productos de PCR empleando los cebadores ITS1/ 1TS4 en
la amplificacién correspondiente, ofrecieron como resultado la amplificacion de
fragmentos de ADN de 540 pb y 550 pb, obtenido a partir de ADN extraido de los
micelios fangicos de las muestras.

Figura 3.9

Productos de PCR amplificados para la region ITS.

1l 2 3 4 MP

550 pb— » 600 pb
540 pb—b - 500 pb
100 pb

Nota. (*). Las figuras muestran las bandas amplificadas (540pb-550pb) que corresponde al gen ITS del ADN ribosomal,
para diferentes géneros que causan dafios en tallos de palto, 4: Blanco. MP: marcador de peso molecular de 100pb -
1000pb. La corrida se realizd en gel de agarosa (1.8 %) en 90ml de TE por 2h con 30 minutos.

La banda obtenida es universal, los hongos analizados con los primers ITS1 y ITS4
muestran una sefial dentro de ese rango de pares de bases. Esto confirma la funcionalidad
del protocolo de PCR, pero no proporciona detalles sobre el género, ya que representa un
amplicon generado a partir de muestras in vitro de hongos de madera del palto con
secuencias especificas para esos géneros.

Flores et al. (2021) reportan que, de las cepas aisladas en su trabajo de investigacion, se
obtuvieron 17 secuencias consenso de 542 pares de bases de la region ITS; las diecisiete
secuencias de la region ITS mostraron homologia de 100% con la especie Lasiodiplodia
theobromae. Estas secuencias no mostraron diferencias genéticas entre si; por lo anterior,
fueron agrupadas en una sola secuencia consenso.

3.5. Resultados de la Prueba de patogenicidad

15 dias después de la inoculacion se observé que las repeticiones uno y tres del
tratamiento de Lasiodiplodia spp. empezaron a emitir exudados, Dotiorella spp. inicio a
marchitarse, secarse y se observé una ligera clorosis en las hojas de las tres repeticiones,
Pestalotiopsis spp. se observé clorosis en las hojas en las tres repeticiones, Colletotrichum
spp. empez6 a salir manchas necréticas y emitir exudados en la zona de inoculacién en
las tres repeticiones, en la cepa 1 de Fusarium spp. se observo marchitez en las hojas de
la repeticion y en las repeticiones dos y tres empez0 a liberar exudaciones, en la cepa 2
de Fusarium spp. se observo que empezo6 a emitir exudaciones. A los 30 dias se observé
que las tres repeticiones del tratamiento de Lasiodiplodia spp. presentaron exudaciones,
Dotiorella spp. presenta ligeras exudaciones y manchas marrones en la zona de
inoculacion en las tres repeticiones, Pestalotiopsis spp. presenta exudaciones en las 3



repeticiones; de la misma manera Colletotrichum spp., y las 2 cepas de Fusarium spp., se
observa una marchitez en las hojas. Alrededor de 30 dias, se observd la decoloracion de
la epidermis y aparicion de exudaciones; los dafios externos se mostraron irregulares (sin
un patron de avance) a diferencia de los dafios internos que se encontraron bajo la
epidermis; ya que estos plantones inoculados mostraron dafios en forma eliptica que
avanzaron internamente en sentido vertical ascendente y descendente; también, en sentido
horizontal, tendiendo a circundar el tronco. Dentro de los cinco géneros género
Lasiodiplodia spp., Dotiorella spp. Pestalotiopsis spp y Colletotrichum spp, tuvieron
mayor dimension en dafio tanto ascendente, descendente y en diametro; las dos cepas de
Fusarium spp. en menor dimension. Los plantones de palto inoculadas después de 30 dias

muestran similares sintomas y signos a los observados en las plantas inicialmente
colectadas de donde se aislaron las muestras.

Figura 3.10

Prueba de patogenicidad en plantones de palto Hass

Nota. (*). Prueba de patogenicidad en plantones de palto Hass mostrando lesiones internas para los aislamientos: A- Lasiodiplodia
spp., B-Dotiorella spp., C-Pestalotiopsis spp., D-Colletotrichum spp., E-Fusarium spp., F-Fusarium spp., a los 30 dias después de la
inoculacion.

Tabla 3.3
Porcentaje de incidencia de los resultados obtenidos de la prueba patogenicidad

Repeticiones

Tratamientos Aislamientos % Incidencia
R1 R2 R3
T1 Lasiodiplodia spp. 1 1 1 100
T2 Dotiorella spp. 1 1 1 100
T3 Pestaloptiosis spp. 1 1 1 100
T4 Colletotrichum spp. 1 1 1 100
T5 Cepa 1: Fusarium spp. 0 1 1 66.67
T6 Cepa 2: Fusarium spp. 1 1 0 66.67




4. CONCLUSIONES

Se identific6 mediante caracteristicas morfoldgicas cinco géneros de hongos:
Lasiodiplodia spp., Dotiorella spp., Colletotrichum spp., Pestaloptiosis spp. y
Fusarium spp. que causan dafios en tallos de palto (Persea americana Mill.) en la
provincia de La Mar, Ayacucho.

Se estandarizd en base al protocolo de Huanca-Mamani et al. (2014) para la
extraccion de ADN de hongos que causan dafios en tallos de palto (Persea americana
Mill.).

Se estandariz6 en base a un protocolo para el pre-PCR con marcadores moleculares
de genes ITS del ADN ribosomal, que identifican y confirman el género de hongos
que causan dafios en tallos de palto (Persea americana Mill.)

La prueba de patogenicidad confirmé que los hongos identificados son agentes
causales de los dafios en tallos de palto (Persea americana Mill.) ocasionados por:
Lasiodiplodia spp., Dotiorella spp., Colletotrichum spp., Pestaloptiosis spp. y
Fusarium spp.

o. RECOMENDACIONES

Realizar la secuenciacion del amplicon resultante de la PCR, para llevar a cabo el
andlisis Bioinformatico de la secuencia resultante con el propdsito de determinar
tanto el género como la especie de los hongos reportados.

Llevar a cabo evaluaciones que abarquen controles quimicos, bioldgicos, genéticos
y culturales; ademas, implementar estrategias tanto in vitro como en plantaciones en
produccidn para establecer planes de control fitosanitario.

Se sugiere realizar estudios de investigacion mas exhaustivos, partiendo de los
trabajos previos realizados en este estudio con respecto a la caracterizacion
morfoldgica e identificacion molecular para determinar posibles diferencias entre los
géneros y especies de: Lasiodiplodia spp., Dotiorella spp., Colletotrichum spp.,
Pestaloptiosis spp. y Fusarium spp.

Realizar investigaciones afines en los diferentes cultivos tanto anuales y perennes
de valor comercial en distintas zonas de la regién Ayacucho, con el fin de determinar
los agentes causales de las enfermedades.
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