UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS CAUSANTES DE
ANTRACNOSIS EN Musa paradisiaca L. (PLATANO) Y HONGOS
ANTAGONISTAS

TRABAJO DE GRADUACION PRESENTADO POR:

GRACE ELIZABETH HERNANDEZ HENRIQUEZ
ROSA MARIA MORALES RIVAS

PARA OPTAR AL GRADO DE
LICENCIADA EN QUIMICA'Y FARMACIA

JUNIO 2017

SAN SALVADOR, EL SALVADOR, CENTRO AMERICA



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

RECTOR
MAESTRO. ROGER ARMANDO ARIAS ALVARADO

SECRETARIO GENERAL
MAESTRO. CRISTOBAL HERNAN RIOS BENITEZ

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

DECANO
LIC. SALVADOR CASTILLO AREVALO

SECRETARIO
MAE. ROBERTO EDUARDO GARCIA ERAZO



DIRECCION DE PROCESOS DE GRADUACION

DIRECTORA GENERAL

MSc. Cecilia Haydeé Gallardo de Veldsquez

TRIBUNAL EVALUADOR

COORDINADORAS DE AREA DE MICROIOLOGIA

MSc. Coralia de los Angeles Gonzéalez de Diaz.

MSc. Amy Elieth Moran Rodriguez

DOCENTES ASESORAS

Dra. Tania Ethel Cuadra Zelaya

Licda. Maria Elsa Romero de Zelaya

Licda. Eugenia Sorto Lemus



AGRADECIMIENTOS

Expresamos nuestros mas sinceros agradecimientos a las docentes asesoras:
MSc. Maria Elsa Zelaya, Dra. Tania Ethel Cuadra, Licda. Eugenia Sorto;
asimismo a los docentes del tribunal evaluador: MSc. Coralia Gonzélez de Diaz
y MSc. Amy Elieth Moran Rodriguez, quienes han dirigido el presente trabajo de
investigacion, por sus consejos, sugerencias y enseflanzas. Expresamos nuestra
gratitud al Gerente Salomoén Zelada y los trabajadores de la Cooperativa San
Carlos, el Paisnal por su apoyo y donacion de las muestras, asi mismo, al Ing.
Oscar Mauricio Coto del Programa de Frutales del Centro Nacional de Tecnologia
Agropecuaria y Forestal Enrique Alvarez Cérdova (CENTA) por facilitarnos los
contactos para la obtencién de las muestras y por su guia para la obtencién de
informacion valiosa en la investigacion. Agradecemos a la PhD. Santa Romero
Jovel coordinadora del CICES y a su equipo de trabajo quienes muy
amablemente nos acogieron en sus instalaciones para poder llevar a cabo la
parte de extraccidbn molecular, por sus valiosos consejos, por su apoyo material
y moral. A los laboratoristas de Microbiologia de la Facultad de Quimica y
Farmacia. Agradecemos a los docentes del Laboratorio de Cultivo in vitro de
células y tejidos vegetales de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica de
la Universidad de El Salvador por su profesionalismo y su disponibilidad en el
laboratorio. A Ing. Jenny Angel del Laboratorio de Biotecnologia Agricola de la
Facultad de Ciencias Agrondmicas por su amable hospitalidad y por facilitarnos
el uso del equipo para llevar a cabo parte de nuestros analisis. Al PhD. Dionisio
Alvindia quien nos proporcioné documentacion valiosa para la investigacion. A

todos gracias y que Dios les bendiga, deseandoles muchos éxitos en sus labores.

Grace Hernandez y Rosa Morales



DEDICATORIA

En primer lugar quiero agradecer a Dios a quien dedico todos mis logros, por
darme el don de la perseverancia, sabiduria y la fuerza de voluntad necesaria
para alcanzar mis metas, y por guiarme para tomar una de las mejores decisiones
de mi vida.

A mi mama Rosa Aminta por ser un gran ejemplo de perseverancia y valentia en
mi vida, y por su apoyo para poder culminar mi carrera, por sus consejos y amor
que siempre llenan mi corazon, gracias por ensefiarme a dar gracias a Dios en
todo momento y nunca olvidar de él. A mis hermanos por creer en mi y nunca
dejarme sola, por apoyarme en todos mis proyectos de superacién, por su
ejemplo de superacion, humildad, sacrificio. A mi papa que desde el cielo sé que
me apoya y me cuida. A Grace Hernandez (man) amiga y compafiera de grado
gracias por tu ayuda y comprension. A mis amigos que siempre me han dado su
apoyo incondicional, sus palabras de animo, por creer en mi gracias por estar
conmigo en las buenas y en las malas y por compartir momentos inolvidables. a
todos esos docentes que fueron ejemplo para querer seguir Sus pasos, por sus
ensefianzas y palabras de animo. A todas las personas que de alguna forma

fueron parte de este trabajo por crecer en nuestro trabajo y brindarnos su apoyo.

Infinitas gracias a todos que Dios todopoderoso y la Virgencita los cuiden y les

llenen de bendiciones sus vidas y sus hogares

<No te dejes llevar jamas por los que te desaniman, escucha la voz de Dios que

es tu identidad»

Sin dudar esta meta solo es el comienzo de una gran aventura profesional, para

lograr mi mision en este mundo.

Rosa Maria Morales Rivas



Al que me salvé por medio de su Hijo de una eternidad de sufrimiento: a Dios,
quien me permitié culminar esta etapa en mis estudios, brindando ain mas de lo
necesario en cada paso de mi vida.

A toda mi familia, a mi abuelo, Salvador Henriquez Ahuerbach (QEPD) y a mi
madre, Elizabeth Henriquez Corddn, por el apoyo, paciencia, tiempo, sacrificio y
amor incondicional de siempre. No sé qué hubiera hecho sin ustedes.

A Christopher Abarca, mi novio y mejor amigo, por acompafarme y apoyarme en
cada momento de mi carrera y las demas areas de mi vida. Chris, tu paciencia
no la tiene cualquiera, sos lo maximo.

A Xucit Cuestas, por haber traido a la UES ese regalo del ballet clasico, por su
dedicacion y comprension a lo largo de mi carrera y trabajo de graduacion.
Maestra, gracias por las oportunidades brindadas y por haberme mostrado un
camino diferente cuando llegué al final del mio.

Al Dr. Jaime Renderos, por su apoyo, tiempo y ayuda indispensable en la
realizacion de este trabajo. Gracias por sus cuidados y el par de brazos
prestados.

A mi compafiera Rosa Morales y su familia, por su esfuerzo, dedicacion y
empefio. Ha sido un viaje largo y dificil, mi amiga, pero lo hemos logrado.

A todas las personas que directa o indirectamente fueron parte de esta aventura,
y a mis amigos de la iglesia, del ballet y de estudio que mostraron su apoyo y me

dieron palabras de animo en el camino, esto va para ustedes.

“Las preguntas que no podemos contestar son las que nos ensefian mas. Nos
ensefian a pensar. Si le das a alguien una respuesta, lo Unico que obtiene es
cierta informacion, pero si le das una pregunta, buscara sus propias respuestas.
Asi, cuanto mas dificil la pregunta, mas dificil la busqueda, mas aprendemos...”

-Patrick Rothfuss

Grace E. H. Henriquez



INDICE

Pag. N°

Resumen
Capitulo |
1.0 Introduccion Xxii
Capitulo Il
2.0 Objetivos
Capitulo I
3.0 Marco Teorico 27
3.1 Caracteristicas de la planta 27

3.1.1 Descripcion de la planta (Musa paradisiaca) 27
3.2 Clasificacion botanica 29
3.3 Caracteristicas del fruto 29
3.4 Requerimientos de clima, suelo y siembra 29
3.5 Generalidades de antracnosis 30
3.6 Desarrollo de la antracosis en platano 31

3.7 Taxonomia de hongos causantes de antracnosis 31



3.8 Morfologia Macroscopica y microscopica de hongos

causantes de antracnosis
3.9 Crecimiento de los hongos causantes de antracnosis

3.10 Patogenicidad y condiciones de infeccion de los

hongos causantes de antracnosis

3.11 Métodos de aislamientos e identificacion de

patégenos causantes de antracnosis
3.12 Métodos moleculares de identificacion
3.13 Control biolégico

3.14 Mecanismo de accién de los microorganismos

antagonistas

3.15 Métodos de aislamiento de antagonistas

Capitulo IV

4.0 Disefio metodolégico

4.1 Tipo de estudio

4.2 Investigacion bibliografica
4.3 Investigacion de campo

4.3.1 Universo
4.3.2 Muestra
4.3.3 Tipo de muestreo

4.3.4 Manipulacién y transporte de las muestras

31

33

33

36

37

41

42

42

46

46

46

47

47
47
48
48



4.4 Parte experimental

4.4.1 Aislamiento de hongos patdgenos, causantes
de antracnosis en platano

4.4.2 Descripcion morfologica de hongos
presuntamente patégenos causantes de
antracnosis

4.4.3 Prueba de patogenicidad de hongos aislados de
lesiones de antracnosis en platano

4.4.4 Identificacion de hongos patdégenos causantes
de antracnosis

4.4.5 Screening y aislamiento de hongos epifitos
antagonistas en platano

4.4.5.1 Prueba de incubacion dual

Capitulo V
5.0 Resultados y discusion de resultados

5.1 Determinacién de hongos que podrian estar
causando antracnosis en platanos procedentes de la

Cooperativa San Carlos, El Paisnal.
5.2 Descripcion morfolégica de cepas aisladas.
5.3 Prueba de patogenicidad.

5.4 Identificacion molecular de patégenos aislados de las

muestras de platano con presencia de antracnosis.

5.5 Aislamiento y seleccidén de hongos antagonistas.

49

49

50

51

53

56

57

61

61

64

68

77

87



5.5.1 Prueba de incubacion dual. 91

Capitulo VI

6.0 Conclusiones 97

Capitulo VI

7.0 Recomendaciones 100
Bibliografia

Anexos



INDICE DE ANEXOS

ANEXO N°

1.

10.
11.
12.

13.

Ensayos preliminares para el aislamiento de hongos causantes de
antracnosis.

. Ensayos preliminares prueba de patogenicidad.

. Aislamientos de mohos y levaduras por método de cultivo directo.

. Aislamiento de mohos y levaduras por método de diluciones seriadas.
. Preparacion de solucion estéril de platano.

. Aislamiento de mohos y levaduras.

. Prueba de patogenicidad.

. Aislamiento de mohos y levaduras epifitos.

. Prueba de incubacién dual para mohos y levaduras.

Preparacién de reactivos para PCR.
Método alterno de aislamiento de ADN utilizando ARNasa.
Espectro de secuenciacion de las muestras 4 y 13.

Memoria de imagenes de la investigacion.



INDICE DE FIGURAS

FIGURA N°

A W DN

0 N o O

11.

12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.

. Planta de platano
. Racimo de platano
. Platano con sintomas de antracnosis

. Fusarium spp. A) Macroconidios. B) Clamidosporas. C)

Microconidios en cadena

. Cultivos de Fusarium spp. A) Agar PDA. B) Agar Sabourad
. T. paradoxa. A) Conidios. B) Clamidosporas
. Cultivo de T. paradoxa

. Conidios maduros (color café oscuro) e inmaduros

(hialinos) a 14 dias de crecimiento. L. theobromae

. Micelio en PDA a 14 dias de crecimiento. L. theobromae
10.

Representacion de acérvulos, setas y conidiéforos de
Colletotrichum spp.

Diferentes tipos de colonias de Colletotrichum spp en medio
PDA

Fragmento amplificado ITS4-5.8S-ITS5

Progreso de la lesion en platano herido durante 4 dias
Velocidad de la lesién producida por los hongos patégenos
en platanos heridos y no heridos.

Espectro obtenido por NanoDrop de la muestra 4.1
Espectro obtenido por NanoDrop de la muestra 4.2
Espectro obtenido por NanoDrop de la muestra 13.

Gel de electroforesis al 1% de agarosa para las muestras
N4y N°13

Pag. N°
27
28
30
34

34
34
34
34

34
34

54
75
76

78
78
79
79



19.Gel de electroforesis al 1% de agarosa para las muestras

20.

21.

amplificadas por PCR.

Alineamiento de la secuencia ITS amplificada del patégeno
4y la secuencia de la cepa Fusarium dimerum CBS 108944,
realizado por Blast. Cédigo de acceso a la secuencia en
genbank: EU926285.1

Alineamiento de la secuencia ITS amplificada del patégeno
13 yla secuencia de la cepa Fusarium dimerum CBS
108944, realizado por Blast. Codigo de acceso a la
secuencia en genbank: EU926285.1

81

83

84



INDICE DE TABLAS

TABLA N° Pag. N°
1. Mediciones diarias y valores de velocidad de amplitud 69
de la lesién

2. Velocidad de amplitud de la lesion (cm/dia) 70



INDICE DE CUADROS

CUADRO N°

1.

Clasificacion taxonomica de los principales hongos que
afectan la cosechas de platano produciendo antracnosis en

el fruto

. Descripcion de caracteristicas principales para la

identificacion de los hongos causantes de antracnosis en

platano

. Condiciones de crecimiento de hongos causantes de

antracnosis

. Métodos de aislamiento e identificacién de hongos

patdgenos

. Métodos de identificacion molecular

6. Microorganismos antagonistas utilizados en un control

11.
12.
13.
14.
15.

bioldgico exitoso contra la antracnosis postcosecha de

frutas y verduras

. Métodos de aislamiento de antagonistas
. Reactivos para PCR

. Condiciones para la reaccién de PCR
10.

Resultados del aislamiento por diluciones seriadas
(solucién de platano al 0.1%) y esparcido en placa
Descripcidn macroscopica y microscopica
Caracteristicas de las lesiones

Andlisis de ADN en NanoDrop

Secuenciacion de ADN

Clasificacion de los aislados fungicos segun NCBI

Pag. N°
32

34

36

38

39
43

44
55
55
62

64
74
80
82
85



16. Descripcidon macroscopica y microscopica de hongos
antagonistas
17. Prueba de incubacion dual, inhibicidon de crecimiento

18. Métodos utilizados en la prueba de incubacion dual

87

91
95



ABREVIATURAS

Rpm: Revoluciones por minuto

PDA: Agar papa dextrosa

Pb: Pares de bases

ITS: Espaciadores transcritos internos

°C: Grados Celsius

CLA: Agar clavel

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

NacCl: Cloruro de Sodio

TE: Tampo6n pH 8

Pa: Pascales

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa
VA: Velocidad de amplitud

Prom: Promedio

Cm: Centimetros

CENTA: Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal

“Enrique Alvarez Cérdova”

NCBI: Centro Nacional para Informacion Biotecnologica



RESUMEN

La antracnosis es una enfermedad causada por una diversidad de hongos la
especies varian de acuerdo al clima y condiciones ambientales de cada pais,
esta enfermedad afecta a los frutos de platano reduciendo su calidad y vida de
anaquel y, como consecuencia, provocan pérdidas cuantiosas para los
agricultores, en El Salvador esta enfermedad se combate con el uso de pesticidas
que contaminan el medio ambiente y exponen la salud del trabajador y
consumidor. Los escasos estudios sobre la identidad de los hongos que afectan
al platano con esta enfermedad reducen la posibilidad de implementar
alternativas de control contra esta enfermedad, como el uso de biopesticidas.
Este estudio se basd en la busqueda del moho o levadura que causa la
antracnosis en los cultivos de platano de la Cooperativa San Carlos, el Paisnal,
se realizé un aislamiento a partir de platanos maduros con signos de antracnosis
para obtener mohos y levaduras a los cuales se les realiz6 una prueba de
patogenicidad que demostro la capacidad de estos aislados de causar lesiones
significativas caracteristicas de la antracnosis, a partir de los valores obtenidos
en esta prueba se seleccionaron dos mohos con mayor capacidad patogénica y
se les realiz6 una identificacién molecular amplificando el fragmento comprendido
entre ITS-5.8S-ITS, se logré demostrar la identidad de los mohos causantes de
antracnosis en platanos provenientes de la Cooperativa San Carlos. Por lo que
se concluye que el moho causante de antracnosis en platano corresponde a la
especie de Fusarium dimerum y que es posible aislar hongos con capacidad
antagonista a partir de platanos verdes sanos. Se recomienda identificar al
antagonista que inhibié el 100% del crecimiento del patégeno y estudiar los

mecanismos y metabolitos secundarios que utiliza para llevar a cabo la inhibicion.
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1.0 INTRODUCCION

Antracnosis es una enfermedad causada por una diversidad de hongos
patbgenos que ocasionan importantes dafios econdémicos a los cultivos de
platano en las zonas tropicales, subtropicales y las regiones templadas, como El
Salvador. Su impacto econdmico ha dado lugar a la necesidad de realizar
estudios sobre aspectos de la diversidad genética de los hongos que la causan,
su patogenicidad y el mas importante, su control biolégico haciendo uso de
microorganismos fangicos como antagonistas de esta enfermedad. La
antracnosis afecta al fruto, causando una enfermedad que generalmente,
aparecen durante la cosecha y almacenamiento, sin embargo, la mayoria de

frutos presentan la enfermedad en forma latente durante su desarrollo.

A pesar del impacto econémico, en El Salvador se han realizado pocos estudios
sobre los aspectos fundamentales de la biologia que describe con mayor
comprension al patégeno, estos aspectos pueden conducir al desarrollo de
estrategias de control biolégico para reducir temporalmente las pérdidas.

Esta investigacion se llevé a cabo con el propdsito de ampliar tal conocimiento
sobre los patdgenos causantes de la antracnosis en los cultivos de platano,
proporcionando mas informacién sobre el microorganismo que causa la
enfermedad en el platano salvadorefio, la patogenicidad de la cepa y un control
bioldgico que disminuya en gran parte la enfermedad, logrando reducir perdidas
econdémicas a largo plazo, aumentando la calidad del fruto y evitando el uso de

qguimicos en las cosechas.

En este estudio se realiz0 el aislamiento e identificacion de los patdégenos

causantes de antracnosis en el platano utilizando muestras del fruto infectado
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con la enfermedad, procedentes de la Cooperativa San Carlos, municipio de El
Paisnal. Con los resultados obtenidos de la identidad del patdgeno se procedio
la busqueda de un hongo o levadura que presente caracteristicas antagonistas
gue disminuyan el crecimiento del hongo patégeno. La investigacion se desarrolld
en las instalaciones de los laboratorios de microbiologia de la Facultad de
Quimica y Farmacia, y la Facultad de Ciencias Naturales y Matemética de la

Universidad de El Salvador en los meses de agosto a noviembre del afio 2016.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar e identificar hongos causantes de antracnosis en Musa paradisiaca L.

(platano) y hongos antagonistas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

Obtener cultivos microbiologicos de hongos presentes en lesiones de
antracnosis en platanos proporcionados por la Cooperativa San Carlos

en el municipio de El Paisnal.

Describir la morfologia macroscopica y microscépica de las cepas

aisladas.

Evaluar la patogenicidad de cada cepa aislada.

Seleccionar la cepa con mayor patogenicidad e identificarla aplicando

técnicas de microbiologia molecular.

Implementar un método para el aislamiento y seleccion preliminar de

cepas antagonistas del patdbgeno causante de antracnosis.
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3.0 MARCO TEORICO

El platano es un producto de origen vegetal muy importante dentro de la dieta
alimenticia de los salvadorefios. La demanda de platano en El Salvador es de
dos tipos: consumo fresco y consumo de materia prima, para la elaboracion de
botanas en empresas industriales y artesanales pertenecientes a grupos
familiares o pequefios empresarios cuya produccion la destinan principalmente a
las ferias de los pueblos en el interior del pais. De acuerdo a estimaciones con
base a estadisticas oficiales del Banco Central de Reserva y la Direccion General
de Economia Agropecuaria (DGEA)/MAG, en El Salvador, durante el periodo
1,995-2,000 el consumo aparente fue de 1,826.62 miles de quintales, anuales en
promedio, y el crecimiento anual fue de 21.1%. La superficie cultivada de platano
en el pais, en forma de plantaciones, esta distribuida en los sectores de:
Ahuachapén - Sonsonate, (60.9%), Usulutan - La Paz (33.9%), San Vicente
(4.8%), y La Libertad (0.7%). La produccion nacional se destina al mercado local

y externo, sin embargo, las exportaciones nacionales son poco significativas ().

3.1 CARACTERISTICAS DE LA PLANTA
3.1.1 DESCRIPCION DE LA PLANTA (Musa
paradisiaca)

El platano es una planta herbacea perteneciente
a la familia de las musaceas, que se cultiva
desde tiempos remotos, su origen es el sureste
Asiatico, se trata de una planta que consta de un
tallo subterraneo denominado corno o rizoma,

un pseudotallo aéreo, el tallo verdadero y yemas

laterales que forman los hijuelos emitidos por el
Figura N°1. Planta rizoma (25) (ver Figura N°1). El tamafio de esta
de Platano



Figura N°2. Racimo de
platano
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planta es variable segun las especies (dos a cinco
metros). De una cepa rizoma salen hojas de
tamafio creciente cuyas vainas dispuestas en
espiral, conforman el “pseudotallo”, coronado por
un penacho de hojas largas y anchas. El meristemo
terminal de la cepa se ubica ligeramente arriba del
nivel del suelo durante el periodo vegetativo,
durante el cual son producidas de 15 a 25 hojas
funcionales; se desarrolla luego una inflorescencia
mientras que el tallo crece al interior del
pseudotallo. El crecimiento interno dura alrededor
de tres meses en el transcurso de los cuales salen
las ultimas hojas diferenciadas y posteriormente

producir el racimo. Al emerger el racimo viene

protegido hojas modificadas llamadas bracteas de color rojo-violeta que al

desprenderse van descubriendo los grupos de flores tanto masculinas como

femeninas, formandose a partir de estas Ultimas los frutos partenocarpicos que

se desarrollan durante 80 a 95 dias (ver Figura N°2) (26).

Las musaceas (platano, guineo de seda y guineo majoncho) poseen gran

relevancia en la estructura econémica de El Salvador, por ser un alimento basico

en la dieta alimenticia, siendo el area cultivada de 4,977 Hectareas. En el pais

existe una gran demanda interna de este producto, debido a que ésta aumenta

en relacion directa al crecimiento poblacional; como consecuencia se importan

grandes cantidades de platano y guineo de seda de Honduras y Guatemala.
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3.2 CLASIFICACION BOTANICA (10)

Tipo: Faner6gama
Sub-tipo: Angiosperma
Clase: Monocotiledéneas
Sub-clase: Inferovaricos
Familia: Muséaceas

Orden: Musa

Género: Musa

Seccion: Eumusa

Especie: Paradisiaca

3.3 CARACTERISTICAS DEL FRUTO

El fruto del platano es una baya carnosa que se encuentra en racimos, posee una
cascara gruesa con aristas en la superficie, la cual lo protege. Cuando madura
es de color amarillo y las aristas tienden a desaparecer y queda casi lisa; el fruto
tiene un tamafio promedio de 20 a 25 cm y un diametro aproximado de 4 cm, es
de sabor dulce cuando esta maduro. El platano es una fruta a la que no se le
permite madurar en el arbol (fruta climatérica), ya que, de hacerlo, estaria sujeta
a dafos causados por insectos, roedores y otros animales; ademas, la cantidad
de componentes se ven disminuidos por lo que la calidad de la fruta seria inferior

gue la madurada fuera de la planta (26).

3.4 REQUERIMIENTOS DE CLIMA, SUELO Y SIEMBRA

Entre los factores ambientales que influyen en la explotacion comercial del
platano se encuentran: temperatura, agua, luz, viento y suelo. El platano se

adapta a climas tropicales y subtropicales himedos, desde el nivel del mar hasta
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1,200 metros sobre el nivel del mar. La temperatura Optima de crecimiento se
encuentra entre los 20°C y 30°C, a temperaturas menores, se retarda el
desarrollo fisioldgico de la planta. Este cultivo requiere cantidades abundantes de
agua para su buen desarrollo por lo que se recomienda sembrarlo en zonas cuya
precipitacion oscile entre 1,800 a 2,500 mm de lluvia, distribuidos en todo el afio.
En el caso de la luz, al disminuir su intensidad el ciclo vegetativo de la planta se
alarga; con respecto al viento, no se recomienda establecer plantaciones en
areas expuestas a vientos con velocidades superiores a 20 Km/h dado que causa
problemas de volcamiento o dafio foliar de las plantas y, por consecuencia,
pérdidas en la produccién. En cuanto a los suelos se requiere una profundidad
no menor a 1.2 m, de textura Franco arenosa muy fina, Franco limoso o Franco

arcillo limoso y un pH de 5.5 a 7.0 (26).

3.5 GENERALIDADES DE ANTRACNOSIS

La antracnosis es una de las principales enfermedades postcosecha del platano
e influye significativamente en la calidad de la fruta comercializable.

Los sintomas se presentan como lesiones
ovaladas, oscuras y hundidas (ver Figura N°3),
con presencia de acérvulos (masas de
esporas). La infeccion del fruto ocurre
normalmente en campo durante su desarrollo;
pero permanece latente hasta que el fruto
madura (9), cuando ocurren aumentos en los

niveles de etileno como resultado de dicha

maduraciéon en el fruto ). Por consecuencia,

Figura N°3. Platano con los sintomas se manifiestan mayormente

sintomas de durante el almacenamiento y muchas veces en
antracnosis
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los supermercados. La antracnosis es mas severa si el fruto sufre heridas o

lesiones como resultado de un mal manejo.

3.6 DESARROLLO DE LA ANTRACNOSIS EN PLATANO

El in6culo del microorganismo patdégeno que ha sobrevivido en hojas, frutos y
ramas afectadas causa la infeccién de los frutos por la dispersion de las conidias
transportadas en las lluvias (2. Una vez dispersas, las conidias se adhieren a la
superficie del hospedero y germinan en un periodo de 12 a 24 h y luego producen
un tubo germinal que penetra la cuticula directamente. Las fuentes de inéculo
son las conidias producidas en acérvulos o las ascosporas producidas y liberadas
del peritecio. Las diversidades de hongos causantes de antracnosis presentan
procesos infecciosos en dos fases: la fase asintomatica inicial, donde el patégeno
se establece en los tejidos sin matar las células y son consideradas especies
biotréficas (hemibiotrofia intracelular) y la fase destructiva visible (necrotrofia
subcuticular), donde el patégeno crece bajo la cuticula y disuelve extensamente

la matriz de péptidos de las células epidermales (1)

3.7 TAXONOMIA DE HONGOS CAUSANTES DE ANTRACNOSIS

Diferentes investigaciones han mostrado que los hongos patégenos causantes
de antracnosis en platano provienen del filo Ascomycota, del cual se han aislado;
Lasiodiplodia theobromabea, Fusarium spp, Colletotrichum spp y Thielaviopsis
paradoxa, se caracterizan por ser saprofitos descomponedores y causar
pudricion en frutos postcosecha, el en Cuadro N° 1, se presentan los principales
hongos patdégenos productores de la antracnosis que afectan a cosechas de

platano.
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3.8 MORFOLOGIA MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DE HONGOS
CAUSANTES DE ANTRACNOSIS

Si bien, la estructura microscopica es decisiva para la clasificacion de los hongos,

las caracteristicas visibles también son muy importantes, debido a que, a simple

vista, el aspecto de las colonias muchas veces es caracteristico para cada uno,

lo cual permite identificar en seguida el tipo de hongo.

Cuadro N° 1. Clasificacion taxondmica de los principales hongos que afectan la

cosechas de platano produciendo antracnosis en el fruto. (s4, 57, 25,59,

45, 4, 43)
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Clase Dothideomycetes
Lasiodiplodia theobromabea Subclase Incertae sedis
Orden Botryosphaeriales
Familia Botryosphaeriaceae
Género Lasiodiplodia
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Fusarium spp Clase Deuteromicetes
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Género Fusarium
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Clase Ascomycetes
Colletotrichum spp Subclase Sordariomycetidae
Orden incertae sedis
Familia Glomerellaceae
Género Colletotrichum (estado anamorfo)
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Cuadro N° 1. Continuacioén

Reino Fungi
Filo Ascomycota
Clase Pyrenomycetes
Thielaviopsis paradoxa Subclase Hypocreomycetidae
Orden Microascales
Familia Ceratocystidaceae
Género Thielaviopsis

Sin embargo, es indispensable para llevar a cabo la clasificacion final, determinar
las peculiaridades presentes a nivel microscopico del hongo. En el Cuadro N° 2
se describen las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de los
principales hongos patdégenos causantes de antracnosis segun estudios

realizados en filipinas ).

3.9 CRECIMIENTO DE LOS HONGOS CAUSANTES DE ANTRACNOSIS

Uno de los sistemas mas importantes para la identificacion de microorganismos
es la observacion de su crecimiento en medios de cultivos preparados en el
laboratorio. Un microorganismo necesita, para crecer, nutrientes que le aporten
energia y elementos quimicos para la sintesis de sus constituyentes celulares, el
cual es aportado por los medios de cultivo; ademas, necesita reunir una serie de
condiciones para asegurar su crecimiento Optimo; temperatura, grado de
humedad, tiempo de incubacion, acidez y alcalinidad, entre otras condiciones que
aseguren el crecimiento adecuado. En el Cuadro N° 3, se describen algunas de
las condiciones necesarias para que el hongo patégeno causante de la

antracnosis pueda crecer e infectar al fruto del platano.
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3.10 PATOGENICIDAD Y CONDICIONES DE INFECCION DE LOS HONGOS
CAUSANTES DE ANTRACNOSIS

La principal via de entrada a los hospederos es a través de heridas en los tejidos
producidas por herramientas de trabajo, insectos o causas naturales @1). La
condicion favorable para la propagacion de antracnosis es durante las primeras
lluvias, cuando los hongos emiten un gran numero de esporas que son
transportadas por el viento o por las mismas gotas de lluvia sobre los nuevos
hospedantes. Alli, gracias a la humedad de la estacion, se establecen y germinan
penetrando en el interior de las nuevas hojas y tejidos del follaje. En postcosecha,
los frutos pueden ser infectados al colocarlos sobre el suelo después de

cosechados o a través del contacto fisico de un fruto sano con uno enfermo (o,
33).



Cuadro N° 2. Descripcién de caracteristicas principales para la identificacion de los hongos causantes de

antracnosis en platano. (2s, 64, 41, 29)

Patégenos

Descripcién Microscépica

Descripcién Macroscépica

Fusarium spp

El micelio esta formado por hifas septadas y los
conidioforos presentan racimos de macroconidios. Se

observan también clamidosporas y microconidios.

A 4y
4 8f
NV

' % r
=) N 7
Figura 4. Fusarium spp. A) Macroconidios. B)
Clamidosporas. C) Microconidios en cadena

Las colonias son generalmente de crecimiento rapido, palida
o brillante de color (dependiendo de la especie) con o sin
del
blanquecino a tonos amarillo, rosa, rojo o purpura.

Y 4

micelio aéreo algodonoso. El color talo varia de

Figura 5. Cultivos de Fusarium spp.
A) Agar PDA. B) Agar Sabourad

Thielaviopsis
paradoxa

Comprende conidioforos largos, septados, fialidicos,
estrechandose hacia su apice, conidios cilindricos, algo
ovales en su madurez, de pared lisa y clamidosporas
terminales en cadenas, de pared gruesa, de color

marron.

h\. V 2 =
Figura 6. T. paradoxa. A) Conidios. B) Clamidosporas

Colonias de crecimiento radial uniforme, grises con abundante

micelio aéreo flocoso.

r

NS

Figura 7. Cultivo de T. paradoxa
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Cuadro N° 2. Continuacion

Lasiodiplodia
theobromabea

Conidios rectos, cilindricos, de extremos obtusos,
hialinos. -e oge
'Q -l
DRSS ’
B ‘ £
\\% b Y

Figura 8. Conidios maduros (color café oscuro) e
inmaduros (hialinos) a 14 dias de crecimiento. L.
theobromae

Colonias densas de color gris oscuro y gris claro en el borde,
por su cara superior con micelios de color oscuro en
crecimiento terminal y micelio oscuro algodonoso en

crecimiento inicial.

Figura 9. Micelio en PDA a
14 dias de crecimiento. L.
theobromae

Colletotrichum
spp

Presenta un micelio enramado inmerso, septado que
toma coloracion hialina hasta castafio palido. Acérvulos
separados o confluentes en forma de disco o cojin,
Seroso subepidermal, epidermal y subcuticular
tipicamente con setas o espinas negras en los bordes o

entre los conidioforos simples, conidias hialinas, ovoides

u oblongadas.

‘Conidioforos

Figura 10. Representacion de acérvulos, setas y
conidioforos de Colletotrichum spp.

de

caracteristicas macroscopicas para este género, como

Se pueden obtener varios tipos crecimiento 'y
un
crecimiento rapido y micelio gris con relieve ondulado o un
crecimiento lento con micelio blanco grisaceo, abundante y

esponjoso; se reportan también crecimiento con esporulacion

@

Figura 11. Diferentes tipos de colonias de
Colletotrichum spp en medio PDA

rapida de color naranja.
:)
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Cuadro N° 3 Condiciones de crecimiento de hongos causantes de Antracnosis
(28, 7, 49, 5, 46, 45)

Microorganismo

Condiciones de crecimiento

Fusarium spp

Los agares Papa Dextrosa (PDA) y Sabouraud permiten observar el
diametro de la colonia, morfologia y pigmento (café, rojo, violeta,
naranja, gris, blanco) difusible al medio, mientras que el agar Clavel
(CLA), permite observar el desarrollo de cadenas de microconidios y

morfologia en detalle de macroconidios.

Thielaviopsis

paradoxa

En medio de cultivo PDA, presencia de un micelio de crecimiento
acelerado, radial, plano que inicialmente muestra un color blanco y a
medida que pasa el periodo de incubacién toma un color gris claro hasta
negruzco, posiblemente por maduraciéon de los conidios, que adquieren

un color pardo oscuro.

Lasiodiplodia

theobromabea

Temperatura de 15 °C minima, 28 °C como 6ptima y 40 °C como
maxima. La esporulacién del hongo es favorecida por fotoperiodos de
mas de 16 horas de exposicion de luz lo que permite la formacion de
picnidios; por el contrario, una exposicion menor a 4 horas de luz diaria

en un periodo de 23 dias inhibe la esporulacién del hongo.

Colletotrichum spp

En agar PDA bajo luz continua a 25°C, segln estudios de variacion de
temperatura en crecimiento micelial, la temperatura Optima de
crecimiento es de 21.8°C y se demuestra que las colonias se oscurecen

al aumentar la temperatura.

3.11 METODOS DE AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE PATOGENOS
CAUSANTES DE ANTRACNOSIS

Existen diferentes métodos de aislamiento e identificacion para los hongos

patogenos, desde

los que implementan metodologias microbiolégicas

tradicionales, como las descripciones macroscopicas, microscopicas y pruebas

bioquimicas hasta el uso de métodos de identificacibn haciendo uso de la

identificacion molecular por Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
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Los métodos de aislamientos de patdgenos que implementan metodologias
microbiolégicas tradicionales, se basan en la separacién y clasificacion de
diferentes especies de hongos causantes de una determinada enfermedad. Para
el aislamiento de hongos patdgenos causantes de antracnosis, se toma la
muestra de tejido del fruto con presencia de la enfermedad, haciéndolo pasar por
una desinfeccion con hipoclorito de sodio, para el posterior sembrado de
fragmentos de tejido; para la identificacion correcta de cada hongo patdégeno
aislado se debe purificar la muestra traspasando colonias del hongo con
caracteristicas deseadas, hacia un medio de cultivo estéril que permita su
crecimiento, para su posterior incubacion e identificacién microscopica. En el
Cuadro N° 4 se mencionan algunos estudios realizados donde se utilizan

meétodos de aislamiento e identificacion morfolégica de hongos patdégenos.

3.12 METODOS MOLECULARES DE IDENTIFICACION

Una de las tareas mas grandes de la microbiologia es implementar metodologias
que permitan la identificacion precisa de microorganismos. La identificacion por
medio de la taxonomia clasica de especies fungicas se basa principalmente en
el uso de caracteristicas morfolégicas. Sin embargo, estas caracteristicas no
permiten la identificacibn completa de especies relacionadas.

El desarrollo de técnicas de biologia molecular para la diferenciacién genética de
especies ha resultado en avances sustanciales en la taxonomia debido a su

especificidad y sensibilidad.
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Contreras, 2006

Molina, 2010

Nufiez, 2012

Alvindia et al. 2000

Operaciones

. Lavado y secado.
. Obtencién de tejido infectado.

3. Desinfeccién con hipoclorito de

sodio y enjuague con agua
destilada estéril.

. Lavado y secado.
. Obtencién de tejido infectado.

3. Desinfeccion con hipoclorito de

sodio y enjuague con agua
destilada estéril.

1. Toma de

muestra
(acérvulo)
directamente de la

lesion.

2. Sembrado en PDA.

1.Obtencién de  tejido
infectado con diametro de
1-2cm?

2.Lavado del tejido bajo el

agua de grifo por 5

de .Secado de fragmentos de |4.Eliminacién del exceso de [3. Incubacién a 28+2 °C minutos.
aislamiento tejido. humedad. por 24h. 3.Secado del tejido con
. Sembrado de los tejidos en agar | 5. Sembrado en PDA con acido papel filtro estéril.
papa dextrosa (PDA). lactico. 4. Sembrado en agar agua
.Incubacion a temperatura | 6. Incubacién a 20°C. (AA)
ambiente por 8 dias. 5. Incubacién a 25°C
Purificacion de colonias con | 1. Resembrado y purificacion de |1. Observacion del | 1. Presencia de crecimiento

Operaciones
de

identificacion

caracteristicas de interés en
PDA.
Observacion al microscopio

con azul de lactofenol.

. Observacion al

todos los aislamientos
obtenidos en placas con PDA.
microscopio

con azul de lactofenol.

crecimiento en PDA

2. Inactivacién a -4 °C.

3. Observacion al

microscopio con azul

de tripano.

sustancial de los hongos.

2. Transferencia de los
hongos a tubos inclinados
con Agar Papa Dextrosa
(PDA).

Resultados

Presencia de

Colletotrichum

acutatum y C. gloesporoides.

Presencia de

Colletotrichum

acutatum y C. gloesporoides.

Colletotrichum capsici,

C. gloesporoides y C. sp.

Fusarium,  Colletotrichum,
Penicillium, Cladosporium,
Glomerella, Thielaviopsis,

Lasiodiplodia y Phoma
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Métodos de
identificacion

molecular

Nufiez Oregel 2012

Accensi 1999

Gonzalez Pombo, 2014

Metodologias
de extraccion
de ADN

1.Colectar 100 mg de tejido.
2.Molienda del tejido usando nitrégeno
liquido.
3.Adicién de buffer Dellaporta 100 mM
Tris-HCI pH 8.0, 50 mM EDTA, 500
mM NaCl, 10 Mm beta-
mercaptoetanol (10 uL para 10
mililitros) 1.3% SDS.
4.Calentamiento a 65°C por 10 minutos.
5.Adicién de ARNasa y vortex por 5 min.
6.Adicién de acetato de potasio 5M.
7.Centrifugacion 12000 rpm separar
sobrenadante.
8.Separacién con cloroformo.
9.Adicion de etanol absoluto, incubacion
a -20°C por 10 min.
10.Centrifugacion y lavado con etanol
11.Centrifugacion y secado a 65°C.

12.Resuspencion con agua ultrapura

1.Inoculacion de las cepas en tubos Eppendorf
1.5 mL con 500pL de caldo Sabourad (glucosa
al 2% wi/v; 1% peptona w/v) suplementado con
cloranfenicol (Img I-1).

2.Incubacion durante una noche en un agitador
orbital a 300 rpm y 30°C.

3.Recuperacion de micelio después de la
centrifugacion.

4.Lavado con NaCl 0.9% wiv.

5.Congelacién con nitrogeno liquido y trituracion
hasta polvo fino.

6.Incubacion del polvo durante 1 hora a 65°C en
500uL de buffer de extraccion.

7.Extraccion del lisado con fenol:cloroformo (1:1,
v/v), 3M NaOAc y 1 M NacCl .

8.Recuperacion del ADN por precipitacion con
isopropanol.

9.Sedimentacion y lavado con etanol 70% ( v/v)

10.Secado al vacio y resuspension en buffer TE

(Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 8).

1.Trituracién de la cepa
patogena utilizando nitrégeno
liquido.

2.Extraccion de ADN haciendo
uso de buffer de lisis,
incubacion a 65°C por 1h.

3.Adicion de
feno:cloroformo:isoamilico
(25:24:1).

4.Centrifugacion a 10.000 rpm
por 10 minutos.

5.Adicién de NaCl 1M y NaOAC
3M.

6.Precipitacion del ADN
utilizando isopropanol frio,
etanol 70%.

7.Secado del precipitado en
estufa a 45°C.

8.Resuspencién en agua miliQ

estéril y conservacion a 4°C.
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Primers

utilizados

ITS1
(5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG3')
ITS4

(5 TCCTCCGCTTATTGATATGC3)

ITS5
(5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3')
ITS4

(5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°)

ITS1
(5" TCCGTAGGTGAACCTGCGGS)
ITS4
(5" TCCTCCGCTTATTGATATGC3")

Condiciones
para

amplificacion

Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min
Seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion
95°C 1 min

Alineamiento 55°C 30 s

Extension 72°C 1 min

Pre-desnaturalizacion a 94° C, durante 5 min,
seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a
95° C/30 s, hibridacién a 50° C/1 min y

extensién a 72° C/1 min, ademas de una

Desnaturalizacion de 5 minutos a
94°C, seguido por 35 ciclos de 95°C
por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C

por 2 minutos y una extension final de

es por PCR P ° ; . . . .
Extension final 72°C 5 min extension final de 7 min a 72° C. 72°C por 10 minutos.
Final 4°C segundos, 72°C 1 minuto y un
ciclo final a 72°C durante 10 minutos
ITS-5.85-ITS ITS rDNA 5.8S y rDNA Amplificacion de la region ITS1-5.8S
Regién ADNTr-ITS2
—_— —_—
amplificada Anﬂrnn:luvpequeﬁu ITS1 E:a 1154 ITS1 II:EI 1152
«— 500 pb -— 595 pb ADNr nuclear ADNr nuclear
ITs1 m 1152 | gran tamaio
- 600 pb
Equipo Termociclador Corbett Research, Mod. ) ) Termociclador MultiGene Mini Labnet
o Perkin EImer 2400 termociclador ]
utilizado cG1-96 International,Inc
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Los hongos implicados en enfermedades de antracnosis en platano han sido
escasamente identificados. Con el fin de lograr dicha identificacion, y ampliar la
informacion de la enfermedad para poder tratarla correctamente, la microbiologia
adopta metodologias de identificacion molecular, las cuales abarcan desde el
aislamiento del microorganismo que se desea identificar, la extraccion de ADN,
la amplificacion de espaciadores transcritos internos (internal transcribed spacer,
ITS por sus siglas en inglés) (ITS1-5.8S-ITS2) del ADN ribosomal (ADNr) por la
reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR por sus
siglas en inglés), combinada con la secuenciacién del amplicon y el analisis de
las similitudes entre las secuencias obtenidas y aquellas que ya se encuentran
en el banco de genes. En el Cuadro N° 5 se describen diferentes métodos
utilizados en la identificacion de los microorganismos patdégenos productores de

la enfermedad de antracnosis.

3.13 CONTROL BIOLOGICO

Control biolégico se define como la reduccion de la cantidad de inoculo o
actividad productora de enfermedad de un patégeno por medio de uno 0 mas
organismos diferentes al hombre @5). Entre los diferentes métodos bioldgicos, el
uso de los microorganismos antagonistas como levaduras, hongos y bacterias
(los cuales interfieren con la supervivencia o desarrollo de los patdégenos), es muy

prometedor y cada vez esta aumentando su uso.

Actualmente, hay dos enfoques basicos sobre el uso de los antagonistas
microbianos para el control de las enfermedades de postcosecha de frutas y
verduras:

1) Uso de microorganismos aislados de la fruta que puedan servir como

antagonistas contra agentes patdgenos.
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2) Uso de microorganismos no procedentes de la fruta que sean introducidos
artificialmente en contra de los agentes patdgenos de postcosecha.

En el Cuadro N° 6 se presentan los microorganismos antagonistas que se han
estudiado y que han mostrado efectividad para el control de la enfermedad de

antracnosis de frutas y verduras (44).

3.14 MECANISMO DE ACCION DE LOS MICROORGANISMOS
ANTAGONISTAS

La competencia de nutrientes y el espacio entre el patdgeno y el antagonista son
considerados como los principales mecanismos de control de los patdgenos
causantes de enfermedades postcosecha. Uno de los mecanismos de accion de
los microorganismos antagonistas para suprimir la actividad de los agentes
patdgenos de postcosecha de frutas y hortalizas es la produccion de antibioticos
(37); otro estudio demuestra una parasitacion interfingica entre el antagonista y el

patdégeno, tanto en medios artificiales, como en el sustrato natural (s).

3.15 METODOS DE AISLAMIENTO DE ANTAGONISTAS

Los microorganismos antagonistas juegan un papel muy importante como
agentes de control biologico ante las enfermedades de postcosecha en las frutas.
Estos microorganismos se pueden aislar de diversas fuentes: de la superficie del

fruto, hojas, suelo, etc.
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Cuadro N° 6. Microorganismos antagonistas utilizados en un control bioldgico
exitoso contra la antracnosis postcosecha de frutas y verduras (24,

16, 35, 3, 18)
Microorganismos Enfermedad/ Frutas y
Antagonistas Patégeno verduras

Antracnosis (Colletotrichum
) . . ] gloesporoides)

Bacillus lincheniformis L i Mango
Pudricion de la parte final del tallo

(Dothiorella gregaria Sacc.)

Antracnosis (Colletotrichum musae)
Burkholderia ceparia Pudricién de la parte final de la flor Platano

(Colletotrichum musae)

Brevundumonas diminuta Antracnosis (Colletotrichum
) Mango
gloesporoides)
Candida membranifaciens Antracnosis (Colletotrichum
) Mango
gloesporoides)
Pestalotiopsis Antracnosis (Colletotrichum _
] Albaricoque
Neglecta gloesporoides)
Trichoderma ) . }
] Antracnosis (Colletotrichum musae) Platano
Harzianum

Para la busqueda de hongos que desarrollen un papel antagonista frente a la
enfermedad de antracnosis en platano, se emplean métodos de aislamiento a
partir de la flora epifita de los frutos, estos métodos se basan en el arrastre de la
flora microbiana superficial del fruto utilizando agua estéril o un tampén fosfato y
la posterior preparacion de diluciones seriadas que permitiran reducir la carga
bacteriana a una menor concentracion, para llevar a cabo la inoculacion e
incubacion de las placas que contienen el posible candidato a antagonista de la
enfermedad (ver Cuadro N° 7).



Cuadro N° 7 Métodos de aislamiento de antagonistas s, 52, 20)

Alvindia et al., 2008

Salas Bastos, A. 2011

Encina, 2009

Operaciones
de

aislamiento

1. Limpieza de la superficie de la
fruta con torundas de algodon
estériles humedecidas en
agua.

2. Preparacion de solucién madre
(Torundas de algodén en 100
mL de agua destilada).

3. Inoculacién de la solucién

madre en agar PDA.

4. Incubacién de las placas.

. Lavado de las muestras con buffer

fosfato en cabina de flujo laminar.

. Diluciones seriadas.

3. Inoculacién de la solucion de lavado

en tubos Eppendorf con agua

destilada esterilizada.

. Plagueado de las diluciones en

PDA.

. Incubacién de las placas.

. Lavado de las muestras en agua esteril.

. Centrifugacion de una porcion de la

solucién del lavado.

. Inoculacién de la solucién centrifugada

del lavado en agar Papa zanahoria
mediante la técnica de esparcido en

placa.

. Incubacién de las placas

Operaciones
de

identificacion

No se describen operaciones de

identificacion.

. Los aislamientos obtenidos son

subcultivados.

. Montajes de fijacibn en gota con

agua destilada y azul de metileno.

3. Observacion directa al microscopio

a distintos tiempos de incubacion.

. Comparacion con parametros de

reconocimiento establecidos.

. Pruebas de antagonismo.

. Seleccion de colonias fungicas.
2. Tincion con lactofenol y azul de algodon.

. Identificacion segin PCA y segln

monografias.

Resultados

Clonostachy byssicola,
C.pallescens , Penicillium

oxalicum

Cladosporium sp

Cladosporium cladosporioides, C.
sphaerospermu, Geotrichum candidum,

Penicillium olsonii y Fusarium oxysporum

45



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO



47

4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO

El estudio que se realiz6 es de tipo experimental, transversal y exploratorio

Experimental: debido a que se aislaron hongos patégenos a partir del fruto
del platano, y hongos con caracter antagonico, los cuales se analizaron
mediante metodologias microbiologicas y moleculares.

Transversal: los aislamientos de los microorganismos de interés en la
investigacion se realizaron en un periodo de agosto a octubre, época donde
predomina el clima lluvioso. Con base a los resultados obtenidos de los
aislamientos se seleccionaron los hongos mas patégenos y los hongos y
levaduras antagonistas.

Exploratorio: debido a la escasa investigacién de esta probleméatica en El
Salvador, se desarroll6 el estudio con el fin de identificar aspectos
fundamentales del patégeno responsable de antracnosis en platano que

faciliten el control de esta enfermedad.

4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

La busqueda bibliografica constituyé la base esencial para desarrollar la

investigacion, creando una base de datos con informacion de investigaciones

sobre el tema en estudio. Esta investigacion se llevé a cabo en las siguientes

bibliotecas:

- “Doctor Benjamin Orozco” de la facultad de Quimica y Farmacia de la

Universidad de El Salvador.
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- Ciencias Agronémicas de la Universidad de El Salvador.
- “Enrique Alvarez Cérdova” Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria
y Forestal CENTA.

- Internet.

4.3 INVESTIGACION DE CAMPO

4.3.1 Universo

El universo de la investigacion lo constituyeron los frutos de platano cosechados
en la Cooperativa San Carlos, canton San Rafael, municipio El Paisnal,

departamento de San Salvador.

4.3.2 Muestra

La Cooperativa San Carlos realiza una serie de tratamientos con pesticidas para
evitar enfermedades en el fruto del platano, entre estas la antracnosis, debido a
esto los frutos maduros con signos de antracnosis dentro de la plantacion son
muy escasos, cabe mencionar que la Cooperativa realiza una identificacion de la
etapa de maduracion con cintas de diferentes colores ya que el crecimiento del
fruto dentro de toda la plantacion es irregular, la cosecha del fruto se realiza en
la etapa de sazonamiento del platano. Basados en este tratamiento se

seleccionaron 3 tipos de muestras:

- 6 frutos maduros con presencia de la enfermedad, para el aislamiento de

hongos patdgenos,
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- 28 frutos maduros sanos para realizar la prueba de patogenicidad.
- 20 frutos jévenes (verdes) sanos para el aislamiento de hongos

antagonistas.

4.3.3 Tipo de muestreo

Al ser un estudio cuya seleccion se basé en diferentes caracteristicas especificas
y en la disponibilidad del fruto requerido para cada prueba se realizé un muestreo

especial:

1) Muestreo no probabilistico y por conveniencia para el aislamiento de
patégenos. Requisito de seleccion: platanos maduros que presentaran
manchas caracteristicas de las lesiones causadas por antracnosis.

2) Muestreo aleatorio simple para prueba de patogenicidad. Criterio de
seleccion: platanos maduros sin sefales de dafio por antracnosis.

3) Muestreo por conveniencia para aislamiento de antagonistas. Criterio de

seleccién: platanos verdes sanos.

4.3.4 Manipulacion y transporte de las muestras

Las muestras fueron tomadas directamente de la planta de platano por los
trabajadores de la Cooperativa, quienes colocaron 6 frutos maduros enfermos,
28 frutos maduros sanos y 20 frutos verdes sanos en bolsas plasticas para ser
transportadas al laboratorio, donde fueron tratadas inmediatamente de acuerdo

a la metodologia descrita a continuacion.
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4.4 PARTE EXPERIMENTAL

La metodologia de aislamiento de hongos patdgenos se selecciond a partir de los
resultados obtenidos de los ensayos preliminares (Ver anexo N° 1), donde se
evaluaron dos metodologias de aislamiento de las cuales se selecciond el
método de diluciones seriadas y la técnica de esparcido en placa ya que las
diluciones permiten un crecimiento mas adecuado para el aislamiento de mohos
y levaduras. Una vez aislados los hongos (presuntamente patdgenos) de los
frutos maduros enfermos, se procedid a la determinaciéon del grado de
patogenicidad en frutos maduros sanos, de donde se seleccionaron 2 mohos de
mayor patogenicidad en platanos sanos heridos y que presentaron lesiones en
platanos sanos sin herir, para obtener su identificacion morfolégica y molecular.
Para cada hongo aislado de los frutos verdes sanos (presuntamente
antagonistas), se realizaron las pruebas de incubacion dual con el moho més
patégeno segun los resultados obtenidos en la prueba de patogenicidad. Como

se detalla a continuacion:

4.4.1 Aislamiento de hongos patdégenos, causantes de antracnosis en

platano.

Diluciones seriadas (ver anexo N° 4). 14)

Procedimiento

1. Lavar el platano maduro con signos de antracnosis utilizando agua y jabén.

2. Secar con papel toalla estéril.

3. Con ayuda de un bisturi estéril cortar fragmentos de tejido infectado de 5x5
mm (manipular con pinzas estériles).

4. Preparar una solucién de hipoclorito de sodio al 0.525 %.
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5. Sumergir los fragmentos de tejido por 5 minutos en una caja de Petri con la
solucién de hipoclorito de sodio 0.525%.

6. Enjuagar 3 veces los fragmentos de tejido sumergiéndolos en agua destilada
esteril.

7. Secar los fragmentos de tejido haciendo uso de papel toalla estéril, con el fin
de eliminar los excesos de humedad que contribuyen con la contaminacién
del aislamiento (realizar en camara de flujo laminar).

8. Introducir el equivalente a 1 gramo de fragmentos de tejido, en 9 mL de una
solucion estéril de platano al 0.1% (ver anexo N°4). Incubar esta solucion por
24 horas a temperatura ambiente (dilucién 10%).

9. Realizar diluciones seriadas 1:10 del cultivo liquido realizado en el paso
anterior, llegando hasta la dilucién 1073,

10.Sembrar por esparcido en placa cada dilucién, pipeteando 0.1 mL de cada
dilucion en cajas de Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA) realizar por
duplicado para cada dilucion. Incubar a temperatura ambiente por 7 dias.

11.Tomar con un asa metalica en punta esteril cada colonia con caracteristicas
macroscopicas distintas y aislar en el centro de las placas con PDA. (ver
anexo N° 6).

12.Incubar a temperatura ambiente por 7 dias.

13.Realizar controles ambientales del area de trabajo.

4.4.2 Descripcion morfolégica de hongos presuntamente patégenos

causantes de antrachosis.

Esta caracterizacion morfolégica se realizdé para las colonias aisladas en el

procedimiento de aislamiento de patégenos.
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Podrecimiento

1. Describir las caracteristicas macroscépicas de los hongos aislados de las
lesiones de antracnosis.

2. Caracterizacién microscopica: observar las estructuras de los hongos aislados
utilizando un microscopio éptico, efectuando observaciones con el objetivo
100x (con aceite de inmersién) aplicando la siguiente técnica:

- Seleccionar las colonias para realizar la caracterizacion microscopica.

- Cortar segmentos de cinta adhesiva de aproximadamente 5 cm.

- Pegar un segmento de cinta en un asa estéril.

- Con el lado adhesivo de la cinta tocar la parte superior del hongo
seleccionado.

- Colocar una gota de lactofenol azul algodén en el portaobjetos.

- Colocar la cinta sobre la gota de azul algodén de lactofenol.

- Colocar un cubre objetos sobre la preparacion.

- Observar en microscopio con el objetivo 100x.

4.4.3 Prueba de patogenicidad de hongos aislados de lesiones de

antracnosis en platano () (ver anexo N° 7)

Se implement6 este método utilizando platanos maduros libres de antracnosis

(Ver anexo N° 2) procedentes de la Cooperativa San Carlos, El Paisnal.

Procedimiento

1. Limpiar la superficie de la cascara de los platanos utilizando torundas de
algodén humedecidas con etanol al 70% para eliminar los contaminantes,
enjuagar 3 veces en agua estéril para eliminar el alcohol restante en la

superficie del fruto, y secar con papel toalla estéril.
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2. Haciendo uso de diez alfileres (#1) firmemente atados con una goma
previamente esterilizado en el mechero y enfriado, inducir dos heridas leves
de aproximadamente 0.5 cm de didmetro con una distancia de 6 cm en uno
de los platanos y al otro platano hacer una marca con una distancia de 6 cm
haciendo uso de un marcador permanente (ambos platanos deben estar libres
de signos de antracnosis).

3. Tomar discos miceliales (0.5 cm de diametro) desde el borde de las colonias
de patogenos crecidas en PDA con 7 dias de edad e inocularlas en los dos
platanos (herido y sano), en las marcas inducidas en el paso 2.

4. El control se trata con discos de PDA estériles en lugar del inéculo fangico.
Mantener las muestras en bolsa plasticas estériles a temperatura ambiente.
Observar diariamente durante 4 dias el desarrollo de los sintomas, levantando
con una aguja estéril los discos miceliales PDA para realizar mediciones
precisas de las lesiones.

7. Calcular la velocidad de ampliacion de la lesion utilizando la siguiente formula:

2 X Grl] N [2 X (Gry + Grz)] N [2 X (Gry + Gry + Gr3)] N [2 X (Gry + Gry + G5 + Gr4)]

VA:[ 1 2 3 4

Donde:
VA: velocidad de ampliacion.
Grx: radio de la lesién después de la inoculaciéon (para x los dias 1 al 4)

2x: referencia a dos puntos de inoculacion por fruta.

Se seleccionaron dos mohos con mayor ampliacién de la lesién y se realiz6 la

identificacion morfolégica y molecular.
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4.4.4 ldentificacion molecular de hongo patégeno causante de antracnosis

Aislamiento de ADN. (Ver anexo N° 10) (17)

Procedimiento

1.

Cortar tres discos miceliales del patdogeno procedentes de un cultivo en PDA
de 7 dias, colocarlos en un erlenmeyer con 100 mL de caldo Sabouraud e
incubar por 7 dias a temperatura ambiente.

Filtrar el micélio contenido en caldo Sabouraud con papel filtro Watman N°1

estéril.

3. Secar el micélio con ayuda de papel filtro Watman estéril.

Triturar el micelio con mortero y pistilo en presencia de nitrégeno liquido.

5. Pesar aproximadamente 0.05 g del polvo fino y transferirlos a tubos de

microcentrifuga de 1.5 mL.

A cada tubo adicionar 750 pL de solucién Buffer de Extraccion 1, adicionar 50
uL de dodecilsulfato sédico al 20%, cerrar el tubo y mezclar con agitacion
vigorosa. Incubar en bafio de agua a 65°C durante 10 minutos

Afadir 250 L de Acetato de Potasio 5M, mezclar bien con agitacion vigorosa,
y proceder a la incubacién a 0°C (en hielo) durante 20 minutos.

Centrifugar la muestra a 13000 rpm 10 minutos, retirar cuidadosamente el
sobrenadante utilizando una micropipeta, cuidando no llevar residuos sélidos
y recibir en un tubo de microcentrifuga que contiene 700 uL de isopropanol
puro, invertir el tubo 20 veces para mezclar bien e incubar a -20°C durante un
minimo de 30 minutos.

Centrifugar la muestra a 12000 rpm durante 15 min, retirar cuidadosamente
el sobrenadante y lavar el precipitado con etanol al 70%.

10. Retirar el etanol utilizando micropipeta e invertir el tubo sobre toallas de papel

para secar durante 10 minutos.

11.Disolver el ADN con 700 uL de TE, dejar reposar toda la noche a 4°C.
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12. Centrifugar la muestra a 12000 rpm en una microcentrifuga durante 10
minutos para eliminar los residuos insolubles.

13. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga y afadir 75
uL de Acetato de Sodio 3M y 500 pL de isopropanol, mezclar bien invirtiendo
el tubo 20 veces y dejar sedimentar el ADN durante 30 segundos utilizando
una microcentrifuga a 12000 rpm, lavar con 500 mL de etanol al 70%, y secar
completamente. Volver a disolver en 100 pL de TE.

14. Verificar cantidad e integridad del ADN con Nanodrop y electroforesis.

Amplificacién por PCR de regiones ITS. (44)

Para la identificacion se utilizo la amplificacién por PCR (Reaccion en Cadena de

la Polimerasa) del fragmento comprendido entre ITS-5.8S-ITS (ver Figura N° 12)

—
T s [N o IS
—

600 pb

Figura N° 12. Fragmento amplificado ITS4-5.8S-ITS5

Con los primers ITS4 (5CGTATAGTTATTCGCCTCCT3) e ITS5
(5" GGAACAATGCTGAAAATGAAGGST"). Para llevar a cabo la reaccion de PCR
se requirid una mezcla de reactivos (master mix) que se describe en el Cuadro
N° 8.
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Componentes de la Master Mix Concentracion deseada (30 ul) | Volumenes

Agua ultrapura esterilizada Cantidad necesaria para 30 pL 19.6 uL
Buffer estandar de PCR 10X (15 mM MgCl) 1x 3L
MgClz 50 mM 2mM 1puL
dNTPs 2 mM 0.2mM 1.2puL
Iniciadores ITS5 e ITS4 20 pMol/pL cada uno 1 pmol 1.5uL
Taq DNA polimerada 5 U/ pL (Apex Cat #: 42-

802081) P HL (A 1U 0.2 UL
Muestra problema de ADN 100ng 2L

Se efectu6 la reaccion en un termociclador (Veriti termociclador applied

biosystems) bajo las condiciones descritas en el Cuadro N° 9.

Cuadro N° 9. Condiciones para la reaccion de PCR

CONDICION TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
Desnaturalizacion inicial 95 °C 2 min 1
Desnaturalizacion 95 °C 1 min
Alineamiento 55°C 30s 30
Extension 72 °C 1 min
Extension final 72 °C 5 min 1
Final 4°C - 1

Liofilizacidn de las muestras

Una vez llevada a cabo la amplificacion, y con el objeto de eliminar el agua de

las amplificaciones para asegurar una mayor estabilidad en el transporte, se

realizé la liofilizacidon de las muestras en el laboratorio del Centro Nacional de

Investigaciones Cientificas de El Salvador (CICES), siguiendo el procedimiento

descrito a continuacion:
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Procedimiento

1. Abrir los tubos de microcentrifuga que contienen las muestras de ADN
amplificadas y taparlos con papel parafilm.

2. Con ayuda de un alfiler estéril, perforar el papel parafiim que recubre las

muestras.

Congelar las muestras a -70 °C.

Colocar las muestras en el liofilizador, manteniendo la temperatura de estas.

Liofilizar a 23.6 Pa y -51.6 °C durante dos horas.

o 0 bk~ w

Retirar las muestras y empacar

Las muestras se enviaron a la empresa Macrogen en Corea del sur
(https://dna.macrogen.com/eng/index.jsp), a la cual se le solicitaron los servicios
de purificacion de la mezcla de reaccion y secuenciacion estandar (Método
Sanger). Previo al envio se reconstituyd una parte de la muestra liofilizada para
comprobar, mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, que la liofilizacion
no dafia la integridad del producto de PCR.

Los datos de la secuenciacién enviada por la empresa Macrogen se ingreso al
Banco de genes (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgie) para poder definir la
identidad de los patégenos.

4.4.4 Screening y aislamiento de hongos epifitos antagonistas en el

platano. (ver anexo N° 8). ()

Procedimiento
1. Humedecer torundas de algodon con agua esterilizada y frotarlas sobre la
superficie del platano sano con ayuda de pinzas estériles, realizar este

procedimiento para 10 platanos, y juntar las torundas de algoddn en un
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Erlenmeyer que contenga 100 mL de agua estéril y agitar. Realizar por
duplicado.

2. Con una pipeta estéril tomar 1 mL de la solucién anterior y trasladarlo a un
tubo que contenga 9 mL de una solucion diluida de platano estéril al 0.1%
(dilucién 10%).

Hacer diluciones seriadas hasta obtener la dilucion 10-3.

4. Tomar 0.1 mL de cada solucion utilizando una pipeta estéril e inocular por
esparcido las placas de Petri que contienen Agar Papa Dextrosa.

6. Hacer 2 réplicas por cada dilucién.

7. Incubar por 3-5 dias a temperatura ambiente, hacer por duplicado el
procedimiento.

8. Describir morfolégicamente cada hongo presente en las placas, utilizando
la técnica de levantamiento con cinta adhesiva y tincion con azul de
lactofenol.

9. Aislar cada hongo con caracteristicas diferentes utilizando un asa metalica

y sembrarlos en placas de PDA.

4.45.1 Prueba de incubacién dual. )

Para cada cepa aislada presuntamente antagonista se realiz6 la prueba de
incubacion dual, contra el hongo que presentdé mayor patogenicidad.
Se realizaron dos metodologias para esta prueba, la primera utilizando mohos y

la segunda utilizando levaduras presuntamente antagonistas.

Metodologia de incubacion dual para mohos presuntamente antagonistas.

(Ver anexo N° 9)

Procedimiento
1. Sembrar los hongos candidatos a antagonistas en agar PDA e incubar a

temperatura ambiente por 7 dias.
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Sembrar el hongo patdégeno en agar PDA e incubar a temperatura ambiente
por 7 dias.

Cortar un tapon micelial de 4 mm de diametro a partir de las placas que
contienen el patdégeno de 7 dias de incubacion y sembrarlo al centro de una
placa que contenga PDA.

Cortar 3 tapones miceliales con 4 mm de diametro del antagonista a partir de
las placas con 7 dias de incubacién y sembrarlos en la placa con PDA a1l cm
equidistante de la periferia de la placa y equidistantes del patégeno.

Cortar un tapon micelial del patégeno y sembrarlo en el centro de una placa
con PDA, este servird como control.

Incubar las placas a temperatura ambiente por 7 dias.

Calcular la inhibicién de crecimiento con la férmula: Kr-ri/ Kr x100=IC
Donde:

Kr= distancia medida en mm desde el punto central de inoculacién hasta el
margen de la colonia de la placa control.

ri=margen de distancia del crecimiento de hongos desde el centro hasta la

direccion del antagonista.

Metodologia de incubacién dual para levaduras presuntamente

antagonistas. (Ver anexo N° 9)

Procedimiento

1.

Sembrar las levaduras presuntamente a antagonistas en agar PDA por
estriado triple e incubar a temperatura ambiente por 5 dias.

Sembrar el hongo patégeno en agar PDA e incubar a temperatura ambiente
por 7 dias.

Tomar una colonia aislada de la levadura presuntamente antagonista y
sembrar uniformemente en un tercio de la placa que contiene agar PDA,

incubar la placa por 48 horas a temperatura ambiente.
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. Cortar un tapon micelial de 4 mm de didmetro a partir de las placas que
contienen el patégeno de 7 dias de incubacién en agar PDA.

. Sembrar el tapon micelial que contiene al patégeno en el centro de la placa de
PDA donde se encuentra sembrado la levadura.

. Realizar un control de crecimiento inoculando en el centro de una placa con
agar PDA un tapon micelial del patdgeno de 4 mm de diametro (control).

. Incubar las placas a temperatura ambiente por 7 dias.

. e e, .. , Ky—
. Calcular la inhibicion de crecimiento con la formula: IC = TK—” x 100

r

Dénde:

Kr= distancia medida en mm desde el punto central de inoculacién hasta el

margen de la colonia de la placa control.

ri= margen de distancia del crecimiento de hongos desde el centro hasta la

direccién del antagonista.



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Cultivos microbiolégicos de hongos presentes en lesiones de
antracnosis en platano proporcionados por la Cooperativa San Carlos

en el municipio de El Paisnal.

Se implement6 el método de diluciones seriadas y la técnica de esparcido en
placa, utilizando solucion de platano al 0.1% (ver Anexo N° 1). Este método
permitié el crecimiento de microorganismos de interés y al mismo tiempo facilitd
su aislamiento. Para la recoleccién de la muestra se buscaron plantas con frutos
de platano en su etapa de maduracién y con signos de antracnosis, cabe
mencionar que la Cooperativa San Carlos, implementa controles de plagas en la
siembra, y reduce al minimo la cantidad de platanos infectados. En el Cuadro
N°10 se describe el crecimiento obtenido para cada placa a partir de las cuales
se aislaron colonias de mohos y levaduras para realizar caracterizacion
morfoldégica macroscopica y microscépica, y comprobar su patogenicidad en

platanos maduros sanos.

Se obtuvieron 14 cepas, entre mohos y levaduras, a partir de 6 platanos maduros
enfermos con lesiones caracteristicas de antracnosis, manchas obscuras y
profundas, dichas cepas presentaron un rapido crecimiento y se les verificaron

sus caracteristicas morfoldégicas como se describen a continuacion.



63

Cuadro N° 10. Resultados del aislamiento por diluciones seriadas (solucién de platano al 0.1%) y esparcido en

blanco

color blanco

placa
Ndmero de Dilucion 10! Dilucion 102 Dilucion 103
muestra Placa A Placa B Placa A Placa B Placa A Placa B
Platano 1 No hay No hay No hay No hay No hay No hay
crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento
Colonia pequefia
No hay con aspecto No hay No hay No hay Colonia puntiforme,
Platano 2 crecimiento algodonoso con crecimiento crecimiento crecimiento concava, de color
micelio aéreo de naranja brillante
color blanco
Colonias de Colonias de ; ;
aspecto aspecto Colonia CEolonla puntiforme
esponjoso, con | esponjoso, con No ha No ha et concava y opaca de
. micelio aéreo de | micelio aéreo de L y - Y P i color blanco
Platano 3 crecimiento crecimiento céncava y
color blanco y en | color blanco y en brillante de color ) )
el centro el centro - Gl o i
presentan color | presentan color J concava de color
naranja naranja naranja opaco
Colonia de
aspecto Colonia de . .
P Colonia de Colonia algodonosa
algodonoso con No hay aspecto No hay
. L o aspecto L en forma de estrella
Platano 4 micelio crecimiento algodonoso y crecimiento
. Lo algodonoso y de color blanco
aéreo de color micelio aéreo de micelio




Cuadro N° 10. Continuacion

64

Dilucion 1073

NUmero de Dilucion 10% Dilucién 102
muestra Placa A Placa B Placa A Placa B Placa A Placa B
Colonia puntiforme
Platano 4 de color blanco
opaca
Colonia de
aspecto
No hay algodonoso, con No hay No hay No hay No hay
Platano 5 crecimiento micelio aéreo de crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento
color naranja
con el centro
blanco
Colonia
No hay No hay puntiforme de No hay No hay No hay
Platano 6 crecimiento crecimiento aspecto rugoso, crecimiento crecimiento crecimiento
de color naranja
opaco
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5.2 Descripcion morfolégica de cepas aisladas

El Cuadro N°11 describe la caracterizacion morfolégica macroscopica y
microscopica utilizando el método de levantamiento con cinta adhesiva y tincion

con lactofenol azul de algodon.

Cuadro N° 11. Descripcién macroscopica y microscépica de presuntos

patégenos
Ndmero de cepa/ S - L . L
- Descripcién macroscopica Descripcién microscopica
codigo
1
(2 101 B) Micelio aéreo algodonoso y de
color blanco, muestra una Hifas hialinas, conidiéforos
coloracion mas densa en la septados, clamidosporas en
periferia, mientras que al centro cadena.
muestra un delicado micelio
menos denso.
2
(2102 B)
Colonias con aspecto liso, céreo Conidios ovalados.
y naranja.
3
(3101 A)
Micelio aéreo algodonoso Hifas cenociticas, conidi6foros,
irregular color naranja en la esporas.
periferia y con centro blanco.
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Numero de cepa/

Descripcién macroscépica

Descripcién microscoépica

codigo
4
(3 10t A)
Moho esponjoso irregular de Se observa un conidiéforo, fialide,
color blanco en la periferia con conidios en racimo y esporas.
centro naranja.
5
(3101 B)
Moho con pliegues y bordes Hifas septadas, ramificadas,
irregulares, de color blanco en el | conidiéforo, conidios en cadena.
centro y de color naranja claro
aterciopelado en la periferia.
6
(3103 A)
Levadura lisa, opca y Conidios y pseudohifas
puntiforme de color salmon.
7
(3103 B)

Levadura puntiforme de color
crema, opaca y concava

Conidios alargados.
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Numero de cepa/

Descripcién macroscépica

Descripcién microscépica

codigo
8
(4101 A) Moho color blanco con micelio | Hifas septadas, hialinas; ausencia
aéreo algodonoso. de conidiosporas; Artroconidias
rectangulares, no alteradas,
liberadas por la fisién de las
paredes dobles; ausencia de
blastoconidias.
9
(4 102 B)
Colonia de color blanco con Hifas cenociticas, conidioforo,
intensidades diferentes de esporas.
coloracion desde el centro hacia
la periferia, de aspecto sedoso
10
(4103BI)

Color blanco con distintas

pigmentaciones a lo largo del

radio de la colonia con micelio

aéreo velloso, y con un centro
algodonoso.

Hifas septadas, esporas
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Numero de cepa/

Descripcién macroscépica

Descripcién microscoépica

codigo
11
(4108 B Il
Moho redondo pequefio, de Esporas, hifas cenociticas, ascas.
aspecto compacto de color Hifas septadas.
blanco, céncavo
12
(4103BIN)
Levadura irregular de color Conidias, pseudohifas.
naranja opaca.
13
(5101 B)
Color de rosado a anaranjado Hifas septadas, esporas fialides
produce un delicado micelio ahusadas que dan origen a
aéreo corto cadenas de conidias.
14
(6 102 A)

Levadura puntiforme color
naranja opaca, céncava

Blastoconidias, pseudohifas
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De acuerdo con las descripciones morfoldégicas macroscopicas y microscépicas
realizadas a las colonias aisladas revelan que, dentro de los patégenos presentes
en los platanos afectados por la antracnosis en la Cooperativa San Carlos, se
pueden encontrar principalmente especies con caracteristicas correspondientes
a hongos del genero Fusarium, por ejemplo las muestras 1, 4, 5, 8 y 13 que
presentan al menos una de las siguientes caracteristicas: hifas septadas y los
conidiéforos en racimos de macroconidias, clamidosporas y microconidios; y del
genero Colletotrichum, por ejemplo las muestras 5y 7 que presentan al menos
una de las siguientes caracteristicas: hifas septada, conidias hialinas ovoides y
oblongadas , 14, 27, 44). Por lo que se sugiere que los hongos aislados que se
presumen son patdgenos en platano, pertenecen a los géneros Fusarium y

Colletotrichum.

Cabe resaltar que segun estudios realizados en Filipinas los géneros Fusarium y
Colletotrichum, se encuentran entre los hongos mas patégenos para el fruto del

platano ().

5.3 Prueba de patogenicidad

A cada levadura y moho aislado se le evaludé su patogenicidad en platanos
maduros libres de antracnosis (sanos) y platanos maduros con heridas inducidas.
Se determin6 cuéles mohos y levaduras aisladas promovian el crecimiento de
sintomas de antracnosis, es decir, que se pueden considerar patdgenos. En la
Tabla N° 1 y N° 2 se presentan las mediciones tomadas diariamente para esta
prueba y la velocidad de amplitud de la lesion para cada cepa aislada
considerando patégenas aquellas que presentaron una velocidad de amplitud de

la lesion en platanos sanos mayor a 0 cm y en platanos heridos mayor a 0.5 cm.



Tabla N°1. Mediciones diarias y valores de velocidad de amplitud de lesion.
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Cepa Dia | Sano (cm) Prom. § VA(4) | Herido (cm) Prom. VA (4)

1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

1 3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2 0.2 0.2 0-5
4 0.0 0.0 0.0 0.9 0.5 0.7
1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
2 0.0 0.0 0.0 0.3 0.2 0.25

2 3 0.0 0.0 0.0 0.4 0.7 0.6 0.65 L7
4 0.7 1.1 0.9 0.8 0.7 0.75
1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
2 0.0 0.0 0.0 0.3 0.2 0.25

3 3 0.0 0.0 0.0 0.3 0.6 0.6 0.6 18
4 0.6 0.6 0.6 1.2 1.0 1.1
1 0.0 0.0 0.0 0.2 0.1 0.15
2 0.0 0.0 0.0 0.4 0.2 0.3

4 3 0.0 0.0 0.0 0.4 1.0 0.6 0.8 2.8
4 0.7 0.9 0.8 1.2 1.0 1.1
1 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0 0.1
2 0.0 0.0 0.0 0.5 0.2 0.35

° 3 0.0 0.1 0.05 0.2 0.6 0.5 0.55 2.2
4 0.3 0.2 0.25 0.7 0.7 0.7
1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
2 0.0 0.0 0.0 0.2 0.1 0.15

6 3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.5 0.3 0.4 1.1
4 0.0 0.0 0.0 0.5 0.6 0.55
1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

! 3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.8
4 0.0 0.0 0.0 14 1.7 1.55
1 0.0 0.0 0.0 0.1 0.2 0.15
2 0.0 0.0 0.0 0.4 0.3 0.35

8 3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.6 0.5 0.55 2.4
4 0.0 0.0 0.0 0.8 0.6 0.7
1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

o 3 0.0 0.0 0.0 11 0.0 0.0 0.0 0.0
4 2.2 2.0 2.1 0.0 0.0 0.0
1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

10 3 0.0 0.0 0.0 0.9 0.0 0.0 0.0 0-5
4 2.0 1.7 1.85 0.9 1.0 0.95
1 0.0 0.0 0.0 0.1 0.2 0.15
2 0.0 0.0 0.0 0.3 0.3 0.3

11 3 0.0 0.0 0.0 0.6 0.4 0.4 0.4 2:3
4 1.1 1.1 1.1 1.2 1.1 1.15
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Cepa | Dia}] Sano(cm) | Prom. § VA(4) | Herido (cm) Prom. VA (4)
1 oo | 00 0.0 00] 00 0.0
2 00| 00 0.0 00| 00 0.0
12 3 00| 00 0.0 025 50T 00 0.0 0.4
42 fo5]| 05 0.5 07| 1.0 0.85
1 oo | 00 0.0 01| 02 0.15
2 00| 00 0.0 04| 04 0.4
13 3 00| 00 0.0 03 o6 o~ 0.65 28
42 fo7 ] 05 0.6 10| 1.1 1.05
1 oo | 00 0.0 01| 00 0.05
2 00| 00 0.0 03] 02 0.25
14 3 00| 00 0.0 08 TIo6 o5 0.55 1.9
2 120 11 1.55 07| 07 0.7
1 loo]| o0 0.0 00| 00 0.0
2 oo | 00 0.0 00| 00 0.0
Control =100 0.0 0.0 00 100 o0 0.0 0.0
2 fo0| 00 0.0 00| 00 0.0

Tabla N°2. Velocidad de amplitud de la lesion (cm/dia)

Numero de cepa/

Patogenicidad

Velocidad de amplitud

coédigo de lalesion (cm/dia)
Sano 0.0
1
(2 101B)
Herido 0.5
Sano 0.4
2
(2103 B)

Herido 1.7
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Sano 0.3
3
(3 101A)
Herido 1.8
Sano 0.4
4
(3 101A)
Herido 2.8
Sano 0.2
5
(3101 B)
Herido 2.2
Sano 0
6
(3103 A)
Herido 1.1
Sano 0
7
(3103 B)
Herido 0.8
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Sano 0
8
(4 101 A)
Herido 2.4
Sano 1.1
9
(4102 B)
Herido O
Sano 0.9
10
(4102%BI)
Herido 0.5
Sano 0.6
11
(4103BI)
Herido 2.3
Sano 0.25
12
(410-3B1I)
Herido 0.4
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Tabla N° 2. Continuacioén

Sano 0.3
13
(5101 B)
Herido 2.8
Sano 0.8
14
(6 102 A)
Herido 1.9

En cada prueba se tomaron en cuenta criterios cuantitativos y cualitativos para
poder determinar la patogenicidad de los hongos, la velocidad de ampliacion de
la lesibn es un método cuantitativo que proporciona informacion acerca del
crecimiento diario del patdgeno sobre la superficie de la cascara de platano, en
cambio el método cualitativo es la simple observacién del desarrollo de las
lesiones y la coloracion de las manchas producidas por los patégenos en las
lesiones. Las lesiones causadas por hongos patégenos consisten en manchas
circulares u ovales de color negro o café oscuro en los sitios donde se inocularon
los hongos en la cascara de los platanos. Las caracteristicas de las lesiones eran
similares, sin embargo la velocidad de ampliacion de la lesién y el diametro final
en el dia 4 fueron diferente para cada hongo analizado. En el Cuadro N° 12. Se
presentan las caracteristicas observadas de las lesiones que se formaron a partir
de la inoculacion de los hongos patdgenos y el diametro de las lesiones (tomado
de la lesion al final de los 4 dias), el cual demuestra el tamafio de la lesién
producida por el hongo o levadura pasados los 4 dias de incubacién y da un
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parametro del dafio que causa el patégeno sobre la superficie del platano. Este
diametro consiste en la medicion de la lesion el dltimo dia de inoculacién sin

tomar en cuenta las mediciones de los dias anteriores.

Cuadro N° 12. Caracteristicas de las lesiones

No. L i Medicién (cm) Medicién (cm)
Descripcion lesion . . .
cepa platanos heridos platanos sanos
1 Mancha oscura circular 0.7 0.0
2 Mancha oscura circular 0.75 0.9
3 Mancha oscura circular 1.1 0.6
4 Mancha oscura circular 1.1 0.8
5 Mancha oscura circular 0.7 0.25
6 Mancha oscura circular 0.55 0.0
7 Mancha oscura al centro, ,alrededor una 155 00
mancha café
8 Circulos negros pequefios y profundos 0.7 0.0
Manchas negras puntiformes poco
9 , - 0.0 2.1
profundas (en platanos no heridos)
10 Puntos dispersos color café 0.95 1.85
11 Mancha oscura circular 1.15 1.1
12 Mancha oscura circular 0.15 0.5
13 Mancha oscura circular 1.05 0.6
14 Mancha negra amorfa 0.7 1.55

Graficando el tamafio de la lesion vrs tiempo (Ver figura N° 13) en la que se
presenta el progreso de la lesion en platanos heridos en los 4 dias de incubacion
se observa que los hongos patdégenos presentaron un crecimiento con un
comportamiento exponencial en el tiempo. De los platanos heridos, 12
presentaron crecimiento de la lesion mientras que en los platanos sanos el
crecimiento solo lo presentaron 10. Lo anterior puede suceder debido a que el
moho o levadura encuentra en el platano herido un medio mas susceptible,
provocando asi un aumento de la lesion conforme aumenta de tiempo de

incubacion.
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Figura N° 13. Progreso de la lesion en platano herido durante 4 dias.
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Sin embargo no todos los mohos y levaduras sometidas a esta prueba
demostraron la capacidad de crecer usando las heridas en los platanos como
sustrato (Ver tabla N° 2) esto sucede debido a que dentro de la composicion de
las cascara del platano se encuentran sustancias antimicrobianas, metanol,
etanol, pectinas y enzimas (39), a los que pueden ser susceptibles algunos de los

microorganismos sometidos a esta prueba.

En platanos sanos la cantidad de mohos y levaduras capaces de producir una
lesion caracteristica sobre la superficie de los platanos fue menor, debido a que

el platano no poseia lesion que facilitara el establecimiento de la cepa.

Se consideran hongos no patdégenos los que no inducen lesiones obscuras y no
aumentan el diametro de las heridas inducidas en la cascara del fruto de platano
después de los 4 dias de incubacién, la figura N° 14 muestra la velocidad de
ampliacion de la lesién, demostrando que no todos los mohos y levaduras

estudiados fueron capaces de provocar una lesion en los 4 dias de incubacion.

Prueba de patogenicidad

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Numero de cepa

o 3 -
s

S 25 -

©

8 2 1

£ 15 1

o3 4 i Sanos
s~ .

- 05 - M Heridos
§ .

8 0 T T T T T T T T T T T T T T

o

>

Figura N° 14. Velocidad de la lesién producida por los hongos patégenos en

platanos heridos y no heridos.
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Los hongos que produjeron un tamafio de lesion menor o igual a 0.5 cm de
diametro en los platanos heridos se consideran no patégenos debido a que este
era el diametro de las heridas inducidas, las muestras que presentaron
patogenicidad son 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 13 y 14. Para la seleccion de los hongos
en platanos no heridos, se consideraron todos aquellos que produjeron una
mancha de color negro o café oscuro, muestras 2, 3, 4, 5, 9, 10, 11, 12, 13y 14.

Las muestras N° 4 y 13 presentan mayores velocidades de amplitud de la lesion
de 2.8 cm para ambas en platanos heridos y aunque en platanos sanos las
velocidades no fueron tan altas (0.4 y 0.8 cm) si fue posible detectar lesiones
demostrando que estos hongos son capaces de producir lesiones de antracnosis

sin importar las condiciones de susceptibilidad del fruto.

Aungue se observaron hongos que produjeron lesiones de mayor tamafio que los
hongos N° 4 y N° 13 en platanos sanos, no produjeron lesiones en platanos
heridos, por lo que las velocidades de ampliacion de la lesion en platanos tanto
sanos como heridos fueron los criterios que guiaron la seleccién de los aislados
con mayor patogenicidad. Las muestras N° 4 y N° 13 cumplen con los dos
criterios, provocando rapidamente lesiones que segun las mediciones sugieren

que con mayor tiempo de incubacion podrian aumentar.

5.4 Identificacion molecular de patégenos aislados de las muestras de

platano con presencia de antracnosis

Se realiz0 la extraccion de ADN de los patdgenos seleccionados en la prueba de
patogenicidad (muestras N° 4 y N° 13) a partir de los micelios sembrados en agar
sabouraud con 7 dias de incubacion, debido a que el patégeno 4 mostré6 una

cantidad considerablemente mayor de micelio (el doble en comparacion al
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patégeno 13) fue necesario realizar 2 fracciones de extraccion para la muestra 4.
Se cuantifico la concentracion y se analizo la pureza del ADN extraido usando un
NanoDrop (NanoDrop 2000UV-Vis Spectrophotometer) (Ver figuras N° 15, 16 y
17) y Gel de Electroforesis (Ver figura N° 18). A pesar de que el gel de
electroforesis demuestra la presencia de contaminantes en la muestra que
podrian interferir en reacciones posteriores, las lecturas proporcionadas por el
NanoDrop develaron la presencia de alta cantidad de ADN en las muestras
extraidas, esto dio la pauta para amplificar por medio de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) logrando asi la obtencion de los segmentos de ADN
necesarios para la identificacion de los patégenos aislados. En el cuadro N°11 se

describen los resultados obtenidos del andlisis de ADN por medio de NanoDrop.

Figura N° 15. Espectro obtenido por NanoDrop de la muestra 4.
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Figura N° 17. Espectro obtenido por NanoDrop de la muestra 13.



4

81

M  Marcador de peso molecular
ADN extraido del patégeno 4

13 ADN extraido del patégeno 13

Figura N° 18. Gel de electroforesis al 1% de agarosa para las muestras N° 4 y

N° 13.

Cuadro N°11. Andlisis de ADN en NanoDrop

Dato esperando
(radio)

Muestra

Dato obtenido

Comentarios

(A 260/280)
1.8-2

(A260/230)
1.5-2.2

4.1

(A 260/280) 2.52

(A260/230) 1.23

4.2

(A 260/280) 3.79

(A260/230) 0.85

13

(A 260/280) 4.13

(A260/230) 0.53

La relacion A 260/280 > 2.1 indica
una posible contaminacién que
podria deberse a la presencia de
ARN en la muestra
La relacion A260/230 > 1.5 indica la
presencia de contaminantes en la
muestra como con sales,

carbohidratos, fenoles.

Los datos proporcionados por el andlisis con NanoDrop indican la cantidad de

ADN presente en las muestras extraidas de los dos patogenos (4 y 13) y datos
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sobre su calidad, en general los valores altos de A 260/280 indican una posible
contaminacion con ARN y los valores bajos de A 260/230 indican presencian de
contaminantes como con sales, carbohidratos, fenoles. Estos resultados sugieren
gue aunque el proceso de extraccion de ADN puede mejorar (Ver anexo N° 11),

en este caso ofrecio un producto util para procesamiento posterior.

El ADN obtenido fue amplificado utilizando un Termociclador (Veriti termociclador
applied biosystems). Para verificar el resultado de la PCR se colocaron 2
microlitros de cada una de las reacciones en un gel de electroforesis con agarosa
1% (Ver figura N° 19).

Marcador de peso

M
molecular
1000 pb . ADN amplificado de la
muestra 4
ADN amplificado de la
13

muestra 13

600 pb ADN reconstituido después

de la liofilizacién, muestra 4

100 pb

Figura N° 19. Gel de electroforesis al 1% de agarosa para las muestras

amplificadas por PCR.
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En la figura N° 19 se muestra los productos de amplificacién de PCR de la regién
ITS de los patégenos 4 y13, se considera una amplificacion exitosa ya que el
tamafo estandar de ADN para esta secuencia en eucariotas oscila entre 500 y
800 pb, coincidiendo con la banda encontrada cuya longitud aproximada es de
600 pb. Las amplificaciones fueron liofilizadas y enviadas a Macrogen para que
realizaran la limpieza y secuenciacion de los productos de reaccion, después de

lo cual ellos enviaron los datos obtenidos mostrados en el cuadro N° 12.

Cuadro N° 12. Secuenciacién de ADN (ver anexo N° 12)

Muestra Secuencia de ADN

TTGCAAAATGATCATAGCTGATCCGAGGTCACATTCAGAAAGTTGGGTTG
TTTTACGGCGTGGCCTACGCTCCGTCCCAGTGCGAGATGTTACTACTACG
CAGAGGAGCCGGGGGCGAGACCGCCACTGTATTTGGGGCACGGCCGCCGC
TGGAGGGACGGCCGATGCCCAACACCAAGCCCGGAGGGGCTTGAGGGATG
TAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAGTACTGGCGGGCGCAATGT
4 GCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTAT
CGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTAATTGATTGTGTTTTCACTCAGAAGATACTGAAAATAACAG
GGTTTGTTGGGTCCTCTGGCGGGCCGCTCCCGTGTTACGGGGAGGCGGGG
GTCCGCCGAGGCAACGTTGTAGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTA
AACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTAAAA
TTTTTAAAATCAAAAAAAAAAAAAAAAATAAGC

GTGTTCGAGATTCTCTTCCTGATCGAGGTCACATTCAGAAAGTTGGGTTG
TTTTACGGCGTGGCCTACGCTCCGTCCCAGTGCGAGATGTTACTACTACG
CAGAGGAGCCGGGGGCGAGACCGCCACTGTATTTGGGGCACGGLCCGLCCGC
TGGAGGGACGGCCGATGCCCAACACCAAGCCCGGAGGGGCTTGAGGGATG
TAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAGTACTGGCGGGCGCAATGT
13 GCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTAT
CGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTAATTGATTGTGTTTTCACTCAGAAGATACTGAAAATAACAG
GGTTTGTTGGGTCCTCTGGCGGGCCGCTCCCGTGTTACGGGGAGGCGGGG
GTCCGCCGAGGCAACGTTGTAGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTA
AACTCAGTAATGATCCCGCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGATAAAA
ATTTTACAAACAA
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Se realizé la busqueda de las secuencias obtenidas en el banco de genes del
Centro Nacional para Informacion Biotecnologica (National Center for
Biotechnology Information NCBI por sus siglas en ingles), es una pagina que
posee una biblioteca de genomas, al ingresar las secuencias obtenidas de las
muestras 4 y 13 este se encarga de compararlas con su banco de datos, para
obtener un porcentaje de identidad el cual proporciona un grado de similitud con

las secuencias de los patdégenos, lo cual confirma la identidad de las muestras.

Al hacer la comparacion de la secuencia de ADN de la muestra 4 con el banco
de genes, éste presentd un listado de compatibilidad, se observé el mayor
porcentaje de identidad con respecto a la muestra con la especie Fusarium
dimerum CBS 108944 (13) por lo cual se considera que el aislado pertenece a un
hongo del género Fusarium. En la figura No. 20 se observa el porcentaje de
identidad (99%) de la secuencia de ADN.

De igual forma, se realiz6 el mismo procedimiento para la muestra 13. En la
Figura No. 21 se observa el porcentaje de similitud en la identidad (98%) de la

secuencia de ADN correspondiente al Fusarium dimerum CBS 108944 (s1).
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Figura N° 20. Alineamiento de la secuencia ITS amplificada del patdgeno

4 y la secuencia de la cepa Fusarium dimerum CBS 108944,

realizado por Blast. Codigo de acceso a la secuencia en

genbank: EU926285.1 (51

Organismo: Fusarium dimerum

Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina,

Sordariomicetos; Hypocreomycetidae; Hypocreales; Nectriaceae;

Fusarium; complejo de especies de Fusarium dimerum.

Ropars,J., Cruaud,C., Lacoste,S. and Dupont,J.

Autores:
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Figura N° 21. Alineamiento de la secuencia ITS amplificada del patdgeno
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13 y la secuencia de la cepa Fusarium dimerum CBS 108944,

realizado por Blast. Codigo de acceso a la secuencia en genbank:

EU926285.1 (s1)

Organismo: Fusarium dimerum

Autores:

Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina,

Sordariomicetos; Hypocreomycetidae; Hypocreales; Nectriaceae;

Fusarium; complejo de especies de Fusarium dimerum.

Ropars,J., Cruaud,C., Lacoste,S. and Dupont,J.
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Comunmente para la identificacion de un hongo se recurre a las caracteristicas
morfolégicas por medio de la descripcion macroscopica y microscopica, sin
embargo para la antracnosis en platanos, este método no fue posible debido
a la amplia variacion de microrganismos que pueden causar esta enfermedad
dependiendo en el pais o regiébn donde se encuentren, por tal motivo se
emplearon técnicas moleculares de identificacion. Se identifico una especie de
Fusarium (ver cuadro N° 13) presente en las lesiones de antracnosis en
platanos maduros, coincidiendo con estudios realizados en Filipinas donde
hace referencia a los géneros Fusarium, Colletotrichum, Penicillium,
Verticillium, Cylindrocarpon, CLadosporium, Clomerella, Thielaviopsis y

Lasiodiplodia, siendo el Fusarium el més patégeno. (7).

Cuadro N° 13. Clasificacion de los aislados fungicos segun NCBI

. Tamafio del
Organismo Numero de
Numero . fragmento i
fangico acceso de . Homologia Cobertura
cepa ) - amplificado
identificado NCBI
(pb)
Fusarium
4 _ JQ434586.1 583 99% 92%
dimerum
Fusarium
13 _ JQ434586.1 563 98% 97%
dimerum

La morfoespecie Fusarium dimerum, consiste en al menos 12 especies
filogeneticamente distintas. El nombre F. dimerum se utiliza para un taxén cuyos
miembros han sido predominantemente aislados como agentes causales de
micosis humanas, asociados con infecciones oportunistas a pacientes
inmunocomprometidos, o0 causar queratitis luego de un trauma, originalmente

aislado del cidro o citron (Citrus medica). (1)
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Recientemente se ha establecido que algunas especies del genero Fusarium
dimerum pueden causar sintomas de enfermedades en plantas, como en el
estudio realizado por la Universidad de Atarttirk, Turquia, en el que se describen
lesiones recurrentes en los cultivos de papa (Solanum tuberosum), los sintomas

eran manchas negras o café oscuras. (s1)

Segun los estudios realizados en Filipinas se demuestra que la antracnosis es
causada por varias especies de hongos y entre ellos se encuentra un complejo
de Fusarium spp, los resultados de este trabajo mostraron que el Fusarium
dimerum es una de las especies presentes en platanos que mostraban signo de
antracnosis en la Cooperativa San Carlos, El Paisnal. Se observa que patégenos
gque pueden mostrar morfologias macroscépicas diferentes al inicio del
aislamiento pueden mostrar la misma identidad en analisis moleculares,
solamente estudios mas profundos que apliquen la amplificacibn de otras
regiones del ADN mostraran si en realidad las diferencias sefialan la existencia
de multiples patdégenos o un mismo patdégeno mostrando diferentes morfologias

debidas a diferencias nutricionales y/o ambientales.

5.5 Aislamiento y seleccion de hongos antagonistas

El aislamiento de hongos y levaduras antagonistas se realiz6 a partir de la flora
epifita de platanos verdes sanos. Los hongos observados se aislaron para

describir su morfologia macroscoépica y microscépica (ver Cuadro N° 14).
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Descripcidn macroscopica y microscopica de hongos

antagonistas

NUmero de
cepa/cédigo

Descripcién macroscoépica

Descripcién microscopica

1
(1101 A)

Forma circular, tamafio mediano, color
morado palido, con micelio corto y
afelpado, elevacion umbonada.

Delicadasdhifas ramificadas, aspecto
microscopico caracteristico de
hongos dimoérficos, las hifas pueden
estar arracimadas en una forma
como cuerdas.

2
(1101 B)

Borde filamentoso, forma circular,
tamafio grande, color verde al centro y
periferia blanca con puntos negros
esparcidos irregularmente, superficie
rugosa y umbonada.

Microconidias piriformes, elongadas
hifas septadas con conidias Unicas
unidas a cortos conidiéforos,
macroconidia cilindrica con paredes
delgadas.

3
(1101B)

Borde filamentoso, forma circular,
tamafio pequefio, color morado pélido,
superficie plana, micelio corto y
delicado.

Hifas septadas, hialinas, fidlides
largas, algunas ramificadas, conidias
ovoides, multicelulares,
clamidosporas presentes.
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NUmero de L - o L.
. Descripcién macroscoépica Descripcién microscopica
cepa/codigo
4
(1101B)
Levadura con forma irregular, tamafio Se observan hifas deformes con
muy pequefio, color crema, aspecto septos.
céreo.
5
(2 102 B)
Levadura con aspecto liso, céreo, Blastoconidias ovaladas,
color crema, crecimiento abundante. unicelulares, cilindrica y curva.
6
(310-2B)

Crece en toda la placa, color blanco
hueso, micelio velloso de poca
elevacion.

Hifas en espiral y un conglomerado
de conidias.
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Numero de L - o -
. Descripcion macroscépica Descripcién microscopica
cepa/codigo
7
(3102 A)
N -
Crece en toda la placa, el color blanco | Fialide solitaria, larga y estrecha con
se torna transparente a lo largo del un racimo compacto de conidias, hifa
radio, coloracion naranja tenue, septada, hialina.
micelio aéreo velloso.
8
(4101 B)
Crecimiento abundante, color blanco, Hifas gruesas, septadas,
micelio aéreo corto. ramificadas.
9
(4 10®)

Borde filamentoso, forma circular,
color blanco, micelio aéreo corto y
velloso

Hifa septada, Unico conidiéforo corto,
conidia alargada, densa, presencia
de conidiosporas.
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NUmero de L - S .
. Descripcién macroscépica Descripcién microscoépica
cepa/codigo
10
(6101
Levadura de forma y superficie Se observan hifas septadas, hialinas,
altamente irregulares, color crema, células de levaduras ovales y
tamafio pequefio. pequefas.
11
(6 102 B)
Borde liso, forma circular, tamafio Hifa septada, conidiéforo ramificado
pequefio, color crema, micelio corto, y en sus puntas conidias largas en
seccionado, superficie pulvinada. forma de espina.
12
(6 102 B)

Forma circular, borde filamentoso,
color blanco, tamafio pequefio,
superficie convexa, micelio aéreo corto
en la periferia.

Se observan hifas hialinas, no
septadas, esporangio maduro.
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La superficie de los platanos verdes sanos presenta una diversidad de
microrganismos en su flora epifita, dentro de los cuales algunos pueden
presentar actividad antagénica contra los patégenos causantes de antracnosis
evitando el crecimiento de estos; sin embargo los cambios en la composicion del
platano en la etapa de maduracion pueden propiciar la pérdida de muchos de
estos microorganismos. En la busqueda de candidatos a antagonistas se

pudieron aislar 13 microorganismos, entre ellos, mohos y levaduras.

5.5.1 Prueba de incubacién dual

Para esta prueba se tomdé el hongo 4, el cual que presentd la mayor
patogenicidad, y se incubd junto a cada uno de los hongos aislados de los
platanos verdes sanos (presuntamente antagonistas). Esta prueba demostro si
los mohos y levaduras poseen caracteristicas antagonistas impidiendo el
crecimiento del patdégeno. En el cuadro N° 15 se muestran los resultados
obtenidos de la prueba para cada hongo candidato a antagonista contra el

patdgeno #4.

Cuadro N° 15. Prueba de incubacion dual, inhibicion de crecimiento.

Numero de cepa/ Inhibicién de crecimiento

cédigo
-Didmetro de patégeno control:
17.5 mm
-Didmetro del patdgeno desde el
punto de inoculacién en
1 direccion al antagonista: 10 mm
(1101 A)

_ 17.5mm — 10mm

IC = 1
¢ 17.5mm x100

IC=42.9%
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Numero de cepa/
cadigo

Inhibicién de crecimiento

2
(1101B)

-Diametro de patégeno control:
17.5mm
-Diametro del patégeno desde el
punto de inoculacion en
direccion al antagonista: 8.5 mm
17.5mm — 8.5mm
= x100

17.5mm

IC=51.4%

3
(1101 B)

-Didmetro de patdégeno control:
17.5 mm
-Didmetro del patégeno desde el
punto de inoculacion en
direccion al antagonista: 9 mm
17.5mm — 9mm

1
17.5mm x100

IC=48.6%

4
(1101 B)

-Didmetro de patoégeno control:
17.5 mm
-Didmetro del patdgeno desde el
punto de inoculacién en
direccién al antagonista: 8.5 mm
17.5mm — 8.5mm

IC = 1
¢ 17.5mm x100

IC=51.4%

5
(2103 B)

-Didmetro de patégeno control:
17.5 mm
-Didmetro del patdgeno desde el
punto de inoculacion en
direccidn al antagonista: 0.0 mm
17.5mm — 0.0mm

17.5mm x100

IC=100.0%
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Numero de cepa/
cédigo

Inhibicién de crecimiento

6
(3102B)

-Didmetro de patégeno control;
17.5 mm
-Diametro del patégeno desde el
punto de inoculacién en direccion
al antagonista: 5 mm
17.5mm — 5mm

1
17.5mm x100

IC=71.4%

7
(3102 A)

-Diametro de patdgeno control:
17.5 mm
-Didmetro del patdgeno desde el
punto de inoculacién en direccion
al antagonista: 9.5 mm
17.5mm — 9.5mm

IC = 1
¢ 17.5mm x100

IC=45.7%

8
(4101 B)

-Didmetro de patégeno control:
17.5 mm
-Didmetro del patégeno desde el
punto de inoculacién en direccion
al antagonista: 9.5 mm
17.5mm — 9.5mm

IC = 17 5mm x100

IC=45.7%
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Numero de cepa/
cadigo

Inhibicién de crecimiento

Cepa 9
(410®)

-Didmetro de patdégeno control:

17.5 mm
-Diametro del patégeno desde
el punto de inoculacion en
direccién al antagonista: 7.5
mm
17.5mm — 7.5mm

17.5mm

x100

IC=57.1%

Cepa 10
(6 101)

-Didmetro de patoégeno control:

17.5 mm
-Diametro del patégeno desde
el punto de inoculacion en
direccioén al antagonista: 10
mm
17.5mm — 10mm

1
17.5mm x100

IC=42.9%

Cepa 11
(6102B)

-Didmetro de patoégeno control:
17.5 mm
-Didmetro del patégeno desde
el punto de inoculacién en
direccion al antagonista: 3.5
mm
17.5mm — 3.5mm

IC =
17.5mm

x100

IC=80%

Cepa 12
(6 10 B)

-Didmetro de patoégeno control:
17.5mm
-Didmetro del patégeno desde
el punto de inoculacién en
direccion al antagonista: Omm
17.5mm — Omm

16 == 5mm — *100

IC=100%
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A pesar de que hay una gran variedad de hongos y levaduras que se lograron
aislar de los platanos verdes sanos, no todos presentaron actividad antagonista.
Los mohos y levaduras que inhibieron el crecimiento en mas del 25% se
consideran como candidatos a antagonistas y posibles candidatos a agentes de
control biolégico. En estos experimentos fue notable la necesidad de seleccionar
el mejor método para la identificacion de microrganismos antagonistas ya que el
método implementado para hongos no fue capaz de demostrar capacidades
antagonistas, se sugiere implementar un método que facilite la identificacion del

caracter antagonista en los hongos y levaduras (ver Cuadro N° 16).

Cuadro N° 16. Métodos utilizados en la prueba de incubacion dual

Método para levaduras Método para hongos

Este método permite el crecimiento tanto del Este método presenta la desventaja de

antagonista como del patégeno, permitiendo competencia por el medio, debido a que el

observar una verdadera inhibicién del patdgeno se encuentra al centro de la placa
patégeno que puede ser ocasionada por y el hongo antagonista a su alrededor,
metabolitos secundarios producidos por la COmo consecuencia, el crecimiento del
levadura en estudio. patégeno sera menor porque dispone de un

espacio mas reducido para su crecimiento,
al contrario del hongo antagonista en
prueba que posee de un mayor espacio

para su desarrollo en la placa.




CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

El método que mostré mejores caracteristicas para el aislamiento de hongos
patégenos en platano fue diluciones seriadas y la técnica de esparcido en
placa, ya que permitieron obtener colonias aisladas en la superficie del agar,

facilitando el aislamiento.

La descripcidon macroscopica y microscépica aporta una identidad del moho
o levadura; sin embargo, no se puede utilizar para confirmar el género y la

especie certera del microorganismo en estudio.

De acuerdo a la prueba de patogenicidad los valores de velocidad de
ampliacion de la lesion evidencian que de las 14 cepas aisladas
presuntamente patégenas, 13 de estas presentan capacidad de causar

lesiones caracteristicas de antracnosis considerandose como patdgenas.

Por medio de la identificacion molecular se comprob6 que los patégenos 4 y
13 aislados que presentaron mayor patogenicidad corresponden a la cepa de
Fusarium dimerum, presentando un patrén de coincidencia en la secuencia

de ADN mayor del 97% para este hongo.

Es posible aislar microorganismos epifitos del platano verde sano, por medio
del arrastre de estos con algodon humedecido en agua estéril y utilizando el

método de diluciones seriadas y la técnica de esparcido en placa.

La prueba de incubacion dual para mohos impide el crecimiento del patégeno

debido a la competencia de espacio, por lo que el método no es adecuado
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para este tipo de estudio. Mientras que el método de incubacion dual
empleado en levaduras, permite evidenciar la actividad antagonica de un

microorganismo, esta técnica también se puede emplear para mohos.

De los 13 aislados de la flora epifita del platano verde sano, se logro obtener
una muestra con un 100% de inhibicidbn hacia el patégeno (muestra 6

levadura).



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

Realizar estudios comparativos con las cosechas de platano a nivel nacional
para verificar si hay mas especies dentro del pais que podrian estar causando

la antracnosis en el fruto del platano.

En futuras investigaciones explorar otros métodos de tincién como el método
de montaje humedo y el microcultiivo como alternativas para el mejoramiento
de la observacion de cada estructura microscopica de los hongos para
obtener las descripciones microscopicas tanto de los patégenos como de los

antagonistas.

Para la prueba de patogenicidad utilizar cajas de plastico en lugar de bolsas
para facilitar el manejo de las muestras al momento de hacer las mediciones,
tomando todas las medidas necesarias para eliminar el riesgo de

contaminacion cada vez que se deba manipular la muestra.

Ensayar métodos de extraccion de ADN utilizando kits de extraccion que
incorporen la purificacion con ARNasas y permitan una obtencion de material
genético libre de contaminantes que puedan interferir en los procesos de

extension y secuenciacion.

Para cada moho antagonista, realizar la prueba de incubacién dual con la

técnica propuesta para levaduras.

Realizar la identificacion molecular de la levadura antagonista que presenté

una inhibicion del 100% del patdgeno, asi como también formular un proceso
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para la obtencion de los metabolitos secundarios que esta sintetiza para su
utilizacion como control bilégico que elimine totalmente la enfermedad de

antracnosis en platano.

Sustituir el bromuro de etidio como colorante revelador en los ensayos de

electroforesis, por colorantes no toxicos como el gel red.
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Acérvulos

Ahusado

Amplicones

Artroconidia

Asca(o)

Ascocarpo

Blastoconidias

Biotrofico

Biseriadas

Bitunicada

GLOSARIO (20

Estrato plano o con forma de platillo formado por
conidioforos por lo general cortos, que crecen juntos y que
surgen de una masa mas o menos estromatica de hifas.
Que tiene forma de huso, un instrumento usado en el hilado
a mano el cual consiste en una pieza de madera o hierro,
de forma cilindrica y alargada y mas estrecha en los
extremos.

Un trozo de ADN o ARN formado como los productos de
amplificacion de eventos naturales o artificiales, como en
una reaccion en cadena de la polimerasa.

Conidia de forma rectangular formada a partir de una hifa
especializada que se desarticula formando células
separadas individuales o en cadena. Resulta de la
fragmentacion o lisis de una hifa vegetativa.

Célula con forma de saco o bolsa que generalmente produce
las esporas en su interior; caracteristico de los hongos del
grupo Ascomycota.

Cuerpo fructifero en forma de copa en el que se recogen los
ascos de un hongo perteneciente a la Clase Ascomycetes.
Estructura de reproduccion asexual que se origina por
gemacion.

Patogeno que se nutre de células vivas del hospedante.
Dispuestos en dos series o filas.

La pared de los ascos esta formada por dos capas
diferentes, una externa o0 exotUnica y una interna o

endotulnica.



Céreo
Clamidosporas
Conidioforos

Confluentes

Conidios

Edafolégico

Electroforesis

Estoldn

Estromatico
Fidlide

Hemibiotrofia

Hialino
Hifa

Que tiene alguna de las caracteristicas visuales de la cera,
como el color o el brillo.

Tipo de espora de paredes gruesas.

Hifa especializada que origina o lleva conidios.

Tendencia o propiedad de confluir o unirse unas estructuras
o lesiones con otras, formando unas terceras mayores.
Espora de multiplicacion asexual no movil, que suele
formarse en el apice o en el lado de una célula. Espora
asexual.

Perteneciente a la edafologia, rama de la ciencia que
estudia la composicion y naturaleza del suelo en su relacion
con las plantas y el entorno.

Técnica para la separacién de molecular segun la movilidad
de éstas en un campo eléctrico a través de una matriz
porosa, la cual finalmente las separa por tamafos
moleculares y carga eléctrica.

Hifa aérea que desarrolla rizoides cuando tiene contacto con
la superficie del medio de cultivo.

Varios, compuesto de diferentes tipos.

Estructura ubicada en el extremo de un conidioforo, sobre la
cual se producen esporas.

El patdgeno mantiene a las células vivas en las etapas
iniciales de la infeccion pero las mata una vez avanzada.
Transparente, incoloro.

Filamento tubular parecidos a telas de arafa, que
representa la unidad estructural de la mayoria de los

hongos.



Hifas

cenociticas

Liofilizacion

Necrotrofia

Paréfisis

Picnidio

Piriforme

Pleomorfico

Pileo

Secuenciacion

Septado

Setas

Talo
Ubicuo

Umbonado

Tipo de hifa que no contiene tabiques y, por lo tanto, se
observan como largas células continuas con numerosos
nacleos.

Método de desecacidon en el que se elimina el agua por
congelacion del producto humedo y posterior sublimacién
del hielo.

Los patégenos matan a las células de su huésped y
descomponen el tejido para utilizarlo en su crecimiento.
Estructuras estériles, unidas basalmente, unidas en un
himenio.

Cuerpo fructifero asexual hueco, revestido de conidiéforos
por dentro. Organo de reproduccion asexuada, provisto de
una pared propia, globosa o en forma de pera.

Que tiene forma de pera.

Que tienen una variacion en el tamafio y la forma de las
células o sus nucleos.

Parte superior de ciertos tipos de asocarpos.

Conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya finalidad
es la determinacion del orden de los nucledtidos (A, C, Gy
T) en una molécula de ADN. Se emplea para la lectura de la
secuencia de bases nitrogenadas.

Que presenta septos o tabiques transversales, que dividen
la estructura en unidades celulares. Provisto de septos o
tabiques separadores.

Las setas son el aparato reproductor de los hongos
superiores, las setas son producidas por el micelio.
Formado por filamentos e hifas.

Presente en muchos lugares al mismo tiempo.

Prominencia en forma de mama.



ANEXOS



ANEXO N° 1
ENSAYOS PRELIMINARES PARA EL AISLAMIENTO DE HONGOS
CAUSANTES DE ANTRACNOSIS



Para la seleccion del método de aislamiento con mejor promocion de crecimiento
de los microorganismos y mayor facilidad de aislamiento de éstos, se realizaron
una serie de ensayos preliminares que demostraron la viabilidad de los dos
meétodos propuestos. Para realizar este procedimiento se tomaron platanos que
presentaban signos de antracnosis, del mercado de Santiago Nonualco,
Departamento de La Paz, ya que al momento de realizar este ensayo no se
contaba con una confirmacion de la colaboracién con la Cooperativa San Carlos,

El Paisnal.

Ensayo preliminar de aislamiento de hongos patdégenos, causantes de

antracnosis en platano

Para este ensayo preliminar se utilizaron dos métodos: cultivo directo de tejidos

de platanos con signos de antracnosis y diluciones seriadas.

Método 1. Cultivo directo de tejidos ¢ (Ver anexo N° 3)

1. Lavar el platano maduro con signos de antracnosis utilizando agua y jabén.

2. Secar con papel toalla estéril.

3. Con ayuda de un bisturi estéril cortar 10 fragmentos de tejido infectado y sano
de 5x5 mm (manipular con pinzas estériles).

4. Preparar una solucion de hipoclorito de sodio al 0.525 %.

5. Sumergir los fragmentos de tejido por 5 minutos en una caja de Petri con la
solucion de hipoclorito de sodio 0.525 %.

6. Enjuagar 3 veces los fragmentos de tejido sumergiéndolos en agua destilada

estéril.



7. Secar los fragmentos de tejido haciendo uso de una toalla de papel estéril,
con el fin de eliminar los excesos de humedad que contribuyen con la
contaminacion del aislamiento (realizar en camara de flujo laminar).

8. Con ayuda de una pinza estéril inocular 10 trozos de tejido equidistantes en
una placa que contenga Agar Papa Dextrosa (PDA) (realizar por duplicado
para cada muestra).

9. Incubar las placas por 7 dias a temperatura ambiente.

10.Con el fin de aislar cada hongo con caracteristicas macroscopicas distintas,
tomar cada colonia con un asa metélica en punta previamente esterilizada y
sembrar en el centro de una placa con PDA.

11.Incubar a temperatura ambiente por 7 dias.

12.Realizar controles ambientales del area de trabajo.

Cuadro N° 17. Resultados de aislamiento por cultivo directo de tejidos

Placas con

. Caracteristicas macroscopicas
trozos de platano

Colonia 1: fondo rosado, micelio blanco y algodonoso, borde irregular.
Colonia 2: fondo gris, micelio blanco y algodonoso, borde irregular.
Mx platano 1 Colonia 3: fondo anaranjado, micelio blanco y algodonoso, borde
irregular.

Colonia 4: fondo negro, micelio blanco y algodonoso, borde irregular

Colonia 1: fondo rosado, micelio blanco y algodonoso, borde irregular.
Colonia 2: fondo gris, micelio blanco y algodonoso, borde irregular.
Mx platano 2 Colonia 3: fondo negro, micelio blanco y algodonoso, borde irregular.
Colonia 4: fondo moradol/lila, micelio blanco y algodonoso, borde

irregular.




Metodo?2. Diluciones seriadas  (ver anexo N° 4)

10.

11.
12.
13.

Lavar el platano maduro con signos de antracnosis utilizando agua y jabon.
Secar con papel toalla estéril.

Con ayuda de un bisturi estéril cortar fragmentos de tejido infectado de 5x5
mm (manipular con pinzas estériles).

Sumergir los fragmentos de tejido por 5 minutos en una caja de Petri con una
solucion de hipoclorito de sodio 0.525%

Enjuagar 3 veces los fragmentos de tejido en agua destilada estéril.

Secar los fragmentos de tejido haciendo uso de una toalla de papel estéril,
con el fin de eliminar los excesos de humedad que contribuyen con la
contaminacion del aislamiento. Realizar en camara de flujo laminar.
Introducir el equivalente a 1 gramo de fragmentos de tejido, en 9 mL de una
solucion estéril de platano al 0.1% (ver anexo N°3), incubar esta solucion por
24 horas a temperatura ambiente (dilucién 10%).

Realizar diluciones seriadas 1:10 del cultivo liquido realizado en el paso
anterior, llegando hasta la dilucién 1073,

Sembrar por vertido cada dilucion, pipeteando 1 mL de cada dilucién en cajas
de Petri que contienen Agar Papa Dextrosa (realizar por duplicado para cada
dilucion). Incubar a temperatura ambiente por 7 dias.

Sembrar por esparcido en placa cada dilucion, pipeteando 0.1 mL de cada
dilucién en cajas de Petri con Agar Papa Dextrosa (realizar por duplicado
para cada dilucion). Incubar a temperatura ambiente por 7 dias.

Incubar a temperatura ambiente por 7 dias.

Realizar el mismo procedimiento para soluciones de platano al 5% y 1%

Realizar controles ambientales del area de trabajo.



Cuadro N° 18. Aislamiento por diluciones seriadas y vertido en placa

Solucién al 0.1%

Solucién al 1%

Solucién al 5%

10
(1)

Colonias redondas de
borde liso, concavas y
brillantes, de color
crema.

Colonias puntiformes, color
crema rosaceo, brillantes.

Colonias pequefas en
forma de estrellas
algodonosas de color
blanco.

Colonias circulares medianas,
color crema amarillento,
concavas, brillantes, borde liso.

Colonias blancas algodonosas,
transparentes, borde irregular.

Colonias con borde
irregular, algodonosas,
pequefias, de color
blanco con forma de
estrella.

101
Q)

Colonias redondas de
borde liso, concavas y
brillantes, de color
crema.

Colonias puntiformes, color
crema rosaceo, brillantes.

Colonias pequefias en
forma de estrellas
algodonosas de color
blanco.

Colonias circulares medianas,
color crema amarillento,
concavas, brillantes, borde liso.

Colonias blancas algodonosas,
transparentes, borde irregular.

Colonias con borde
irregular, algodonosas,
pequefias, de color
blanco con forma de
estrella.

10?2
(N

Colonias pequefias en
forma de estrellas
algodonosas de color
blanco.

Colonias medianas, circulares,
amarillentas, concavas,
brillantes de borde liso.

Colonias algodonosas,
grandes, color blanco
con el centro negro.

Colonias pequefas en
forma de estrellas
algodonosas de color
blanco.

10?2
(I

Colonias redondas de
borde liso, concavas y
brillantes, de color
crema.

Colonias pequefas en
forma de estrellas
algodonosas de color
blanco.

Colonias medianas, circulares,
amarillentas, concavas,
brillantes de borde liso.

Colonias pequefias en
forma de estrellas
algodonosas de color
blanco.

10 (1)

10
(I

Colonia pequefia en
forma de estrella
algodonosas de color
blanco.

Colonias redondas de borde
liso, céncavas y brillantes, de
color crema.

Colonias pequefias en forma de
estrellas algodonosas de color
blanco.

Colonias pequefas en
forma de estrellas
algodonosas de color
blanco.




Cuadro N° 19. Resultados de aislamiento por esparcido en placa

SOLUCION AL 0.1%

SOLUCION AL 1%

SOLUCION AL 5%

101
V)

Colonias de hongos
algodonosas, de color
rosado y anaranjado con
el centro més coloreado,
con crecimiento
horizontal.

Colonias pequeiias de color
verde obscuro, con el centro
de color café, algodonosas.

Colonias naranjas, grandes,
con el centro de color rosado,
el centro crece hacia arriba.

Colonias rojas, rosadas y
blancas, algodonosas.

Colonias redondas de
borde liso con
crecimiento céncavo, de
color crema.

Colonias algodonosas y
grandes, de color rojo.

Colonias blancas, pequefas,
de aspecto algodonoso.

Colonias irregulares de
color naranja con
crecimiento plano, de
aspecto opaco.

Colonias redondas, con
aspecto de flor, color crema,
borde irregular y céncavas.

Colonias naranja, con el
centro lustroso, aspecto
chicloso, bordes
irregulares (enramados).

101
(l

Colonias pequefias de
hongos de color naranja,
rosado v lila, blanco.

Colonias pequefias de color
verde obscuro, con el centro
de color café, algodonosas.

Colonias rojas, rosadas y
blancas, algodonosas.

Colonias color crema de
borde irregular.

Colonias naranjas, grandes,
con el centro de color rosado,
el centro crece hacia arriba.

Hongos con centro verde
oscuro y aspecto
algodonoso.

Colonias algodonosas y
grandes, de color rojo.

Colonias blancas, pequefas,
de aspecto algodonoso.

Colonias naranja, con el
centro lustroso, aspecto
chicloso, bordes

irregulares (enramados).

10?2
V)

Colonias color naranja, y
rosado algodonosas con
el centro més oscuro.

Colonias blancas, pequefas,
de aspecto algodonoso.

Colonias naranjas,
puntiformes, algodonosas.

Colonias naranjas, de aspecto
algodonoso, grandes.

Colonias rosadas, borde
irregular, algodonosas.

Borde liso, color crema
opacas, con crecimiento
céncavo, presentan
borde alto.

Colonias irregulares de

Colonias moradas, lila,
algodonosas, aspecto
irregular.

Colonia café con centro
verde oscuro.

Colonias blancas,
algodonosas.

borde irregular, color
crema, opacas, con la
superficie llena de
agujeros.

Colonias planas de borde liso,
irregular, colores salmén,
brillantes.

Colonias verde obscuro
con el centro de estrella,
algodonosas.




Cuadro N° 19. Continuacion

Colonias algodonosas

Colonias moradas, lila,
algodonosas, aspecto irregular.

Colonias naranjas de
aspecto irregular,
puntiformes, aspecto
algodonoso.

Colonias naranjas con centro

Colonias rosadas, borde
irregular, puntiformes y
con aspecto algodonoso.

(I

alrededor presenta
una masa blanquecina
transparente.

Colonia café con centro rojizo.

Colonia lila con centro rosado.

Colonia borde liso, redonda de
color crema, aspecto chicloso.

102 | naranjas, rosadas y rosado, aspecto algodonoso.
(1) | lilas con el centro Colonia café con centro
. verde oscuro.
oscuro Colonias blancas algodonosas.
Colonias blancas,
algodonosas.
Colonias planas de borde liso,
irregular, color salmén, brillante. Colonia negra,
puntiforme, algodonosa.
Irregular, color crema
de aspecto opaco con . .
P . P Colonias de borde irregular,
la superficie llena de
3 . redondas, de color crema, con .
103 | agujeros. L ) Colonia blanca grande
- crecimiento céncavo.
(I) | Hongo lila de aspecto : algodonosa.
Colonias verdes oscuro con
algodonoso, presenta .
L, . centro rojo, algodonosas.
una coloracion naranja
al centro.
Colonia naranja grande con Colonia verde oscuro
centro rosado de aspecto con centro rojizo.
) algodonoso. Colonia café con centro
Colonia con el centro - .
Colonia verde oscuro con centro rojizo.
5 | verde oscuro, .
10 rojizo.

Al desarrollar las dos metodologias antes descritas y analizar las ventajas y
desventajas de cada una se pudo concluir que la técnica de vertido en placa evita
un mayor contacto del agar y la muestra con el ambiente, sin embargo, esta es
mas adecuada para un numero de muestras mas pequefio y cuando solo se

requiere de un conteo de los microorganismos presentes en la muestra por



presentar crecimiento de colonias subsuperficiales, por lo tanto, la técnica
utilizada fue por esparcido ya que promueve un crecimiento superficial facilitando
el aislamiento de los hongos y levaduras presentes en las muestras, a pesar que
esta presenta la desventaja de tener un mayor contacto el agar con el ambiente,
esto se control6 mediante controles ambientales y haciendo uso de la cabina de
flujo laminar. En el Cuadro N° 20 se describen las ventajas y desventajas de los

meétodos utilizados para el aislamiento de patdgenos.

Cuadro N° 20. Ventajas y desventajas de los métodos de aislamiento de

patdégenos.
Método Ventajas Desventajas
. - Presenta una mezcla de
-Menor cantidad de . .
} microrganismos, que
. procesos para la siembra .
Directo crecen apilados
de la muestra. i
dificultando en el
aislamiento
-Solucién homogénea.
-Dafia a los -Permite el crecimiento
microorganismos aislado de cada
sensibles al calor por el microorganismo.
Vertido agar fundido. - Idéneo para conteo de
- Presenta colonias que microorganismos totales
en placa

Diluciones seriadas

crecen subsuperficiales
en el agar, dificultando el
aislamiento.

en una muestra.
-Requiere mayor tiempo
para el procesamiento de
muestras grandes.

Esparcido

- Solucién homogénea.
-Buen aislamiento de los
microorganismos.

- Evita el contacto de las
células con el agar
fundido.

-Provee un crecimiento
superficial de las colonias,
facilitando el aislamiento.
-Requiere menor tiempo

-Mayor exposicion del agar
al ambiente.




ANEXO N° 2
ENSAYOS PRELIMINARES PRUEBA DE PATOGENICIDAD



Prueba de patogenicidad de hongos aislados de lesiones de antracnosis en

platano ()

Para esta prueba se utilizaron 2 platanos maduros con aspecto sano

provenientes del Mercado de Santiago Nonualco, Departamento de La Paz.

1. Limpiar la superficie de la cascara de los platanos utilizando torundas de
algodén humedecidas con etanol al 70% para eliminar los contaminantes,
enjuagar 3 veces en agua estéril para eliminar el alcohol restante en la
superficie del fruto, y secar con toallas de papel estériles.

2. Haciendo uso de diez alfileres (#1) firmemente atados con una goma
previamente esterilizadas en el mechero y enfriados, inducir dos heridas leves
de aproximadamente 0.5 cm de diametro con una distancia de 6 cm en uno de
los platanos y al otro platano hacer una marca con una distancia de 6 cm
haciendo uso de un marcador permanente (ambos platanos deben estar libres
de signos de antracnosis).

3. Tomar discos miceliales (0.5 cm de diametro) desde el borde de las colonias
de patdgenos crecidas en PDA con 7 dias de edad e inocularlas en los dos
platanos (herido y sano), en las marcas inducidas en el paso 2.

4. El control se trata con discos de PDA en lugar del inoculo flngico.

5. Mantener las muestras en bolsa plasticas estériles a temperatura ambiente.

6. Observar diariamente durante 4 dias el desarrollo de los sintomas, levantando
con una aguja estéril los discos miceliales PDA para realizar mediciones
precisas de las lesiones.

7. Calcular la velocidad de ampliacién de la lesion utilizando la siguiente formula:

2 X Gy 2 X (Gry + Gry) 2X (Gry + Gry + Gr3) 2 X (Gry + Gry + Gr3 + G1y)
o R e R M A : ]

Donde:

VA=[

VA: velocidad de ampliacion.



Gr: radio de la lesion después da la inoculacion (para cada dia)

2x: referencia a dos puntos de inoculacién por fruta.

En la Tabla N° 3, se muestran los resultados obtenidos del ensayo preliminar de
patogenicidad en los 4 dias de incubacion con sus respectivas medidas diarias
(radio de la lesién en el platano inoculado) y el valor de la velocidad de ampliacion
de la lesién de cada hongo.

Tabla N° 3. Velocidad de ampliacion de la lesion en prueba preliminar de

patogenicidad.

- | SANO HERIDO
No.cepa | DIA | Ty PROM. | VA(®4) (M) PROM. VA(4)

1 Jo.oTo00 0.0 03 | 04 0.35
2 fo.0]00 0.0 06 | 06 0.6

1 3 J06]06 0.6 105 59 T 09 0.9 5.005
4 Jo7]07 0.7 22 | 26 2.4
1 Joo]o00 0.0 0.0 | 00 0.0
2 0005 0.25 05 | 06 0.65

2 3 0706 0.65 225 1571 09 0.8 2.835
4 [18]20 1.9 1.0 | 1.0 1.0
1 J0.0]00 0.0 09 | 07 0.8
2 J0.0]00 0.0 1.0 | 0.7 0.85

8 3 o505 0.5 1025 5T 09 0.95 6.905
4 [o8]11 0.95 14 | 1.1 1.25
1 J0.0]00 0.0 00 | 00 0.0
2 J0.0]00 0.0 05 | 05 0.5

4 3 J0.0]00 0.0 0.0 0.8 | 009 0.85 2.55
4 J0.0]00 0.0 1.0 | 0.9 0.95
1 Joo]o00 0.0 00 | 03 0.15
2 J0.0]00 0.0 05 | 07 0.6

5 3 J04]05 0.45 0925 58 T 10 0.9 3.525
4 Jos |08 0.8 1.0 | 1.2 1.1
1 J0.0]00 0.0 0.0 | 00 0.0
2 J0.0]00 0.0 05 | 06 0.55

6 3 Jo.0 00 0.0 0.0 07 | 07 0.7 2.6
4 Jo.0]00 0.0 1.0 | 1.3 1.15
1 J0.0]00 0.0 05 | 05 0.5

7 2 J0.0]00 0.0 0425 [ 09 | 07 0.8 6.00
3 J0.0]00 0.0 1.1 | 0.9 1.0




Tabla N° 3. Continuacion

—T SANO HERIDO
No. cepa [ ia | SG4 | Prom. | va@) A prOM. | VA@)
2 o8 lo9| o0s5 21 | 20 2.05

1 f00 00| 00 00 | 00 0.0
2 105 06| o055 06 | 06 0.6

8 3 Joo 11| 10 3005 F 0112 11 3255
4 V12 12| 13 13 | 14 1.35
T oo 00| o0 00 | 00 0.0

o 2 oo loo| o0 00 | 00 0.0 05
3 Joo]o00| 00 0.0 05 | 05 05 :
4 oo 00| 00 06 | 05 055
T oo 00| o0 00 | 00 0.0
2 oo loo| o0 04 | 04 0.4

10 3 Joo0]o00| 00 04 07 | 09 08 2.325
4 oo o7| os 09 | 12 1.05
1105 04| 045 06 | 05 055
2 To7lo5| o6 07 | 07 07

1 3 110 ] 08| o009 4925y 1.2 &0
4 15 13| 14 17 | 14 1.55
1 oo 00| o0 05 | 04 0.45
2 1ooloo| o0 06 | 07 0.65

12 3 Joo]o0| 00 035 T 06 [ 08 07 48
4 Jo6 08| o7 13 | 15 1.4
1 oo 00| o0 00 | 00 0.0
2 100 o0| o0 00 | 00 0.0

control - =170.0 | 0.0 0.0 0.0 00 | 00 0.0 0.0

2 100 00| 00 00 | 00 0.0

Con los resultados de la tabla N° 3 se pudo comprobar que el método para la
determinacién de patogenicidad en los hongos y levaduras aislados promueve el
crecimiento de lesiones a partir de los hongos que tienen caracter patdgeno y

permite la medicion diaria de las lesiones sin ninguna dificultad.



ANEXO N° 3

AISLAMIENTO DE MOHOS Y LEVADURAS POR METODO DE
CULTIVO DIRECTO



;[\ i'_..\ A S

T e

1. Lavar los platanos 2. Secar el exceso de
con abundante agua agua con papel toalla

y jabén. estéril.
["B®
L/
O

BT R r—

4. Sumergir los trozos 5. Hacer tres
en una solucion de enjuagues con agua
Hipoclorito de Sodio al esteril.
0.525%

) /
(RN =3

o aa

No—="

3. Con un bisturi estéril
cortar 10 fragmentos de
tejido infectado y sano de
5x5 mm.

>
34

6. Secar los trozos de
tejido, en papel toalla
estéril.

7. Colocar 10 fragmentos

de tejido

equidistantemente e
incubar a temperatura
ambiente por 7 dias.

Figura N° 14. Método de aislamiento por cultivo directo de tejido.



ANEXO N° 4

AISLAMIENTO DE MOHOS Y LEVADURAS POR METODO DE
DILUCIONES SERIDAS



TS ; y_
7")-.'. ( f'
I‘Lﬁf\“ \ RN i

7

1. Lavar los platanos 2. Secar el exceso
con abundante agua de agua con papel
y jabén. toalla esteéril.

3 7 e
\\\:.) \,\\ = /\

3. Con un bisturi estéril
cortar 10 fragmentos de
tejido infectado y sano de
5x5 mm.

R ] A
& :
-
4. Sumergir los trozos 6. Secar los trozos de

en una solucién de tejido, en papel toalla

Hipoclorito de Sodio al 5. Hacer tres estéril.
0.525%. enjuagues con agua
estéril. 1 mL Lo

.

E 10t E 2 3
Voo

W

7. Introducir 1g de tejido en 9 mL de
solucion estéril de platano al 0.1%,

dilucién 10t e incubar por 24 horas a
27°C. 8. Pipetear 0.1 mL en cada placa

y esparcir la muestra.

9. Incubar por 7 dias a
27 °C.

Figura N° 15. Método de aislamiento por diluciones seriadas



ANEXO N° 5

PREPARACION DE SOLUCION ESTERIL DE PLATANO



Procedimiento

Lavar con agua y jabén un platano maduro que no presente signos de

antracnosis.

Cortar, con ayuda de un bisturi, trozos de cascara y pulpa de platano,

pesar 5 gramos.

. Licuar los trozos de platano con 100 ml de agua destilada (solucion al
5%).

Realizar diluciones hasta llegar a una concentracion de 0.1%

. Transferir la solucion de platano a tubos con rosca y esterilizar.



ANEXO N° 6

AISLAMIENTO DE MOHOS Y LEVADURAS
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Figura N° 16. Aislamiento de colonias fungicas observadas



ANEXO N° 7

PRUEBA DE PATOGENICIDAD



1. Limpiar el fruto con 2. Enjuagar 3 veces 3. Secar con papel
torundas de algodon en agua estéril. toalla estéril.
humedecidas con etanol
70%
f I ’
PLATANO HERIDO | PLATANO SANO
|
J
‘ / a -
v . ¥ ’ L J

Tapon micelial de 14
dias de edad. Hongo
patogeno aislado.

Hacer mediciones cada dia por 6 dias
despues de la inoculacion.

i 1

Hacer mediciones a ambas heridas cada
dia por 6 dias después de la inoculacion.

l

6 DIAS, EL HONGO ES PATOGENO Y LA fONTROLES 6 DIAS, EL HONGO ES PATOGENO Y NO
HERIDA FAVORECE SU CRECIMIENTO. r-v NECESITA DE UNA HERIDA PARA
- : DESARROLLARSE.

Figura N° 17. Prueba de patogenicidad



ANEXO N° 8

AISLAMIENTO DE MOHOS Y LEVADURAS EPIFITOS



o ( Lml 4)Hacer diluciones

seriadas hasta obtener
L
- _\
JH/
| %

Imb 13 dilucién 10-3.

)

'I Humedecer algodn con Sumergir (as torundas \l,
agua esterilizada y frotar ~ ! de algodon en 100 mL
la superficie del platano de agua destilada.
verde sano.

3)Tomar 1 mL de la solucion y trasladarlo a un
tubo que contenga 9 mL de unas solucion
diluida de platano esteril al 0.1% (dilucion 10-1).

5 Tomar 0.1 mL de cada solucion e inocular

por esparcido las placas de Petri con PDA. 6) Incubar por 3-5 dias a temperatura ambiente.

Figura N° 18. Aislamiento y seleccién de hongos epifitos
antagonistas en el platano



ANEXO N° 9

PRUEBA DE INCUBACION DUAL PARA MOHOS Y LEVADURAS

62



Q Patégeno

- Presunto
antagonista

PLACA PLACA PLACA
PRUEBA CONTROL PRUEBA
HONGO LEVADURA

IKr-r1/ Kr x100= IC

Figura Ne 19. Prueba de incubacién dual

Donde:

Kr= distancia medida en mm desde el punto central de inoculacién hasta el
margen de la colonia de la placa control.

ri= margen de distancia del crecimiento de hongos desde el centro hasta la
direccion del antagonista.



ANEXO N° 10
PREPARACION DE REACTIVOS PARA PCR



Buffer de extraccion 1 (BE1)

Por litro Concentracion de adicion Concentracion final
0.5M EDTA pH 8.0 100 mL 50 mM
1M tris pH 8.0 100 mL 100 mM
4 M NacCl 125 mL 500 mM

H20 destilada

Hasta un litro

BME (mercaptoetanol)

700 pL (agregar después de
autoclavear)

TE
Por litro Concentracién de adicion Concentracioén final
0.5 M EDTA pH 8.0 20 mL 10 mM
1 M Tris pH 8.0 50 mL 50 mM
H>O destilada HastalL

SDS al 20% (no esterilizar en autoclave) preparar en cabina de flujo

laminar
Para 100 mL Concentracion de adicion
SDS 20¢g
H20 destilada 80 mL

Acetato de potasio 5M (KOAC)

Para 100 mL

Concentracién de adicion

KOAC

49.1g

H->0 destilada

Hasta 100 mL

Acetato de sodio 3M (NaOAC)

Para 100 mL

Concentraciéon de adicion

NaOAC

2469

H20 destilada

Hasta 100 mL




ANEXO N° 11

METODO ALTERNO DE AISLAMIENTO DE ADN UTILIZANDO
ARNASAS



Procedimento

. Cortar tres discos miceliales del patégeno con 7 dias de incubacion en PDA
en un erlenmeyer que contenga 100 mL de caldo Sabouraud e incubar por 7
dias a temperatura ambiente.

. Filtrar el micélio contenido en el caldo Sabouraud con papel watman N°1

esteéril.

3. Secar el micélio con ayuda de papel watman esteéril.

. Pesar aproximadamente 0.05g del hongo aislado que mostr6 mayor
patogenicidad.

. Moler el micelio con ayuda de mortero y pistilo el tejido en presencia de
nitrogeno liquido, transferir el polvo fino a un tubo de microcentrifuga de 1.5
mL.

. Adicionar 750 pL de solucion Buffer de Extraccion 1 (BE1), adicionar 50 pL de
dodecilsulfato sédico (SDS) al 20%, cerrar el tubo y mezclar por agitacion
vigorosa, e incubar en bafio de agua a 65°C durante 10 minutos.

. Afadir 2 ul de la solucion de ARNasa al ADN y mezclar invirtiendo el tubo.

8. Incubar a 37°C (temperatura de activacion de la ARNasa) por 15 minutos.

9. Transcurridos los 10 minutos de incubacién afadir 250 yL de Acetato de

Potasio (KOAC) de concentracién 5M, mezclar bien por agitacién vigorosa, y

proceder a la incubacién a 0°C (en hielo) durante 20 minutos.

10.Centrifugar la muestra a 13000 rpm 10 minutos, retirar cuidadosamente el

sobrenadante utilizando una micropipeta y recibir en un tubo de
microcentrifuga que contiene 700 pL de isopropanol puro, invertir el tubo 20

veces para mezclar bien e incubar a -20°C durante un minimo de 30 minutos.

11.Centrifugar la muestra a 12000 rpm durante 15 minutos en una centrifuga,

retirar cuidadosamente el sobrenadante y lavar el precipitado (ADN) con

etanol al 70%.

12. Retirar el etanol utilizando micropipeta e invertir el tubo sobre toallas de papel

para secar durante 10 minutos.



13.Disolver el ADN con 700 mL de TE, dejar reposar durante la noche a 4°C.

14.Centrifugar la muestra a 12000 rpm en una microcentrifuga durante 10
minutos para eliminar los residuos insolubles.

15. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga y afadir 75
pL de Acetato de Sodio (NaOAc) 3M y 500 pL de isopropanol, mezclar bien
invirtiendo el tubo 20 veces y dejar sedimentar el ADN durante 30 segundos
utilizando una microcentrifuga a 12000 rpm, lavar con 500 mL de etanol
(EtOH) al 70%, y secar completamente. Volver a disolver en 100 pyL de TE.

16.Verificar cantidad e integridad del ADN con Nanodrop 0 mediante

electroforesis.



ANEXO N° 12

ESPECTRO DE SECUENCIACION DE LAS MUESTRAS 4 Y 13.
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Figura N° 20. Secuenciacién correspondiente al patégeno 4
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CACTCAGAAGATACT QA AAAT ANCABOOTTTATTOOAT CCTCTROCQO0r COC TOCCOTOTT A0 0 GO0 AJ0Ca00a0TCCoCCg 000 A COT T OT AgaT ATOT TCAC GO 0OT TTO 00 A0T TAT

1] k1] 230 kol Al 2l
AAACTCAGTAAT GATOCOGO CGOTGGTTOANCA ACGE AGAC CT TG TAAAAA TTTTACALML AL

Figura N° 21. Secuenciacion correspondiente al patdégeno 13



ANEXO N° 13
MEMORIA DE IMAGENES DE LA INVESTIACION



Figura N° 23. Método de esparcido en placa



Figura N° 24. Extraccion de ADN en cabina de flujo laminar

Figura N° 25. Diluciones seriadas para el aislamiento de mohos y levaduras



Figura N° 26. Llenado de pocillos en gel de agarosa al 1%.






