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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue identificar morfoldgica y molecularmente los hongos
fitopatdgenos en cultivos de banano de la isla Santa Cruz- Galapagos. Por medio de un muestreo
intencional, se recogio 217 muestras y se discrimind hasta reducir a 16 muestras, después se aislé
los hongos fitopatdgenos previo tratamiento de desinfeccion, en un medio de cultivo PDA (Papa
Dextrosa Agar), a una temperatura de incubacion de 25° C, en el que a partir del quinto dia se
observo el crecimiento de las diferentes especies. Se describio las caracteristicas morfolégicas
como color, forma del borde, textura, elevacion, y presencia de anillos, en las que se destacé las
colonias similares a las especies del género Collectotrichum sp., que es responsable de la
antracnosis. Asimismo, se identifico molecularmente los aislamientos de hongos fitopatdgenos
mediante el aislamiento del ADN con Plant Pure Link kit extraction (Invitrogen), una
amplificacion con Master Mix DreamTaq Green (Thermo Scientific™) y cebadores (ITS1-1TS4),
se procedi6 a la purificacion de los productos de PCR, se realiz6 la secuenciacion, se edité las
secuencias y se determiné su identidad, en consecuencia, se obtuvo que 8 muestras que obtuvieron
similitud de las regiones ITS de cada aislamiento en el NCI BLAST. Finalmente, Se compard las
secuencias obtenidas del aislado con accesiones del género Colletotrichum, disponible en
GenBank y presento el 100% de similitud en su analisis filogenético. Se concluye que una gran
cantidad de plantas de banano en las fincas de la isla Santa Cruz poseen la enfermedad antracnosis
siendo Collectotrichum siamense una especie que comunmente es un patégeno en un amplio
rango de huéspedes, por lo que se verificd la presencia de esta especie. Se recomienda estudiar
otras islas de Galapagos para dimensionar la propagacion de las distintas enfermedades y asi

generar un plan de accion frente a esta problematica.

Palabras clave: <BIOTECNOLOGIA>, <IDENTIFICACION>, <MORFOLOGICA>,
<MOLECULAR>, <HONGOS FITOPATOGENOS>, <CULTIVOS DE BANANO>, <ISLA
SANTA CRUZ (CANTON)>, <GALAPAGOS (PROVINCIA)>.
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ABSTRACT

This study aimed to identify morphologically and molecularly the phytopathogenic fungi in
banana crops on the island of Santa Cruz-Galapagos. Through purposeful sampling, 217 samples
were collected and discriminated until reduced to 16 samples; then, the phytopathogenic fungi
were isolated after disinfection treatment, in a PDA (Potato Dextrose Agar) culture medium, at
an incubation temperature of 25 ° C; in which from the fifth day the growth of the different species
was observed. Morphological characteristics such as colour, edge shape, texture, elevation, and
presence of rings were described, in which colonies similar to the species of the genus
Collectotrichum sp., which is responsible for anthracnose, stood out. In the same way, isolates of
phytopathogenic fungi were molecularly identified by DNA isolation with Plant Pure Link
extraction kit (Invitrogen), amplification with Master Mix DreamTag Green (Thermo
Scientific™) and primers (ITS1-1TS4), it was purified. PCR products were obtained, sequencing
was performed, the sequences were edited, and their identity was determined; consequently, eight
samples were obtained that obtained similarity of the ITS regions of each isolate in the NCI
BLAST. Finally, the sequences obtained from the isolate were compared with accessions of the
genus Colletotrichum, available in GenBank and presented 100% similarity in their phylogenetic
analysis. It is concluded that many banana plants in the farms of Santa Cruz Island have the
anthracnose disease, Collectotrichum siamese being a species commonly a pathogen in a wide
range of hosts; therefore, the presence of this species was verified. Studying other islands in the
Galapagos is recommended to measure the spread of different diseases and thus generate an action

plan to deal with this problem.
Keywords: <BIOTECHNOLOGY>, <IDENTIFICATION>, <MORPHOLOGICAL>,

<MOLECULAR>, <PHYTOPATHOGENIC FUNGI>, <BANANA CROPS>, <SANTA CRUZ
ISLAND (CANTON)>, <GALAPAGOS (PROVINCE)>.

Ing. Angel Paul Obregén Mayorga, Mgs.
C.1.060192712-2
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INTRODUCCION

Las Islas Galdpagos son un laboratorio viviente para bidlogos evolutivos, biogedgrafos y
ecologistas, las peculiaridades de la vida silvestre de Galapagos intrigaron a Charles Darwin, lo
gue lo inicié en un viaje intelectual que finalmente produjo su teoria de la evolucion. La
colonizacidén de las islas por humanos trajo perturbaciones ecoldgicas de intensidad cada vez
mayor hasta que el gobierno ecuatoriano comenzé a tomar medidas para garantizar la
conservacion de la biota Gnica de las islas (Scott, 2020, p.1). Las Islas Galapagos estan ubicadas 1100
km al oeste de Ecuador, el archipiélago estd formado por vulcanismo inducido por puntos
calientes debajo de la placa tectonica de Nazca a medida que se desplaza hacia el este a una
velocidad de aproximadamente 51 km/Ma (Dinter et al., 2020, p.1). Debido a su diversa topologia
geoldgicay zona climética, la flora es rica y variada e incluye 1544 especies de plantas con flores,
incluidas 241 especies endémicas (Scott, 2020, p.1). Las consecuencias del calentamiento global son
una preocupacion seria para los humanos, ya que se percibe que afecta a los animales y al
rendimiento global de los cultivos, al aumentar la virulencia de las especies de microbios
invasores patdgenos. A nivel mundial, se considera que los patégenos de las plantas son
responsables de hasta el 40 % de las cosechas perdidas anualmente, lo que los convierte en un
factor importante en la agricultura y la seguridad alimentaria. Los efectos devastadores de los
hongos sobre las plantas los ubican como el segundo patégeno méas importante; por ejemplo, los
hongos son responsables de una reduccién de alrededor del 30 % en la produccién anual de
banano. Ademas de reducir directamente el rendimiento de los cultivos, los hongos también
pueden contaminar los cultivos con micotoxinas. Las micotoxinas son toxinas producidas por
hongos, que se sabe que son dafiinas para la salud de humanos y animales. Segun la Organizacién
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), hasta el 50% de los cultivos anuales del mundo
estan contaminados con micotoxinas. Sin embargo, las pérdidas de cultivos poscosecha, debido a
los hongos, oscilan entre el 2,7% y el 33% segun los cultivos de banano (Musa x
paradisiaca). Dentro las especies toxicogénicas mas comunes se encuentran Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Colletotrichum musae, Fusarium oxysporumy Penicillium spp, lo que
conlleva a pérdidas econémicas adicionales (Bandar, 2023, p.2).

La identificaciéon de nuevos aislamientos de especies fingicas a través de mecanismos
moleculares tiene mayor precision que identificarlas a través de sus caracteristicas morfoldgicas.
La identificacion de especies moleculares se basa en la variacion de bandas existente en la
electroforesis en gel o se basa en la generacion de una nueva secuencia utilizada para el analisis
BLAST para encontrar similitudes entre las secuencias de especies que estadn disponibles en
bancos de genes, como UNITE y el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI)
(Bandar, 2023, p.6). El presente trabajo se basa en definir especies de hongos fitopatogenos en
cultivos de banano y su relacion evolutiva filogenética con aislados de secuencia de referencia.

1



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

El sector agropecuario de Ecuador es uno de los principales ejes de la economia del pais. Dentro
de los principales productos agricolas, se encuentra el platano en sus distintas variedades, por lo
que, representa el 32% del comercio del planeta, generando un fuerte impacto, tanto para el
consumo del productor, como de los pobladores; ademas, de generar fuentes de empleo y ayudar
a que el nivel ocupacional de los productores y de su familia mejore (DPNG, 2016, p.23).

Es asi como, Galapagos trabaja en aumentar su produccion agricola, con el propdésito de mantener
el abastecimiento a sus 30000 habitantes aproximadamente (INEC, 2010; citado en Consgjo de Gobierno
del Régimen Especial de las Galapagos, 2013), historicamente todos los productos han sido enviados de
la parte continental por via maritima o aérea. Se estima que en las Islas Galapagos existen 24000
hectareas para uso agropecuario, de las que actualmente se encuentra en produccion efectiva
14000 hectareas, produciendo alrededor de 600 toneladas por mes. En la parte agricola, Galapagos
se destaca en la produccion de yuca, banano, maiz, tomate, pimiento, pepino, pifia y diferentes
tipos de hortalizas y frutas (LEISA, 2017, p.12).

Toda la produccion agricola presenta afectaciones causadas por microorganismos diversos, gracia
a esto, la produccion de banano se ve afectada por enfermedades como el moko del platano
(causado por bacterias), Erwinia, mal de Panama4, sigatoka negra, antracnosis (infeccion por
hongos), neméatodos, entre otros (MAGAP, 2016, p.2). Por lo mencionado el desarrollo de este trabajo
de integracion curricular se busca identificar las plagas micoldgicas que afectan a la produccién
de banano que se da en la Isla Santa Cruz, Galapagos mediante su aislamiento e identificacion

bibliogréfica.

1.2.  Problema general de investigacion

Enfermedades que afectan a las plantas de platano en la isla Santa Cruz.

1.3.  Problemas especificos de investigacion

e Dafio en la produccion de plantas de platano.

o Déficit en el eje econémico de la Isla



1.4. Objetivos

1.4.1. General

¢ Identificar morfol6gica y molecularmente los hongos fitopatdégenos en cultivos de banano de

la isla Santa Cruz.

1.4.2. Especificos

e Realizar el muestreo de hongos fitopatdgenos en cultivos de banano del sector agricola de la
isla Santa Cruz.

¢ Aislar los hongos fitopatdgenos encontrados en las muestras de banano.

e Describir morfol6gicamente los hongos fitopatdgenos aislados del cultivo de banano.

¢ Identificar molecularmente los aislamientos de hongos fitopatogenos.

1.5.  Justificacion

1.5.1. Justificacion tedrica

El platano al ser un eje importante en el desarrollo socio econémico del pais, se debe considerar
su cuidado, ya que, al desarrollar distintas especies en la planta puede generarse una plaga,
generando pérdidas econémicas. Es asi que, identificar todos aquellos hongos patdgenos ayuda a
la prevencion de enfermedades de los cultivos de categoria comercial.

1.5.2. Justificacion metodoldgica

Para saber a qué biodiversidad de especies fungicas, se emplea técnicas de diagndstico
morfol6gicas y moleculares para el reconocimiento rapido y preciso de los microorganismos
presentes en los cultivos.

1.5.3. Justificacion préactica

Los resultados generados en la presente investigacion seran el referente de investigaciones futuras

para la creacion de planes preventivos, asi como el desarrollo de posibles tratamientos médicos

que mitiguen esta problematica.



1.6. Hipotesis

Hipdtesis nula

Las plantas de platano de la isla Santa Cruz estan sujetas a especies micoldgicas que le generan

enfermedades.

Hipotesis alternativa

Las plantas de platano de la isla Santa Cruz no contienen especies micoldgicas que le generan

enfermedades.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1.  Antecedentes de investigacion

En la actualidad, el cultivo del banano es el cuarto alimento mas importante del mundo después
del maiz, el trigo y el arroz, representando en promedio el 15% de la produccién. En 2017, el
volumen de exportacion mundial de banano alcanzé los 18,1 millones de toneladas, esto
contribuyé al desarrollo social y econémico de diferentes paises tropicales y tropicales,
proporcionando una fuente de trabajo para diferentes regiones (Ramos, 2022, p. 14).

Ecuador sigue siendo el principal exportador mundial de banano, con el 30% del suministro
mundial de banano proveniente de Ecuador y el 15% de las exportaciones totales (El productor, 2017,
p.1). La produccion de este cultivo se distribuye en las distintas provincias del pais, siendo El Oro,
Los Rios y Guayas las provincias de mayor representacion en el cultivo de banano a nivel
nacional. El Oro tiene la mayor superficie de tierra cultivable con una produccién total de
2.594.000 ton/afio, o el 43,27% del total, le sigue Los Rios con 1.729.220 ton/afio, o el 28,84%;
Guayas, con 1' 388.460 ton/afio, representando el 23,16% de la produccion total.

Ledn et al. (2018, p. 5) sefialan que la produccién de este cultivo se distribuye en las diferentes
provincias del pais, siendo El Oro, Los Rios y Guayas las méas representativas del cultivo de
banano del pais. El Oro tiene la mayor superficie de tierra cultivable, con una produccion total de
2.594.000 ton/afio (43,27 %); seguido de Los Rios, con 1.729.220 ton/afio (28,84 %); Guayas,
con 1.388.460 ton/afio, lo que representa el 23,16% de la produccidn total. Las Islas Galapagos
favorecen la produccion de banano debido a condiciones como el clima, el suelo vy la altitud. La
isla Santa Cruz produjo 467 toneladas en 2014, lo que representa menos del 4,74% (SIIG, 2014,
p.1).

La principal limitante de la produccion de banano es que las plagas y enfermedades atacan los
cultivos, afectando la productividad de las plantaciones y aumentando los costos de produccion,
con un fuerte impacto en la rentabilidad de la produccion y la contaminacién ambiental (Leon et
al., 2018: p.5). Una de las enfermedades que mas dafia los cultivos y causa méas del 50% de pérdidas
es la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis).

A nivel mundial, el costo anual de control se estima en alrededor de $ 3,5 mil millones, sin incluir
su costo para el medio ambiente. Cuando los bananos se producen con fines de exportacion, las
hojas deben mantenerse libres de enfermedades, lo que se logra en parte mediante el uso de
fungicidas protectores y sistémicos, lo que implica un costo anual de alrededor de $350 millones

en Estados Unidos y en Ecuador $25 millones (Borja, 2019, p. 16).



2.2. Referencias tedricas

2.2.1. Banano

Es una fruta rica en diversas vitaminas, entre las que destacan las vitaminas A, B, C y minerales
como el potasio y el magnesio. El banano es una planta que puede desarrollarse en una variedad
de climas, incluyendo una diversidad de suelos. El crecimiento idéneo del banano ocurre a una
temperatura de 18,5°C, y es capaz de vivir y crecer en cualquier época del afio. Més de 150 paises
de todo el mundo cultivan esta planta (Abedrabbo, 2017, p. 11).

2.2.1.1. Descripcidn taxonémica del banano (Musa x paradisiaca)

Como expresa Batallas (2015, p.7) el banano se clasifica taxonémicamente de la siguiente forma:

Tabla 1-2: Taxonomia del banano

Reino Plantae

Subreino Franqueahionta
Division Espermatophyta
Subdivision Magnoliophyta
Clase Liliopsida

Orden Zingiberales
Familia Musaceae

Género Musa sp.

Especie Musa paradisiaca L.
Nombre comun Banano

Fuente: Batallas, 2015, p.7.
Realizado por: Chancusig, A., 2022.

2.2.1.2. Descripcion botanica del banano

e Raiz

Las raices de platano tienen forma de corddn y se producen en grupos de 3 0 4. Tienen raices
poco profundas y se distribuyen en una capa de 30-40 cm, cuya mayor concentracion se encuentra
entre los primeros 15-20 cm de profundidad. Las raices son blancas, al emerger se vuelven
amarillentas y duras, de 5 a 10 mm de didmetro, las longitudes varian, si no se obstaculiza su
crecimiento, el crecimiento lateral puede alcanzar de 5 a 10 m y puede llegar a 1,5 m de

profundidad (Pasiche, 2018, p. 3).



e Tallo

Es una parte de una planta que se parece al tronco de un arbol, pero en realidad es un pseudotallo,
formado por un conjunto de vainas de hojas superpuestas. Aunque el pseudotallo estd compuesto
principalmente de agua, es muy fuerte y puede soportar un fardo de més de 50 kg. A medida que
emergen las hojas, el pseudotallo continGa creciendo, alcanzando su altura maxima cuando el

verdadero tallo emerge en la parte superior de la planta (Vézina, 2020, p.1).

e Hojas

Las hojas se originan en el punto central de crecimiento o meristema terminal, ubicado en la parte
superior del bulbo, formando peciolos y nervaduras centrales que terminan en filamentos en la
etapa temprana y vainas en la etapa posterior. Externamente se observa al limbo como una lamina
delgada, muy verde por encima y mas o menos escarchada por debajo, que consiste en una
nervadura estriada formada por venas méas grandes que sobresalen por delante. Cuando aparece
la inflorescencia, la produccién de hojas se detiene (Pasiche, 2018, p. 4).

e Flores

Las flores femeninas (pistiladas) aparecen primero. En los bananos cultivados, el ovario se
convierte en una fruta sin semillas por partenocarpia. Cuando brota, la bractea expone las flores
femeninas que se juntan en los nddulos y forman racimos, cuyo nimero depende del genotipo y
las condiciones ambientales (Vézina, 2020, p.1).

A medida que las flores femeninas se convierten en frutos, la porcion distal de la inflorescencia
se alarga y produce racimos de flores masculinas (estaminadas), cada una debajo de una bractea.
Las flores masculinas en el capullo masculino producen polen, que puede ser estéril 0 no (Vézina,
2020, p.1).

Un tercer tipo de flor, llamada hermafrodita, puede aparecer en el raquis, el tallo entre las flores
femeninas y el capullo masculino. Estas flores normalmente no se convierten en frutos y sus

estambres no producen polen (Vézina, 2020, p.1).

e Frutos

Fao (2016, p.1) declara que los bananos vienen en diferentes formas y colores, y en realidad hay
maés de 1000 variedades. El mas comun, y en el que se basa la industria del banano comercial, es
el banano Cavendish, dulce y que constituye el 95% de todos los bananos comerciales, no tiene

semillas y, por lo tanto, es muy apto para el consumo. Sin embargo, la ausencia de esta semilla
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también es sindbnimo de esterilidad: no puede reproducirse mediante el proceso normal de

siembra.

Raices

llustracion 1-2: Partes de la planta de banano
Fuente: Medina, 2019, p. 15.

2.2.2. Agricultura del banano en el Ecuador

La superficie nacional de siembra es de unas 230.000 hectareas, distribuidas principalmente en
las provincias de Guayas, Los Rios y El Oro, que concentran cerca del 92% de la produccién total
del pais (INIAP, 2010, p.1).

Esta planta es muy importante en la economia del pais ya que representa hasta el 50% del PIB
agricola. Del PIB total, las exportaciones de banano representaron alrededor del 4%, alcanzando
los $1.017 millones (Abedrabbo, 2017, p. 11).

En 2015, alrededor del 50% de las exportaciones de banano de Ecuador se dirigieron a paises
como Rusia, Estados Unidos y Alemania. Se estima que la importancia del banano es tal que todas
sus actividades y cadena de valor generan empleo para aproximadamente dos millones de

personas (Abedrabbo, 2017, p. 11).

2.2.3. Laimportancia del banano en las Islas Galapagos

Cajal (2017, p.1) indica que los productos cultivados en las Islas Galapagos se utilizan
principalmente para el consumo local. Si bien son importantes en la region, su impacto esta a afios
luz del turismo, que es la principal fuente de riqueza de las islas. Cabe agregar que el desafio de

las Islas Gal&pagos es incrementar su produccion sin dafiar el ecosistema de la region.



El banano tiene un gran impacto econdémico, social y cultural ya que es un cultivo muy lucrativo
y su fuerte poder econdmico tiene un gran impacto en la economia, una ventaja importante de

este cultivo es que ha generado una gran cantidad de empleos (Fao, 2016, p.1).

2.2.4. Enfermedades que afectan al cultivo de banano

El cultivo de banano es susceptible a una serie de enfermedades y, segun la variedad, los efectos
de las enfermedades pueden ser graves y, en ocasiones, provocar la pérdida de toda la cosecha.

2.2.4.1. Sigatoka negra

La Sigatoka negra es la enfermedad més destructiva de las hojas de banano y se encuentra en casi
todo el mundo.

El agente causal de la sigatoka negra del banano es un hongo cuya clasificacion se detalla a

continuacion:

Tabla 2-2: Taxonomia del agente causal de Sigatoka Negra

Fase sexual Fase asexual
Reino Fungi Reino Fungi
Division Eumycota Divisién Euycota
Subdivisién Ascomycotina Subdivisién Deuteromycotina
Clase Loculoascomycetes Clase Hyphomycetes
Orden Dothideales Orden Moniliales
Familia Dothideaceae Familia Dematiaceae
Género Mycosphaerella Género Cercospora
Especie Fijiensis var. diformis Especie Fijiensis var. diformis

Fuente: Agrios, 1996, p.838.
Realizado por: Chancusig, A., 2022.

Es una enfermedad que inicialmente afecta el envés de las hojas, formando lesiones necréticas o
manchas con halos amarillos y centros de color gris claro en grandes areas del tejido foliar. Ataca
a la planta en las hojas mas jovenes y por lo tanto causa mayor dafio a los tejidos fotosintéticos
(Freitez, 2007, p. 22). La mancha avanza en su desarrollo y evolucién, se hace mas grande y ancha
en forma de dvalo, y estd rodeada por un borde marrén oscuro visible cuando las hojas estan
himedas. Después de esta etapa, la mancha se seca en el centro, se vuelve gris y se hunde; la
lesion esta rodeada por un borde negro estrecho y claro. Cuando todas las lesiones se unen, las
hojas se vuelven negras y mueren a las 3 0 4 semanas de aparecer los primeros sintomas (Freitez,

2007, p. 22).



e Sintomas

Freitez (2007, p. 22) declara que existen 6 estadios de esta enfermedad segun la escala de Fouré, los

cuales se presentan a continuacion:

Estadio I: pequefias lesiones apenas visibles en el envés de la hoja.

Estadio II: rayas de color marron de 4 mm de longitud.

Estadio Il1: las rayas marrones se vuelven méas marrones y su longitud aumenta a 2 cm.

Estadio IV: aparecen manchas marrones ovaladas en el envés y manchas negras en el haz de la
hoja.

Estadio V: El centro de la mancha se ha hundido y las zonas himedas ahora son mas claras con
un halo amarillo.

Estadio VI: El centro de la mancha es gris palido y seco, rodeado por un anillo negro claro rodeado

por un halo amarillo.

lustracion 2-2: Estadios de la sigatoka negra

Fuente: Rivas, 2017, p.1.

La mancha negra es una enfermedad policiclica tipica en la que tanto los conidios como las
ascosporas desempefian un papel en la transmision de la enfermedad. Se producen mas
abundantemente durante periodos de alta humedad, especialmente si las hojas tienen una pelicula
de agua libre. Los conidios no son dispersados por el viento, sino por las salpicaduras de lluvia'y
la escorrentia de la superficie de la hoja (Freitez, 2007, p. 22).

e Control

El control de esta enfermedad involucra principalmente el uso de fungicidas y aplicaciones aéreas,
los cuales tienen diferentes mecanismos de accion contra este patdgeno. La rotacion adecuada de

estos fungicidas puede controlar la enfermedad y evitar su adaptacion a los agentes quimicos. El
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uso de estos fungicidas incrementa los costos de produccién entre un 30 y un 40 % (Abedrabbo,

2017, p. 12).

2.2.4.2. Sigatoka amarilla

La "mancha amarilla" es causada por el hongo Mycosphaerella musicola (Leach) y se presenta
en regiones donde la precipitacion anual supera los 1000 mm y la temperatura promedio es de 25

°C (Rocha et al., 2010: pp. 351- 352).

Tabla 1-2: Taxonomia del agente causal de Sigatoka Amarilla

Reino Fungi

Division Ascomycota

Subdivisién Pezizomycota

Clase Dothideomycetes

Orden Capnodiales

Familia Dothideaceae

Género Mycosphaerellaceae
Especie Mycosphaerella musicola

Fuente: Mycobank, 2017, p. 1.
Realizado por: Chancusig, A., 2022.

e Sintomas

Como sefiala Pérez (2020, p. 9) las fases de infeccion de estos fitopatdgenos son las siguientes:

a. La enfermedad comienza como pequefias manchas amarillas o lineas paralelas en las
nervaduras laterales de la hoja.

b. Después de unos dias, las manchas crecen hasta 1 0 2 cm y se vuelven marrones con un centro
gris claro.

¢. Una vez que estas manchas crecen, el tejido circundante se vuelve amarillo y muere.

d. Las manchas adyacentes se unen para agrandarse y estas areas mueren en las hojas.

e. Eninfecciones graves, toda la hoja morird en unas pocas semanas.
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llustracion 3-2: Fases de la infeccion de la sigatoka amarilla
Fuente: Pérez, 2020, p. 9.

Como se muestra en la ilustracion 03-2, las lesiones destruyen las hojas maduras, dejando pocas
hojas sanas; otro tipo de dafio es el desgaste de vitalidad de la plantacién por el impacto en los
bulbos y pseudotallo (Agrios, 2005, pp. 1-922).

e Control

Usualmente para el control de esta enfermedad se utilizan enemigos naturales, antagonistas o
competidores u otros organismos para el control de plagas, los cuales estan relacionados con los
métodos de control bioldgico utilizados para el control de malezas y otras plagas forestales (FAO,
2012, p.71).

Diversos estudios plantean que el hongo Trichoderma harzianum posee metabolitos benéficos
capaces de combatir enfermedades de las plantas como la Sigatoka Amarilla (Mycosphaerella
Musicola Leach), esta es una alternativa que tiene poco impacto ambiental, bajo costo y no dafia
la salud humana a gran escala (Lépez, 2012, p. 1).

2.2.4.3. Fusarium
Lo que comunmente se conoce como Fusariosis de las musaceases una enfermedad que afecta a
las plantaciones de banano y pltano. Es causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense

raza 4 tropical, vive en el suelo y forma estructuras resistentes que le permiten sobrevivir mas de

30 afios, lo que dificulta su manejo (ICA,2019, p.1).
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Tabla 4-2: Taxonomia del agente causal de Fusariosis de las musaceas

Reino Fungi

Division Ascomycota

Subdivision Pezizomycota

Clase Sordariomycetes

Orden Hypocreales

Familia Nectriaceae

Género Fusarium

Especie Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical

Fuente: SENASICA, 2019, p. 3.
Realizado por: Chancusig, A., 2023.

e Sintomas

a) Externo

Los sintomas externos que produce esta enfermedad se identifican por un amarillamiento
uniforme de las hojas adultas a lo largo de los margenes de las hojas, que se extiende hacia el
nervio central de la hoja hasta secarse por completo y se vuelve marrén; puede o no tener grietas
en la base del pseudotallo. Posteriormente, todas las hojas se marchitan, cuelgan de la planta y se

adhieren al pseudotallo (Pérez-Vicente et al., 2014: pp. 4-22).

llustracién 4-2: Plantas de banano infectadas con de Fusariosis de las musaceas
Fuente: DGSV-DCNRF 2021, pp. 5-6.
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b) Interno

Se caracterizan por cambios en el color de los haces vasculares observados al cortar raices, bulbos
o0 pseudotallo. Esta decoloracion (amarillo o marrén oscuro) del tejido vascular progresa hacia los
haces vasculares del pseudotallo, a veces hacia el eje (Pérez-Vicente et al., 2014: pp. 4-22).

Se observan lineas marrones, rojas o amarillas al cortar verticalmente el pseudotallo de una planta
infectada con el hongo Fusarium; en corte transversal se observan en forma de anillos. Si un
rizoma se contamina con Fusarium oxysporum f.sp. cubense R4T se observan manchas amarillas

y filamentos (DGsV-DCNRF 2021, pp. 5-6).

llustraciéon 5-2: Pseudotallo de banano con una coloracion café
Fuente: DGSV-DCNRF 2021, p. 5.

Las plantas infectadas a menudo mueren antes de que se produzcan los racimos, por lo que la
enfermedad puede reducir significativamente los rendimientos en los campos afectados. Ademas,
el patdgeno produce esporas persistentes de paredes gruesas que contaminan el suelo durante
largos periodos de tiempo. Se ha informado que sobrevive incluso en ausencia de bananos y
especies de malezas no hospedantes (Garcia-Bastidas et al., 2015: p. 17).

e Control

Como sefialan Garcia-Bastidas et al. (2015, p.:17), los medios de control quimicos y fisicos no estan
disponibles y, por lo tanto, los esfuerzos se han centrado en estrategias de control cultural y

exclusion y cuarentena, tales como:

a) Uso de material de siembra libre de enfermedades (preferiblemente plantas cultivadas "in

vitro").
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b) Plantar en suelo que no albergue la enfermedad si hay antecedentes de plantas infestadas, no
realizar movimientos de tierra en areas donde se hayan descubierto plantas enfermas.

c) Afadir de 1 a 2 kg/planta de hidroxido de calcio (“cal hidratada”) a las plantas sintomaticas.
Ademas de neutralizar el exceso de acido, evita que el in6culo se disperse y provoque un
aumento repentino del pH, lo que frena el crecimiento de hongos. Es necesario hacer este
ejercicio lo antes posible para aumentar su eficacia. El hidréxido de calcio se puede aplicar
convenientemente de manera profilactica a las plantas cercanas a la planta enferma para evitar
la dispersion del indculo.

d) Las plantas de cultivos "in vitro”, o "nifios" o "cabezas" no deben ser replantadas en areas
con antecedentes de la enfermedad, ya que pueden contaminarse con hongos. Las soluciones
para compensar la pérdida de plantas son dejar "pesas" de plantas sanas adyacentes o retofios
fuertes para seleccionar las plantas afectadas durante los meses de verano.

e) Lo principal es evitar inundaciones y mantener una adecuada humedad del suelo durante el
cultivo, ya que las plantas enfermas consumen menos agua que las plantas sanas, por lo que
se deben ajustar las tasas de riego para reducir la cantidad de agua que llega.

Todas estas medidas, y algunas otras, no controlaran la enfermedad por si solas, pero la suma de

todas ellas controla efectivamente el hongo (Pyhytoma, 2019, p.1).

2.2.5. Hongos

Avilés y Granja (2014: p.17) definen a los hongos como organismos pequefios, generalmente
microscopicos, que carecen de clorofila y tejido conductor. La mayoria de las 100.000 especies
conocidas son estrictamente saprofitas, se alimentan de materia organica muerta y la

descomponen.

2.2.5.1. Hongos fitopatdgenos

Son aquellos hongos que son capaces de destruir fisicamente los tejidos, alterar la fisiologia de la
planta y reducir el crecimiento de toda la planta o de drganos especificos (Batallas, 2015, p.16).
Cerca de 8.000 especies de hongos causan enfermedades en las plantas, aquellas que se
reproducen Gnicamente cuando establecen algun tipo de asociacion con la planta que actGa como
huésped durante todo su ciclo de vida se denominan parasitos obligados o biétrofos, y los
parasitos no obligados o necrétrofos son los que requieren hongos de una planta huésped (Avilés y
Granja, 2014: p.17).

Los bidtrofos pueden crecer y reproducirse permaneciendo en la planta huésped durante todo su

ciclo de vida, viviendo y recibiendo nutrientes sin causar la muerte. Mientras que los necrétofos
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requieren plantas anfitrionas como parte de su ciclo de vida, Estos pueden crecer en el tejido
muerto o causar la muerte celular para absorber los nutrientes del tejido muerto (Batallas, 2015, p.16).
Muchas infecciones comienzan en una fase biotréfica y luego se vuelven necrotroficas. Algunos
hongos son simbiontes facultativos que pueden crecer tanto libremente como en asociacién con
plantas, mientras que otros son simbiontes obligados que solo pueden crecer en asociacién con

plantas (Batallas, 2015, p.16).

2.2.5.2. Morfologia de hongos

Los hongos son organismos con caracteristicas muy especificas, a diferencia de las plantas en que
no fabrican su propio alimento a traveés de la fotosintesis, sino que como se mencion0
anteriormente, sobreviven a expensas de otros organismaos vivos 0 muertos. Representan un grupo
de seres vivos que pueden consistir en una célula (organismos unicelulares) o muchas células
(organismos multicelulares) (Estrada y Ramirez, 2019: p. 40).

Segun Portillo (2018, p.1), los micélogos clasifican a los organismos segun sus caracteristicas

fisicas, por lo que las 3 formas diferentes de hongos son:

¢ Hongos filamentosos

Toda la estructura de los hongos filamentosos consiste en hifas, producto de la reproduccién
asexual. Esta estructura se llama micelio, el micelio de las setas silvestres puede extenderse varios
metros bajo tierra. Todos los micelios subterraneos se reproducen asexualmente. Sélo las hifas
que emergen hacia la superficie terrestre tienen estructuras especializadas para la reproduccion

sexual (Portillo, 2018, p.1).

e |evaduras

Este tipo tiene una morfologia mas o menos esférica. Son microscépicos y unicelulares. La
mayoria de las veces, se reproducen asexualmente por varios métodos, como la brotacion y la
escision.

Aunque son organismos unicelulares, dependiendo del sustrato sobre el que se desarrollen,

pueden producir hifas, pero no septos verdaderos (Portillo, 2018, p.1).

e Morfologia de los hongos: transformaciones del micelio

Segun Portillo (2018, p.1) existen hongos que pueden cambiar su micelio a medida que maduran

las hifas, como:
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Plasmodio: son hongos cuyos nucleos no estan separados por una membrana, sino que estan

sumergidos en el citoplasma.

a) Plecténquima: las hifas se organizan en el tejido de manera entrelazada.

b) Haustorikos: pueden penetrar en el interior de las células vegetales y vivir en ellas como
parasitos.

¢) Rizomorfos: son hongos que proyectan hifas en los troncos de algunos arboles. Son
estructuralmente muy resistentes.

d) Conidio6foros: son hongos compuestos por hifas simples con estructura simple.

e) Esporangioforos: es un hongo con micelio separado e hifas bien ramificadas. Un extremo de
la hifa tiene una protuberancia Illamada esporangio.

2.2.6. ldentificacion morfol6gica de hongos

La identificacion de los hongos se logra mediante estudios microscopicos de la morfologia de su
micelio, la estructura fructifera, y las esporas. Para identificar estructuras morfoldgicas, es
necesario observar la formacién de estructuras reproductivas como esporas o conidios con alta
definicion y contraste. Para esto, se utilizan varios compuestos que pueden demostrar los detalles
de las células fangicas (Avilés y Granja, 2014, p. 30).

Para identificar correctamente los hongos, es importante utilizar claves taxondmicas para
identificar el género y la especie (Agrios, 2015, pp. 1-922).

Los ensayos tradicionales basados en la observacion de estructuras morfoldgicas y propiedades

fisioldgicas son insuficientes para la identificacion confiable de ciertos hongos (Aguin et al., 2001, p.
45).

2.2.7. ldentificacién de hongos mediante técnicas moleculares

2.2.7.1. Extraccion de ADN

Dado que la molécula de ADN es el analito que se utilizaréa para la amplificacién, su pureza final
determinard el éxito de la reaccion de PCR; para la extraccion de ADN, primero se debe realizar
la lisis celular, utilizando sales caotropicas para romper la estructura tridimensional de la proteina
(Romero et al., 2014: pp. 1- 26).

Para degradar los restos de proteinas asociadas al ADN, se puede usar una solucién de proteasa o
se puede agregar una solucién de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, el fenol precipita la
proteina y el cloroformo resuspende el ADN (Romero et al., 2014: pp. 1- 26). Cuando la proteina esta

parcialmente degradada, se inicia la purificacion del ADN en etanol o isopropanol frios, ya que
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el ADN no es soluble en estas soluciones; por centrifugacion, el ADN sedimenta en un sedimento
gue debe ser purificado mediante lavados sucesivos con alcohol (Romero et al., 2014: pp. 1- 26).

El ADN debe almacenarse en una solucién tampdn Tris/EDTA para la conservacion a largo plazo
de las moléculas, porque Tris proporciona un pH de 8, lo que reduce la actividad de la nucleasa,
mientras que el EDTA funciona solo uniéndose a los cationes que utilizan, por lo que permanece

inactivo (Cold Spring Center Harbor Laboratory DNA Learning, 2014, pp.1-28).

2.2.7.2. Espaciadores Internos Transcritos

El espaciador transcrito intrarribosémico es importante en el procesamiento del ARNr y forma
estructuras secundarias especificas que se requieren para el reconocimiento correcto de los sitios
de unién a proteinas para la formacion de nucleoproteinas y ARN durante la maduracion del
ribosoma (Korabecna, 2007, pp. 783-787).

Por esta razén, estas regiones son tiles para la sistematica molecular a nivel de especie e incluso
dentro de cada especie. Ademas, los espaciadores transcritos ribosomales internos son regiones
candidatas para cddigos de barras genéticos debido a su variabilidad y su facil acumulacion de
mutaciones (Korabecna, 2007, pp. 783-787).

Los ITS se caracterizan por la inclusion de dos regiones no codificantes variables, denominadas
ITS1 e ITS2, ubicadas dentro de repeticiones de ADNr altamente conservadas separadas por
ARNr 5.8S. ITS1 se encuentra entre el gen de ARNr de la subunidad pequefia 5.8S y el gen de
ARNTr de la subunidad grande ribosémica 18S, mientras que ITS2 se encuentra entre el gen de

ARNr 5.8S y el gen de ARNr 28S (Guevara et al., 2004: pp.371-378).

2.2.7.3. Secuenciacion

Es el proceso que se le da al ADN tras la reaccion de PCR para conocer la secuencia de las bases
nitrogenadas que componen la cadena del ADN (Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano,

2015, p.1).

e Secuenciacion Sanger

El método incluye la sintesis de una hebra de ADN complementaria a una sola hebra utilizada

como plantilla; En esta reaccion participan la ADN polimerasa, 4 2'-desoxinucleétidos (ANTP) y

4 didesoxinucleotidos (ddNTP), nucledtidos de parada que carecen de un grupo 3'-OH (Fuertes y

Mallitasig, 2018, p.16).

Vazquez (2016, p.1) plantea que este método realiza 4 reacciones diferentes en diferentes tubos,

cada reaccion tendrd la misma plantilla de ADN, ADN polimerasa, cebadores especificos de
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secuencia radiomarcados, nucleétidos normales y didesoxinucle6tidos, cada tubo de ensayo
corresponde a una base que contiene nitrégeno.

Comienza la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), en la que la ADN polimerasa afiade
nucleotidos a la hebra molde unidos por cebadores radiactivos que afiaden dNTPs, hasta que se
incorporan aleatoriamente ddNTPs, interrumpiendo la reaccion, de forma que en cada tubo habra
fragmentos de secuenciacion de diferentes tamafios (Brunstein, 2017, p.1).

Los resultados de la reaccion se muestran mediante electroforesis capilar en un gel de acrilamida,
con cada fragmento interrumpido por los ddNTP marcados que atraviesan el capilar hasta llegar
a la camara del detector, donde el laser excita el fluor6foro, que emite una fluorescencia de un
color especifico al que se le asigna el nombre de la base correspondiente y cuyo orden revela la
secuencia del ADN (Fuertes y Mallitasig, 2018, p.16).

2.2.7.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Conocido como PCR, es un método de deteccion enzimético desarrollado por el Dr. Kary Mullis
en la década de 1980 para obtener multiples copias de fragmentos de ADN diana a partir de trazas
de ADN, el método requiere, ademas de moléculas de ADN, una ADN polimerasa, nucleétidos y
cebadores (Garibyan y Avashia, 2013: pp. 1-3). Los cebadores, también conocidos como primers,
consisten en fragmentos cortos de ADN con una secuencia especifica que define la secuencia que
se amplificara a partir del ADN objetivo, proporciona sefiales de inicio y finalizacién para la ADN
polimerasa y, una vez que se reconocen estas secuencias, los nucleétidos complementarios
comienzan a enlazarse el ADN molde. Dado que las ADN polimerasas pueden agregar
nucledtidos de grupos 3'-OH preexistentes, los cebadores hacen esto al permitir la delineacién de
regiones especificas de la secuencia molde (Garibyan y Avashia, 2013: pp. 1-3).

Los componentes anteriores se mezclan en un tubo o placa en las concentraciones adecuadas y se
colocan en un termociclador, un dispositivo que crea diferentes ciclos de temperatura en pasos
preprogramados (Garibyan y Avashia, 2013: pp. 1-3).

Cada analisis de PCR consta principalmente de tres ciclos, el primero de los cuales se denomina
desnaturalizacion, en el que se eleva la temperatura por encima del punto de fusion (92 - 96 °C)
de las dos cadenas de ADN que las separan, y luego se baja la temperatura para permitir que los
cebadores para interactuar con el ADN, fase Ilamada hibridacion (50 — 60 °C), y finalmente se
vuelve a subir la temperatura (72 °C) para que la ADN polimerasa extienda los cebadores, afiada

nucledtidos y sintetice el producto de la PCR. (Brunstein, 2013, p.1).
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2.2.7.5. Electroforesis

Esta es la forma de confirmar la presencia o ausencia de ADN y productos de PCR, ya que los
geles de agarosa consisten en agregados de Ly D-galactosa unida no covalentemente que forman
una red en la que el tamafio de los poros determina cdmo pueden atravesar los fragmentos de
ADN (Leeetal., 2012, p.1).

El producto de ADN o PCR se carga con tampdn de carga en pocillos preformados en gel de
agarosa, el cual se coloca en la cdmara de electroforesis para generar un campo eléctrico desde el
catodo negativo hacia el anodo positivo, a través de un tampén conductor, el ADN se carga
negativamente debido a su columna vertebral de fosfato, por lo que migra al &nodo en un campo
eléctrico (Instituto Nacional de Salud del Perd, 2003, pp. 1-69).

Para visualizar los productos de PCR o el ADN, se agregan colorantes quimicos (fluoréforos) al
gel, que se intercalan entre las cadenas de ADN de doble cadena. EI bromuro de etidio se ha
utilizado como colorante en el pasado, pero actualmente se utiliza Sybr Safe (C28H28N203S2),
que absorbe la luz azul con una longitud de onda maxima de 509 nm y emite luz verde con una
longitud de onda de 524 nm (Garibyan y Avashia, 2013: pp. 1-3).

La velocidad a la que el ADN migra depende de la concentracion de agarosa en el gel, el tamafio
de la molécula de ADN, el tipo de agarosa, el tampo6n de funcionamiento (conductor eléctrico),

el voltaje aplicado y la conformacion del ADN (Lee et al., 2012, p.1).
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CAPITULO I11

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Enfoque de investigacion

De acuerdo con la naturaleza de la investigacion se da un enfoque cualitativo, ya que, se pretende
identificar los hongos fitopatdgenos en cultivos de banano (Musa x paradisiaca) en la Isla Santa
Cruz, Galdpagos, mediante la recoleccion de muestras para su analisis e interpretacion.

De forma que se procurd describir, explicar, predecir, comprender e interpretar de manera
subjetiva la estructura morfoldgica y molecular de los hongos fitopatdgenos encontrados,
mediante fuentes bibliogréaficas confiables partiendo de lo particular a lo general.

3.2.  Nivel de investigacion

La linea de investigacion del presente trabajo posee un nivel exploratorio, ya que, se determiné
muestras en un espacio geografico y temporal determinado. Por lo que, se establecio parametros
de manera programada, planeada, consiente, y controlada. Para finalmente interpretar los
resultados de una forma constructivista.

3.3. Disefio de investigacion

Se realiz6 una investigacion experimental, para cumplir con el objetivo de identificar morfoldgica
y molecularmente los hongos fitopatdgenos en cultivos de banano de la isla Santa Cruz, por lo
que, se toma las variables en un contexto natural.

3.4.  Poblacién y planificacion, seleccion y calculo del tamafio de la muestra

3.4.1. Ubicacion

La investigacion se realizo en los laboratorios de Fitopatologia y Biologia Molecular (LABGAL)

de la Agencia de Regulacion y Control de la Bioseguridad y Cuarentena de Galapagos (ABG), en

la Isla Santa Cruz.

21



Tabla 1-3: Ubicacion politica

Pais: Provincia: Cantén: Parroquia: Direccion:
Ecuador Galapagos Santa Cruz Puerto Ayora Avenida Baltra

Fuente: Google Maps, 2023.
Realizado por: Chancusig, A., 2023.

Tabla 2-3: Ubicacion geografica

Latitud: 00°44°20.9 S Longitud: 90°19°18.9” O

Fuente: Google Maps, 2023.
Realizado por: Chancusig, A., 2023.

3.5.  Métodos, técnicas e instrumentos de investigacion

3.5.1. Condiciones climaticas

Segun Ribalaygua, et al (2019), preexiste una diversificacion de las temperaturas medias mensuales
entre la estacion seca, de julio a septiembre y la lluviosa de enero a abril, es de 22 °C a 26 °C para
la costa y de 20 °C a 25 °C para las zonas mas altas. Sin embargo, se presentan temperaturas
extremas minimas préximas a 15 °C y maximas a 32 °C. Por otro lado, durante los meses de lluvia
(junio a noviembre) la temperatura promedio es de 21 °C, las lloviznas o garlas suceden todo el
dia acompafadas de densas neblinas que ocultan las islas. En la estacion seca o época de calor

(diciembre a mayo), la temperatura sube a 25 °C, las lluvias fuertes son esporadicas.

3.5.2. Condiciones del laboratorio

Tabla 3-3: Condiciones del laboratorio

Temperatura: 24°C Humedad relativa: 75 %

Realizado por: Chancusig, A., 2023.

3.5.3. Mapa del area de estudio

lustracion 1-3: Mapa de la zona de estudio

Fuente: Google Maps, 2022.
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3.5.4. Material experimental

Tabla 4-3: Materiales

Placas Petri de vidrio

Pinzas estériles

Tijera grande

Fundas ziploc

Fundas de polietileno

Mechero de bunsen

Machete

Sistema de posicionamiento global (GPSMAP® 645s)

Tubos de microcentrifuga de 1.5y 2 ml

Hojas de bisturi

Pinzas

Porta y cubreobjetos

Parafilm

Marcadores permanentes

Servilletas estériles

Probeta de vidrio 500 ml

Micropipeta de 100-1 000 pl

Micropipeta de 100-200 pl

Micropipeta de 10-20 pl

Gotero

Guantes de latex

Bata de laboratorio

Calculadora

Libreta de notas

Esferografico, lapicero

Palillos de madera

Realizado por: Chancusig, A., 2023.

Tabla 5-3: Equipos

Congelador (Whirlpool)

Cabina-PCR (ESCO)

Cabina de bioseguridad (BIOAIR)

Cabina de flujo laminar (BIOAIR)

Vortex Mixer (LABNET)

Fisher Vortex (Fisher Scientific)

Termociclador (LABNET)

Bloque térmico (Thermo scientific)

Balanza analitica (Dever Instrument)

Fuente de poder (Fisher Scientific)

Céamara de electroforesis BIO RAD (Fisher Scientific)

Sistema de electroforesis horizontal (LABNET)

Transluminador UV (LABNET)

Congelador (SMC)

Refrigerador

Microcentrifuga refrigerada (LABNET)

Microcentrifuga (LABNET)

Céamara de flujo (LABCONCO)

Refrigerador (Electrolux)

Incubadora a 25 °C (POL-EKO APARATURA)

Microscopio (OLYMPUS)

Unidad de alimentacion (OLYMPUS)

Realizado por: Chancusig, A., 2023.

Tabla 6-3: Reactivos

Agar Papa Dextrosa (PDA) (39g/L)

Capsulas de cloranfenicol

Azul de lactofenol

Alcohol 70 %

Etanol 75 %

Hipoclorito de sodio al 5 %

Fenol-cloroformo-alcohol isoamil (25:24:1)

Alcohol Isoamilico

Isopropanol Agua destilada
Buffer TRIS Buffer TE
ARNasa Proteinasa K

DreamTaq Green PCR Master Mix

Cebadores (ITS1, ITS4) (Invitrogen, EEUU)

Agarosa

Marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen)

Realizado por: Chancusig, A., 2023.
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3.5.5. Métodos

Muestras: tallos, Ld et e de
31 Fincas > Intencional ¢ g e < hongos
f hojas, pseudotallos fitopatégenos

Aislamiento > Medio PDA

IDENTIFICACION >
MORFOLOGICA

Purificacién > Medio PDA

Caracterizacion Conidios,
morfologica L conidiosporas, ascas

IDENTIFICACION
MOLECULAR
_)[ Aislamiento ADN ]_)[ Kit Plant PureLink kit extraction J

% = ) aster Mix. DreamTaq Green (Thermo
Amplificacién (P ScientificTM): Cebadores ITS1ITS4)

productos PCR molecular IDgen

S i3 ) Laboratorio de identificacion
ecuenciacion
) molecular IDgen

ditar las secuencias y)
determinar su Filogenia, basada en algoritmos
identidad ,

lustracion 2-3: Diagrama metodolégico de la identificacion morfol6gica y molecular de hongos

Purificacion de los ) _)[ Laboratorio de identificacion ]

fitopatdgenos en cultivos de banano en la isla Santa Cruz — Galapagos, 2021

Realizado por: Chancusig, A., 2023.

3.5.6. Recoleccién de la muestra

Las muestras fueron recolectadas en 8 sectores de la parte agricola de la isla Santa Cruz: El
Carmen, El Occidente, El cascajo, Santa Rosa, Bellavista, EI Camote, Toméas de Berlanga y
Salasaca. Se recolectd en 31 fincas y de cada puto un total aproximado de 5-9 muestras, dando

como resultado un aproximado de 217 muestras tomadas. Tal como se describe en la tabla 07-3:

Tabla 7-3: Recoleccion de muestras

SECTOR FINCA MUESTRAS
1 4
2 4

El Cascajo 3 6
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4 9
5 5

SECTOR FINCA MUESTRAS
6 5
7 8
El Carmen 8 6
9 7

SECTOR FINCA MUESTRAS
10 5
El Camote 11 5
12 8

SECTOR FINCA MUESTRAS
El Occidente 13 4
14 4

SECTOR FINCA MUESTRAS
Bellavista 15 5
16 6

SECTOR FINCA MUESTRAS
16 4
Tomaés de Berlanga 18 4
19 3

SECTOR FINCA MUESTRAS
20 4
21 7
Santa Rosa 22 5
23 5
24 7
25 5

SECTOR FINCA MUESTRAS
26 7
27 7
Salasaca 28 5
29 4
30 5
31 4

Realizado por: Chancusig, A., 2023.
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lustracion 3-3: Hojas de banano afectadas
Realizado por: Chancusig, A., 2023.

llustracion 4-3: Muestras de hojas y pseudotallo de banano

Realizado por: Chancusig, A., 2023.

El muestreo fue intencional ya que se escogieron cultivos que presentaban lesiones (manchas
foliares necrdticas), principalmente hojas, tallos y frutos. Las hojas afectadas fueron cortadas con
una tijera podadora por el peciolo, los pseudotallos se cortd de las plantas mas afectadas, tal como
la ilustracion 03-3. Las tijeras podadoras utilizadas fueron previamente desinfectadas con alcohol
al 70 % antes de cada toma de muestra. Las muestras fueron colocadas individualmente en fundas
tipo “ziploc” nuevas. Cada muestra fue etiquetada adecuadamente y trasladadas inmediatamente,

hasta el LABGAL como se visualiza en la ilustracion 04-3.
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3.5.7. Obtencion de cultivos puros

3.5.7.1. Desinfeccion y siembra de las muestras

La desinfeccion de las muestras se baso en el procedimiento reportado por (AGRIOS, 2005) para lo
cual se efectuaron cortes pequefios de los tejidos vegetales afectados de 3x3 mm a partir del borde
de la lesion con un bisturi estéril y se los colocé en etanol al 70% por 5 minutos, hipoclorito de
sodio al 1% por 8 minutos (llustracion 05-3 y 06-3). A continuacion, los cortes fueron retirados
asépticamente con una pinza estéril y colocados en dos vasos de precipitacion para realizar dos
lavados en agua estéril. La pinza fue esterilizada con el mechero antes y después de su uso.
Finalmente, los cortes del tejido fueron colocados en un papel filtro estéril para eliminar el exceso
de agua. Los cortes del tejido vegetal esterilizado fueron colocados en cajas Petri con Agar Papa
Dextrosa (APD). Las cajas Petri fueron selladas con parafilm para evitar pérdida de humedad y
contaminacion de hongos ambientales y se incubaron a 25°C por 5 dias.

lustracién 5-3: Desinfeccién de las muestras
Realizado por: Chancusig, A., 2023.

llustracion 6-3: Corte del tejido vegetal
Realizado por: Chancusig, A., 2023.
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3.5.7.2. Purificacion del hongo

Cuando se observé presencia de micelio, se corto el pedazo de agar con el borde de la colonia en
crecimiento con un bisturi previamente esterilizado. El pedazo de agar fue colocado en cajas Petri
con nuevo medio de cultivo PDA (llustracion 7-3) (Galvan Quintero, 2018).

Esto se realizd con el fin de evitar la proliferacidon de aquellos agentes contaminantes que hayan
resistido la desinfeccion y que debido a su crecimiento méas rapido pueden impedir el desarrollo
adecuado de los hongos, realizando este procedimiento de dos a cuatro veces hasta obtener
aislamientos puros, evidencidndose luego de los 5 dias de incubacion a 25 °C (llustracion 8-3).

lustracion 7-3: Purificacion del hongo
Realizado por: Chancusig, A., 2023.

lustracion 8-3: Incubacién de los aislamientos puros
Realizado por: Chancusig, A., 2023.
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3.5.8. Caracterizacion morfologica

3.5.8.1. Caracterizacién macroscépica

La caracterizacién macroscépica consistio en visualizar el color, forma del borde, textura,

elevacién, y presencia de anillos en las colonias (RAMOS, 2016).

3.5.8.2. Caracterizacion microscépica

La identificacion microscopica se visualizd de las estructuras reproductivas a través de
microscopia Optica. Para lo cual se sigui6 la técnica de la cinta adhesiva reportado. (Hernandez,
2018). Brevemente, la técnica consiste en tocar levemente la colonia en desarrollo con la cinta
adhesiva la misma que se la pega en el portaobjetos con una gota de azul de lactofenol. Las
estructuras de los hongos fueron observadas a 40x y para su identificacion se utilizé el Atlas
“Illustrated Genera of Imperfect Fungi” (Baenett y Hunter, 1998).

Finalmente, para tener un registro de la identificacion morfoldgica se tomaron fotografias de las
colonias, de los hongos que presentaron estructuras para la identificacion y de los aislados que

presentaron s6lo micelio en el medio de cultivo APD.

3.5.9. Identificacidn o caracterizacion molecular

3.5.9.1. Extraccién del ADN

La extraccion del ADN se realizd a partir del cultivo puro en medio PDA. Una pequefia porcion
de micelio fangico fue extraida de todos los micelios obtenidos y colocados en microtubos 1,5 ml
(Eppendorf), se extrajo el ADN usando el Plant PureLink kit extration (Invitrogen) (llustracion
09-3), siguiendo un protocolo segun las instrucciones del fabricante. La eleccion de este kit de
extraccion se realiz6 basandose en los buenos resultados obtenidos ya que garantiza una lisis
celular eficiente, el ADN extraido se conservé a -20°C, para luego ser amplificado mediante la
técnica de PCR.
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llustracion 9-3: Kit Plant PureLink kit extraction

Realizado por: Chancusig, A., 2023.

3.5.9.2. Amplificacion de la region ITS

Las reacciones de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) para la amplificacion de los genes
taxondmicos del espacio transcrito interno, ITS (Internal Tralnscribed Spacers), ITS1-5.8S-1TS2,
por sus siglas en inglés) del ADN ribosomal, utilizando los “primers” o cebadores ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5°-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) para
obtener un producto de aproximadamente 500 a 700 pb descrito por (White, y otros, 1990), se
realizaron en un volumen de reaccion de 25 pL. Cada muestra contenia 12 ul de Master Mix.
DreamTaq Green (Thermo Scientific™), 1 ul de cebador ITS1, 1 ul de cebador ITS4 (cada primer
contenia una concentracion de 10 pmol), 10 ul de agua libre de nucleasas ultra pura y 1 ul de
ADN.

Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: una desnaturalizacién inicial a 95°C por
2 minutos seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 1 minuto, alineacion a 53°C por
45 segundos y extension a 72°C por 1:30 segundos seguido de una extension final a 72°C por 5
minutos (llustracion 10-3).

La visualizacion de los productos de la PCR se realiz6 en gel de agarosa (2%), para lo cual se
pesd 6 gramos de agar y se lo cubrié totalmente con la solucion buffer TBE 1X y suplementado
con bromuro de etidio (10 mg/L). En cada corrida de las muestras se utiliz un 1 ul de Ladder o
escalera (100-2000 pb) ubicado en el primer pocillo del gel. Los amplicones se corrieron a un
promedio de 90 voltios por una hora (llustracion 11-3), seguidamente se fotodocument6 en el
transluminador UV (LABNET) (llustracion 12-3) (llustracion 1-3).
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lustracion 10-3: PCR
Realizado por: Chancusig, A., 2023.

llustracion 11-3: Corrida electroforética

Realizado por: Chancusig, A., 2023.
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lHustracién 122-3: Transluminador UV
Realizado por: Chancusig, A., 2023.

1 FR2 P3¢ Ps H | cp10 cp11

llustracion 3-3: Visualizacion y foto documentacion de las bandas de ADN
Realizado por: Chancusig, A., 2023.

3.5.9.3. Purificacién y secuenciacion de los productos de PCR

Los productos de PCR, amplicones, fueron enviadas a la empresa MACROGEN en Seul-Corea,
donde fueron purificados y secuenciados.

Para la edicion y limpieza de las secuencias se alinearon a dos secuencias “forward” y “reverse”
para obtener una secuencia consenso para lo cual se utilizé el programa Clustal W implementado

en Mega version 11.0 (Tamura K., 2021).

Im Alignment Explorer (Orden Fusarium Filogenia.fas - O
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
OeB%EmE7re »i «+DXEXCG +2 ap Q 2882

[DNA Sequences Translated Protein Sequences
ISpeciesibbry | = (= 7| |*| x % % =
1 c03ABG  [A
2. MT560380.1 H
Fr2-13ABG
j4. MT558576.1 H
5. CFBPsd-14AH
5. MT560381.1 H
7. APPsd-15AB(
MT560381.1 H
0. MZ778797 1

el

OO000O0000
OO0OO0O0000

llustracion 14-3: Alineamiento de secuenciacion para obtener una secuencia consenso
Fuente: (Tamura et al., 2021, p.11).
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3.5.9.4. Analisis filogenético

Para el anélisis de las relaciones filogenéticas de las especies de hongos microscopicos
encontrados, utilizando el método “Maximum Likelihood” utilizando el programa Mega versién
11.0 (Tamura K., 2021). Para evaluar el soporte estadistico de las ramas se utilizé el método
“Bootstrap” con 1.000 repeticiones. Como grupo externo se usé a Tetraselmis marina con el
numero de acceso KY655020.1

Cada una de las secuencias editadas fue sometida a un analisis BLAST, esta herramienta permitio
encontrar regiones de similitud entre secuencias de nucleotidos de los aislamientos con secuencias
de las bases de datos, calculando la significancia estadistica de las coincidencias. La blusqueda
usando BLAST esta disponible en Internet a través del Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica de los Estados Unidos.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion macroscépica y microscépica

Se procesaron un total de 217 muestras de hojas y pseudotallos afectadas de cultivos de banano,
para una identificacion méas precisa de nuestros aislamientos del total de las 31 fincas se hizo una
preseleccion y seleccion final, como resultado final se obtuvieron 16 aislamientos de hongos de
los 8 sectores, EI Carmen, El Occidente, El cascajo, Santa Rosa, Bellavista, EI Camote, Toméas
de Berlanga y Salasaca.

Al realizar la identificacion morfolégica se logré identificar 8 hongos que pertenecen a dos
géneros detallados en la tabla 1-4:

Tabla 1-4: Resultados de la identificacion morfoldgica de los hongos analizados

No. CODIGO TEJIDO MORFOLOGIA
1 B-02ABG Hojas de banano Collectotrichum sp.
2 E-05ABG Hojas de banano Collectotrichum sp.
3 F-09ABG Hojas de banano Collectotrichum sp.
4 1-09ABG Hojas de banano Collectotrichum sp.
5 G-07ABG Hojas de banano Collectotrichum sp.
6 H-08ABG Hojas de banano Collectotrichum sp.
7 CF8Psd-14ABG Pseudotallo de banano Fusarium sp.

8 CF7Psd-15ABG Pseudotallo de banano Fusarium sp.

Realizado por: Chancusig, A., 2023.

El analisis que identifican los caracteres macro y microscopicas se realiz6 con base en el concepto
de morfoespecie. La actual investigacion identificd ocho hongos fitopatdgenos. Sin embargo, es
indispensable mencionar que no se encontré estructuras especificas vitales del restante de las 16
muestras aisladas, lo que, impidid la identificacion de los mismos. Esto puede suceder por la falta
de esporulacién en los medios de cultivos, otra causa manifiesta que este tipo de hongos enddéfitos
provienen de un proceso extenso de coevolucion con sus albergadores vegetales, lo que dificulta
su aislamiento y si se consigue aislar no logran ser fértiles ““in vitro” o necesita un mayor tiempo
para la esporulacion, algunos hongos necesitan entre dos a catorce meses luego de la inoculacion
(Ramirez, et al., 2006). NO obstante, en el proceso de inoculacion pudo existir alguna contaminacién

del ambiente que provoco el mal desarrollo del hongo.
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4.1.1. Caracteristicas macroscopicas

Considerando las caracteristicas de los sitios de estudio, se comprob6 que la mayor parte de los
aislamientos obtenidos e identificados en los sitios de estudio, son especies del género
Collectotrichum sp., abarcando 6 de 16 aislamientos. Al inicio, la sintomatologia se presenta con
lesiones las cuales con el paso del tiempo y evolucidn de la enfermedad causan una necrosis total
de las hojas. La enfermedad propagada por este hongo es conocida cominmente como antracnosis
o infeccién latente, posee una habilidad natural para infectar a raiz, tallo, hojas, flores y fruto
(Beltran & Garcia, 2006). Colletotrichum presenta distintos morfotipos, como por ejemplo
margen circular, entero, coloracién de micelio gris, con masas conidiales anaranjadas. La tabla 2-

4 describe todas las caracteristicas morfolégicas de las especies estudiadas:

Tabla 2-4: Caracteristicas macroscopicas de los hongos estudiados

Cadigo Anverso Reverso Imagen referente de la

revision bibliogréfica

A-01ABG

Xylaria sp.

Colonias en agar PDA a 28°C alcanzan un didmetro de hasta 3,5 - 4 cm en 10 dias, micelio algodonoso, exuberante
de un color blanco, en la parte anversa y color crema un poco amarillo al reverso de la caja, borde regular, colonia
semicircular, textura granular. Todo el tiempo se mantuvo del mismo color de inicio, tiende a llenar la caja p. bordes
filamentosos en todo su interior. Este resultado es similar a la investigacion de Carbajal (2017) en el que se presenta
una colonia blanca, el estroma cilindrico claviforme, con un estipite pequefio, que se origina en una base bulbosa,
superficie rugosa, apices estériles, ostiolos finamente papilados que le confieren un aspecto casi equinulado con

diametro de 4,15cm en 14 dias.

B-02ABG

Colletotrichum

sp.

Colonia de agar a 28°C alcanza un diametro de hasta 2,5 — 3cm, superficie densamente aterciopelada en el centro
verde claro amarillo, micelio joven blanco con el borde verde clarito, con el tiempo verde palido en todo el micelio,
en la parte reversa verde obscuro negro con puntos en forma de pecas por todo el micelio. Tiende a llenar las cajas

Petri. Estos resultados son similares al estudio de Valdés et al., (2017) en el que obtuvieron un crecimiento fue
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siempre circular y con bordes irregulares. Las coloraciones de las colonias varian entre el blanco, gris verdoso y gris
palido.

C-03ABG
Fusarium

oxysporum

Crecimiento de la colonia relativamente lento en 7 dias 2 cm aproximadamente, 15 dias a mas 4 — 4,5 cm, superficie
de la colonia circular de color blanco purpuro, textura algodonosa aterciopelada, superficie un poco elevada en el
centro y va disminuyendo hacia los bordes poco a poco. Reverso de la caja color blanco hueso con bordes
filamentosos, tiende a llenar la caja Petri. Los resultados son similares a la investigacion de Acevedo (2021) donde
los cultivos puros produjeron un crecimiento micelial flocosa y abundante crecimiento aéreo y colonia inversa de
color vinaceo a vinaceo oscuro (reverso). En los cultivos puros desde 10 a 14 dias, se observaron estructuras
reproductivas, Las microcondias fueron hialinas, unicelulares, ovales a elipsoides de 4,5 a 10,9 pm de longitud x
2,2 a 3,3 um de ancho. Los macrocondias fueron hialinas, fusiforme, con células basales del pie en forma puntiaguda
y apicales ahusadas, de 2 a 5 septas de 28,6 a 47,6 um de longitud x 2,2 a 3,6 um de ancho (p.24). a pesar de la
diferencia de colores, la forma de crecimiento es similar al resultado obtenido.

D-04ABG

Guignardia sp.

Crecimiento de la colonia lento, alcanza un didmetro de aproximadamente 1,3 — 1,5 cm en 7 dias, colonia de forma
irregular circular de color plomo oscuro, textura granular rugosa, reverso café oscuro/negruzca, a los 28 dias
mantuvo el color y textura de principio/ diametro alcanzado de 2,4 cm. este resultado es similar al del estudio De

Mesa et al., (2020), donde las caracteristicas son similares en color y forma.

E-05ABG
Collectotrichu

m siamense

Colonia circular color crema, en el centro plomo blanquecino, diametro de 2 — 2,5cm en 7 dias, crecimiento rapido,
textura lanosa, vellosa, superficie elevada del centro hacia los bordes, reverso de la caja color blanco hueso con
bordes filamentosos, en el centro con un color crema con puntos negros irregulares en forma de pecas. A los 15 dias
cambia de color en el centro a plomo oscuro tonalidad baja, anverso de la caja. Este resultado es similar a la

investigacion de Lopes (2021) en plantas de guarana.
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F-06ABG
Collectotrichu

m boninense

Los resultados de la presente investigacion presentan una gran similitud con la investigacion de Oliul et al (2018),
en el que describen morfolégicamente a la especie Collectotrichum boninense con una colonia circular de color
blanco con un anillo irregular de color café claro, crecimiento rapido, textura esponjosa, al reverso café claro a beige
con un anillo en el centro color café oscuro, diametro alcanzado 2cm a los 7 dias, 15 dias 3. 3,2 cm.

G-07ABG
Collectotrichu

m sp.

El presente resultado contiene concordancia con el estudio de Song et al., (2012) realizado en pimiento rojo en el
cual indicaron que la colonia crece de manera circular con anillos blancos-crema en el borde, café claro en el centro-
poco anaranjado, textura polvorienta con exudados de color anaranjado. Reverso blanco crema con anillos color
café oscuro en el centro con estrias y borde blanco. Sin embargo la incubacion del actual estudio fue de 15 dias en
comparacion a la de la bibliografia revisada de 7 dias, esto puede ser justificativo en la intensidad de color de las

muestras.

H-08ABG
Collectotrichu

m sp.

La presente muestra presenta caracteristicas similares a la G-07ABG y a Song et al., en su colonia circular de color
blanco crema, textura polvorienta, anillos al centro con puntos gris y centro anaranjado, reverso blanco con crema
con anillos de color café oscuro y el centro anaranjado-tomate con puntos en forma de pecas o granulos café.

Diametro alcanzado de 2,5 — 3cm a los 8-10 dias, por lo que su intensidad de color varia un poco.

1-09ABG
Collectotrichu

m siamense

Colonia circular de color café blanquecino con borde irregular-filamentoso, textura algodonosa, reverso color crema
anillos color café oscuro, en el centro un pequefio anillo oscuro y puntos pequefios e irregulares en toda la caja,

superficie un poco elevada, tiende a llenar toda la caja petri, crecimiento rapido.
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CP-10ABG
Hypoxylon
polyporus

Colonia circular color gris-blanquecino con un anillo en el centro de color amarillo pélido, textura con formacion
de exudados de color café oscuro, con el tiempo se torna de color amarillento verdoso. Reverso gris palido con un
anillo al centro de color amarillo, a los 15 dias en adelante se vuelve color negro todo el medio PDA. Llena toda la
caja petri.

CP-11ABG
Fungal
endophyte sp.

Colonia circular de color blanco, elevada en los bordes, textura lanosa, con bordes filamentosos, reverso amarillo

con bordes de color crema y con estrias en su interior. Tiende a llenar por completo la caja petri.

FR1-12ABG
Epicocum
sorghinum

Las siguientes caracteristicas: colonia circular de color café clarito, textura algodonosa, ligeramente elevada en los
bordes, en el centro de color café, didmetro de 2 cm en 7 dias y en 15 dias 3cm, crecimiento ligeramente réapido.
Reverso color crema café con anillos irregulares en los bordes de color café claro y en el centro café oscuro, son
similares a la investigacion de Taguiam et al., (2019) en el que mencionan que el hongo aislado del tallo de la
pitahaya enferma mostré micelio blanco a grisaceo con un crecimiento radial promedio de 24 mmy 42 mm a los 3
y 7 dias de la incubacion, respectivamente. Palidoconidios marrones y globosos, midiendo en promedio 11.53 pm
(30 conidios, que van desde 6,18 a 17,00 um), se observaron desde el cultivo de 7 dias. El hongo exhibi6 un color
marrén rojizo pigmentacion en el medio PDA a los 7 dias postincubacién que estaba claro en la parte inferior de la
placa de Petri (p.4).

FR2-13ABG
Fusarium

equiseti

Las caracteristicas morfoldgicas detectadas en el presente estudio son similares a la investigacion de Avila et al.,
(2019) en el que comparten una colonia irregular, algodonosa de color combinado con café claro y marrén,

ligeramente elevado, diametro alcanzado 2,1 cm a los 7 dias, reverso café intenso.
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CF7Psd-
14ABG
Fusarium

oxysporum

Colonia circular. Coloracion blanca a crema palida, ocasionalmente ha rosa violeta, crecimiento lento y superficial

sin elevacion, reverso de rosado palido con filamentos alargados en forma de plumas.

CF8Psd-
15ABG
Fusarium

oxysporum

Al igual que la muestra CF7Psd-14ABG se visualiz una colonia circular con coloracion blanca a crema palida,
ocasionalmente a rosado violeta, crecimiento lento y superficial sin elevacidn, reverso color blanco hueso con bordes
irregulares. Dentro de las caracteristicas morfoldgicas se encontr6 relacion con la investigacion de Hussain et al.,
(2012) en la cual mencionan caracteristicas en clamidosporas en medios de cultivo de guayaba siendo gruesas
amurallada, terminal o intercalada, globosa, lisa o rugosa, generalmente unicelular (6.25 - 9.25 um) producido en
hifas y conidios. También se encontraron clamidosporas en dos celdas o en racimo (10,0 - 30,0/7,5 um) y en forma
de cadena (17,5 - 30,0/7,5 um).

Los caracteres morfoldgicos antes mencionados se consideraron como criterios secundarios para la identificacion
de F. oxysporum, la forma de las macroconidias producidas es una de las principales caracteristicas definitorias de
Fusarium spp., y son preferidos en propdsito de identificacion, ademas se informé sobre el patdgeno causante del
marchitamiento F. oxysporum que existe en una variedad de formas clonales que difieren en patogenicidad,
morfologia y cultura de los caracteres (p.51-52).

APsd-16ABG
Xylaria
multiplex

Este resultado es similar a la muestra A-01ABG vy a la investigacion de Carbajal (2017) en el que se presenta una
colonia blanca, el estroma cilindrico claviforme, con un estipite pequefio, que se origina en una base bulbosa,
superficie rugosa, apices estériles, ostiolos finamente papilados que le confieren un aspecto casi equinulado con

didametro de 4,15cm en 14 dias.

Realizado por: Chancusig, A., 2023.
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Tabla 3-4: Caracterizacion macroscépica de las colonias obtenidas en agar PDA a 25°C

Cédigo de Forma Borde Superficie Color anverso Color reverso Textura Crecimiento Incubacio | Diametr
cepa n(d) o(cm)
A-01ABG Irregular Filamentosos estriada blanco Crema Algodonosa Répido 10 3,5-4
B-02ABG Circular Regular densiamente Verde grisaceo Verde obscuro Algodonosa Lento 7 2,5-3
aterciopelada en el centro
Circular . .
C-03ABG irregular Filamentosos Poco elevada Blanco Blanco amarillento Algodonosa Lento 7 2
D-04ABG Irregular Irregular Plana Grisaceo Grisaceo oscuro Granular rugosa Lento 10 1,5-2
E-05ABG Circular Filamentoso Elevada Blanco-crema Café beige Algodonoso grueso Répido 7 4
F-06ABG Circular Con anillos Elevada Café claro Café oscuro Esponjosa Lento 15 2,5-3
. . ) ) Polvori
G-07ABG | Semicircular Con anillos Poco elevada Café Café oscuro olvorienta con Lento 15 3
exudados
H-08ABG Circular Con anillos Poco elevada Gris anaranjado Gris Polvorienta Lento 10 3
. Irregular . -
1-09ABG Circular . 9 Poco elevada Blanco crema Café oscuro Algodonosa gruesa Rapido 8 4
filamentoso
CP-10ABG Circular Con anillos Poco elevada Gris Gris amarillento Exudados Répido 7 Lleno
| | . BI i
CP-11ABG Irregular . rreguiar Elevada Blanquecino an.qlljecmo Algodonosa Lenta 10 3
filamentosa grisacea
. Anillos Ligeramente . . . -
Fr1-12ABG Circular . g Café clarito Café-crema Algodonosa Rapido 8 3
irregulares elevada
Fr2-13ABG Irregular . Anillos Ligeramente Café claro Marrén Algodonosa Répido 8 3
irregulares elevada
CF7Psd)- _ . Blanco : .
14ABG Circular Filamentos Elevada tornandose Rosado violeta Velloso Répido 7 3
purpura
CF8Psd- . . Blanco . -
15ABG Circular Filamentos Elevada torndndose Rosado violeta Velloso Répido 7 3
purpura
APsd- . . . . -
16ABG Irregular Filamentosos Estriada Blanquecino Amarillento Algodonosa Répido 8 2,5-3

Realizado por: Chancusig, A., 2023.
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4.1.2. Caracterizacién molecular

Los ensayos de PCR que amplificaron la region ITS, se realizaron utilizando los cebadores ITS1
(F) e ITS4 (R). Los tamarios de la amplificacidn de las regiones ITS del ADNr de 6 aislamientos,
generaron fragmentos con un tamafo de aproximadamente 500-700 pb, para los aislamientos B-
02ABG, E-05ABG, F-06ABG, G-07ABG, H-08ABG, I-09ABG, que engloban el género
Collectutrichum, cuyo tamafio de bandas son similares a los tamafios de amplificacion de
fragmentos de ITS reportados por Marquez et al. (2013) usando los marcadores moleculares ITS1
e ITS4. Asi mismo, en esta investigacion se obtuvieron fragmentos de aproximadamente 800 a
950 pb en el aislamiento CP-10ABG, como se muestra en la llustracion 1-4, correspondientes al
género Hypoxylon, donde se presenta una etapa endofita en su ciclo de vida y produce varios
metabolitos secundarios con actividades interesantes que incluyen el inhibidor de la
topoisomerasa 1 denominado hipoxielerona (Piettre et al., 2002) ¥ los agentes antiparasitarios
conocidos como acidos nodulisporicos (Bills et al., 2012), entre otros. Los aislamientos C-03ABG,
FR2-13ABG, CF7Psd-14ABG, CF8Psd-15ABG se identificd al hongo Fusarium oxysporum
generando fragmentos con un tamafio aproximado de 600 pb, coincidiendo con lo descrito por
Leong et al. (2009, p.7).

llustracion 1-4: Productos de PCR sobre gel de agarosa al 2 % obtenidos a partir de los
amplicones de la region ITS. La primera y Ultima fila representa al marcador

de peso molecular de EasyLadder™ 1. de 200 lanes
Realizado por: Chancusig, A., 2023.
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llustracion 2-4: Productos de PCR sobre gel de agarosa al 2 % obtenidos a partir de los

amplicones de la region ITS. La primera y Gltima fila representa al marcador

de peso molecular de EasyLadder™ I. de 200 lanes

Realizado por: Chancusig, A., 2023.

4.1.2.1. Andlisis Blast (Basic Local Alignment Search Tool)

Tabla 4-4: NUmero de accesién y porcentaje de cobertura e identidad de los aislamientos

identificados por secuenciacion de los marcadores ITS (Espacio transcrito interno)

COBERTURA ACCESION EN
No. CcODIGO TEJIDO GENERO'Y : GENBANK
ESPECIE IDENTIDAD
(%)
1 C-03ABG | Hojas de banano Fusarium 100 MT560381.1
oxysporum. 100
2 E-O5ABG | Hojas de banano Collectotrichum 100 MT450691.1
siamense. 100
3 I-09ABG | Hojas de banano Collectotrichum 100 MT450691.1
siamense 100
4 CP-10ABG | Hojas de banano Hypoxylon 100 JQ760904.1
polyporus. 100
5 CP-11ABG | Hojas de banano Fungal endophyte 100 ECU977315.1
sp. 99
6 Fr2-13ABG | Hojas de banano Fusarium equiseti 100 MT558570.1
100
7 CF7Psd- Pseudotallo de Fusarium 100 MT560381.1
15ABG banano oxysporum. 100
8 CF8Psd- Pseudotallo de Fusarium 100 MT560381.1
14ABG banano oxysporum. 100

Realizado por: Chancusig, A., 2023.
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La identificacion realizada mediante el andlisis Blast, de las regiones ITS de cada aislamiento,
indic6 que las secuencias de los aislamientos del sector de Santa Rosa E-05ABG y I-09ABG se
alinearon con un porcentaje de homologia del 100%, en cuanto a identidad y cobertura de consulta
con Collectitrichum siamense. Asimismo, la muestra Fr2-13ABG tomada de los Pseudotallos
presentaron el 100% de similitud con Fusarium equiseti. Estos resultados son similares al estudio
de Zakaira & Wan en el que identificaron molecularmente 10 géneros que comprenden 17
especies de hongos enddéfitos de hoja de banano (Musa spp.) su identificacion al igual que el
presente estudio se basé en la mayor similitud de la busqueda BLAST con porcentajes de similitud
de 97% y 100%. Dentro de las cuales se encuentran una especie de Colletotrichum siamense que
comunmente es un patégeno en un amplio rango de huéspedes. Asimismo, se encontré el género
Fusarium sp. el cual es muy comin en muchas plantas, especialmente es asociado con plantas de
banano, las especies encontradas fueron Fusarium equiseti y Fusarium chlamydosporum. Los
resultados del presente estudio indicaron que varias especies endofitas son patdgenos potenciales
que se encuentran en una fase latente. Una observacion similar también fue reportada
por Photita et al. (2004), de los cuales varios hongos endofitos de las hojas de banano silvestre
fueron capaces de causar la enfermedad de las manchas foliares. Varios factores que pueden
contribuir a que el enddfito se vuelva patdgeno incluyen el estrés de la planta huésped, cambios
en la susceptibilidad del huésped debido a un suministro deficiente de nutrientes y humedad
excesiva). Cualquier factor que pueda debilitar la capacidad de la planta hospedante para limitar

el crecimiento del endéfito fangico podria permitir que cierto endéfito se vuelva patdgeno (Zakaira
y Wan, 2018, pp.201-211).
Ademas de ello, con los resultados del analisis Blast, se determind que la utilizacion de las

secuencias a partir de laregién ITS, permite identificar a nivel de especies a Fusarium oxysporum,
siendo necesario ampliar el estudio posteriormente, utilizando mas genes taxonémicos como por
ejemplo el gen de la B-tubulina (TUB2), ACT1, gen de la endoquinasa, en especial recurriendo a
la secuenciacién del gen tefl el cual segin Infante et al. (2013), es el mas confiable ya que
proporciona excelentes resoluciones del subtipo y los taxas muy relacionados. Esto permitira
identificar a nivel de especie a aquellos aislamientos aun no identificados debito a sus mdltiples
homologias. Dentro de las muestras analizadas C-03ABG, CF7Psd-15ABG y CF8Psd-14ABG en
las hojas y tallos de banano se gener6 el 100 % de similitud en el analisis Blast, este resultado
concuerda con el estudio de Ozarslandan (2020, p.4) en el Primer Reporte de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense Raza 4 que causa la enfermedad del marchitamiento por Fusarium del
banano en Turquia compar6 los productos de PCR secuenciados con la base de datos NCBI
GenBank, el andlisis NCBI BLAST mostré una identidad del 100 %, (F. oxysporum f.
sp. cubense cepa VCG 01213) en la base de datos NCBI.
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Sin embargo, no se encontré bibliografia relacionada a la Hypoxylon polyporus y Fungal
endophyte sp., de acuerdo al NCBI BLAST se encontré el 99,09% y 100% de similitud con estas

especies respectivamente.

4.1.2.2. Analisis filogenético

Para la construccion de arbol filogenético inicamente se consideraron 8 secuencias, C-03ABG
E-05ABG, I-09ABG, CP-10ABG, CP-11ABG, Fr2-13ABG, CF7Psd-15ABG y CF8Psd-14ABG,
ya que no se obtuvieron secuencias de todos los aislados y que posiblemente durante el proceso

de secuenciacion existen algunos errores que impiden que se realice la reaccion.

El arbol filogenético fue reconstruido mediante la comparacion de las secuencias obtenidas, con
las secuencias de referencia de GenBank (llustracion 3-4), utilizando el método “Maximum
Likelihood” previo a un alincamiento multiple de las respectivas secuencias. La identificacion
realizada mediante el analisis BLAST-N del NCBI de las regiones ITS de cada aislamiento con
el método “Clustal W” revel6 que las secuencias presentaron el mayor porcentaje de similitud
con los hongos pertenecientes a los géneros Collectotrichum y Fusarium, confirmando lo
encontrado con la identificacién morfoldgica y molecular. Todos los organismos pertenecen al
filo Ascomycota y el outgroup a Chlorophyta. Las cifras que se encuentran en las ramas

pertenecen al porcentaje de soporte del valor de Bootstrap.

Se mostraron un 100% de identidad con secuencias de los hongos Fusarium oxysporum (nimero
de accesion del GenBank MT560381.1), Fusarium equiseti (nimero de accesion del GenBank
MT5558570.1) y Collectotrichum siamense (nimero de accesion del GenBank MT450691.1). Por
altimo, los aislamientos que llegaron a un porcentaje de similitud acertada con un 98% fue
Hypoxylon polyporus (numero de accesion del GenBank JQ760904.1) y un 94% Fungal
endophyte (nimero de accesion del GenBank EU977315.1).
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CF8Psd-14ABG
100 | APPsd-15ABG
C-03ABG
MT560381.1 Fusarium oxysporum
MT558570.1 Fusarium equiseti
8| 100 FR2-13ABG

G MT450691.1 Colletotrichum siamense
100 | E-05ABG
1-09ABG

_l CP-11ABG
94 L EU977315.1 Fungal endophyte
CP-10ABG
98 | JQ760904.1 Hypoxylon polyporus
KY655020.1 Tetraselmis marina

0.20

llustracion 3-4: Arbol filogenético derivado de la region transcrita interna (ITS), utilizando el
algoritmo “Maximun Likelihood”. Los codones estuvieron basados en el
alineamiento CLUSTALW del programa MEGA 11. Los valores de bootstrap

(>70 %) estan mostrados frente a cada rama del arbol

Realizado por: Chancusig, A., 2023.

De acuerdo a Reyes (2019, pp. 9597), en su estudio Taxonomia y filogenia del género Hypoxylon
Bull. (Xylariales, Ascomycota) en el bosque tropical caducifolio de Areas Naturales Protegidas
en México, los andlisis filogenéticos anteriores relacionan a un grupo monofilético en los
Xylariales, y los locus DNAr en la region ITS permiten relacionar el ancestro desendiente del
género, es asi que, la investigacion arrojo un valor Bootstrap mayor o igual que 50% en el cual la
especie Hypoxylon polyporus, es un clado no resuelto con el 49% sin congruencia morfolégica y
bajo soporte estadistico. Sin embargo, en la presente investigacion el NCBI BLAST valor6 con
el 98% de similitud con esta especie, respecto a la parte morfol6gica concuerda con la especie
Hypoxylon sp, sefialé que tiene un estroma efuso pulvinado y pigmentos sepia- grisaceos, similar
a la muestra CP-10ABG.

Asimismo, se encontrd que la especie Collectotrichum siamense tiene el 100% de similitud, estos
resultados son similares a Quadros et al., (2015, p.4), en el que se amplificaron fragmentos de ADN
de aproximadamente 450 pb para el par de cebadores ITS4/ITS5 y 400 pb para el par de cebadores
BT1A/BT2B. Las secuencias obtenidas del aislado se compararon con accesiones del género
Colletotrichum, disponible en GenBank, en el anlisis filogenético, se observé el arbol cuando se
utiliza el método Neighbor-Joining, a través de un analisis de bootstrap realizado con 2000

repeticiones, que el aislado formé un clado con las accesiones de la especie Colletotrichum
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siamense. En Brasil, este hongo fue reportado como causante de enfermedades en arboles frutales,
ademas, la especie C. siamense se asocia frecuentemente con arboles de aguacate en Brasil, y
representa la especie genéticamente mas variable y menos especifica en relacion con el huésped
en las plantas estudiadas. El hongo Colletotrichum siamense pertenece al Reino Fungi, Phylum
Ascomycota, Clase Ascomicetos, Orden Phyllacholares, Familia Glomerellaceae, Género

Glomerella (Colletotrichum).

Para las especies Fusarium oxysporum y F. equiseti se encontré un 100 % de similitud en su
andlisis filogenético, en comparacion a la investigacion de Medina (2016, p. 95) analisis de
secuencias identifico que los aislamientos asociados a la marchitez vascular del garbanzo en la
region del Bajio, México de plantas con sintomas de amarillamiento y marchitez, estan coligados
a complejos de especies de Fusarium oxysporum y F. equiseti, por lo que, las especies Fusarium
son altamente diversas y filogenéticamente distintas, sin embargo, pueden generar sintomas de
enfermedad similares entre las plantas huésped. Los sintomas que se generan en el garbanzo son
similares a los hallados en los pseudotallos de banano.

El arbol filogenético muestra el 94% de similitud con la especie Fungal endophyte, sin embargo,

no se encontrd informacidn bibliografica de esta especie.
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CONCLUSIONES

Se identificd morfol6gica y molecularmente los hongos fitopatégenos en cultivos de banano
de laisla Santa Cruz de las que se destaco las especies Fusarium oxysporum, Collectotrichum
siamense, Hypoxylon polyporus, Fungal endophyte sp, Fusarium equiseti, Fusarium
oxysporum.

Se realiz6 un muestreo intencional en el que se procesé un total de 217 muestras de hojas y
pseudotallos afectadas de cultivos de banano en 31 fincas en ocho sectores de la isla Santa
Cruz, del total se realiz6 una preseleccion, en el que se generé 16 aislamientos de hongos
fitopatégenos.

Se aislo los hongos fitopatégenos en cajas Petri con Agar Papa Dextrosa (APD) previo a un
tratamiento de desinfeccion de las muestras obteniendo aislamientos puros evidenciandose
luego de los 5 dias de incubacion a 25 °C el crecimiento de las diferentes especies.

Se describié morfolégicamente los hongos fitopatogenos aislados del cultivo de banano
especialmente, del total estudiado seis especies presentaron caracteristicas morfolégicas como
color, forma del borde, textura, elevacion, y presencia de anillos en las colonias similares a las
especies del género Collectotrichum sp., siendo responsable de la necrosis de las hojas del
banano, enfermedad conocida como antracnosis o infeccion latente, y puede darse
naturalmente en la raiz, tallo, hojas, flores y fruto. Existe variedad dentro los morfotipos
pueden ser de margen circular, entero, coloracion de micelio gris, con masas conidiales
anaranjadas, por lo que, se concluye que una gran cantidad de plantas de banano en las fincas
de la isla Santa Cruz poseen la enfermedad antracnosis.

Se identific6 molecularmente los aislamientos de hongos fitopatogenos mediante el
aislamiento del ADN con Kit Plant PureLink kit extraction (Invitrigen), una amplificacion con
Master Mix DreamTaq Green (Thermo Scientific™) y cebadores (ITS1-1TS4), se procedid a
la purificacién de los productos de PCR, se realizé la secuenciacion, se edit6 las secuencias y
se determind su identidad, en consecuencia se obtuvo que de las 16 muestras tomadas 8
obtuvieron similitud de las regiones ITS de cada aislamiento en el NCI BLAST, una especie
importante es el Colletotrichum siamense que cominmente es un patégeno en un amplio rango
de huéspedes y es el causante de la enfermedad antracnosis, por lo que se verifico la presencia
de esta especie. Se compardé las secuencias obtenidas del aislado con accesiones del género
Colletotrichum, disponible en GenBank y presento el 100% de similitud en su andlisis

filogenético.
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RECOMENDACIONES

e Con los resultados obtenidos de los aislados del banano podrian realizarse nuevas
investigaciones para determinar si realmente el género Fusarium podria ser utilizado como
control bioldgico de plagas, ya que actualmente en nuestro pais se estan utilizando quimicos
para el control de enfermedades, que resultan en dafios para el hombre y para el ecosistema.

e Se sugiere hermetizar las muestras para enviar a secuenciar con el fin de evitar
contaminaciones en las muestras, que puedan causar ruidos en la lectura del equipo y dificulte
la identificacién de la especie.

e Se recomienda estudiar otras islas de Galadpagos para dimensionar la propagacion de las
distintas enfermedades y asi generar un plan de accidn frente a esta problematica

o Es importante extender el estudio para aquellas especies que no lograron esporular, con el
proposito de extender la identificacion de las especies que infectan las plantas de banano en

la isla Santa Cruz.
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ANEXOS

ANEXOA: CARACTERIZACION MICROSCOPICA DE LOS AISLAMIENTOS

Aislamiento Identificacion Caracterizacion microscopica a 40x.
A-01ABG Xylaria sp.
B-02ABG Collectotrichum sp.
C-03ABG Fusarium oxysporum
D-04ABG Guignardia sp.

Collectotrichum
E-05ABG _
siamense
Collectotrichum
F-06ABG .
boninense
G-07ABG Collectotrichum sp.




H-08ABG Collectotrichum sp.
Collectotrichum
I-09ABG i
siamense
CP-10ABG Hypoxylon polyporus
CP-11ABG Fungal endophyte sp.
Fr1-12ABG Epicoccum sorghinum
Fr2-13ABG Fusarium equiseti

CF7Psd-14ABG

Fusarium oxysporum




CF8Psd-15ABG

Fusarium oxysporum

APsd-16ABG

Xylaria multiplex




ANEXO B: ANALISIS BLAST (BASIC LOCAL ALIGNMENT SEARCH TOOL). USANDO
LA SECUENCIA DE LA REGION DEL ESPACIO TRANSCRITO INTERNO
(ITS)

seleccionar todo 100 secuencias seleccionadas GenBank Gréficos Distancia arbol de resultados ~ Visor de MSA
Besapacn Nom'bre Maxirvjc Puntaje Cuzi:rta valor I’l(?r. Cuenta Pt
g clant'mco purta]s lolj\ . E \dentmvcadm Lﬂ\ esion
-
’ Gen de ARN il de It pequena N-61-2 aislado de Fusarium secuenci... Fusarium oxys... 948 048 100% 0.0 100,00% 585 MTS560381.1
¥ Eusarium oxysporum aislado N-60-1 gen de ARN ribosémico de subunidad pequenia, secuencia pa... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 584  MT560380.1
¥ Gen de ARN ribesomico de subunidad pequena N-19-2 aislado de Fusarium oxysporum, secuenci... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 583 MT560342.1
ﬂ Fusarium exysporum clon SF_942 gen de ARN ribosdmico de subunidad pequefia, secuencia parc... Fusarium oxys... 948 048 100% 0.0 100,00% 555 MT530218.1
n Fusarium oxysporum clon SF_869 gen de ARN ribosémico de subunidad pequeria, secuencia parc... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 556  MT530145.1
n Fusarium oxysporum clon SF_820 gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia, secuencia parc... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 553 MT530096.1
’< ﬂ Fusarium oxysporum clon SF_270 gen de ARN ribosémico de subunidad pequena. secuencia parc... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 557 MT529546.1
g Fusarium oxysporum clon SF_248 gen de ARN ribosémico de subunidad pequenia. secuencia parc... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 561 MT529524.1
E Fusarium oxysporum cepa 4151 gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia, secuencia parcial... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 542 MNB817703.1
= Eusarium oxysporum cepa W614 gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia, secuencia parci... Fusarium oxys... 948 048 100% 0.0 100,00% 533 MKB805518.1
, Fusarium oxysporum f. sp. lactucae cepa raza 5 gen de ARN ribosomal de subunidad pequefia, se... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 526  MT249304.1
ﬂ aislado de Fusarium oxysporum K95_|TS_HO01_001.ab1 gen de ARN ribosomal de subunidad peq... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 534 MT032669.1
n aislado de Fusarium oxysporum 2016_F_94_ITS1_H06_017.ab1 gen de ARN ribosémico de subu... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 534  MT032620.1

islado de Fusarium 2018 D 114 ITS1_E06 020.ab1 gen de ARN ril de subu... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 533 MT032615.1
islado de Fusarium oxysporum 2016_D_112_ITS1_E05_020.ab1 gen de ARN ribosomal de subu... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 533 MT032614.1

seleccionar todo 100 secusncias ssleccionadas GenBank Graficos Distancia arbol de resultades  Visor de MSA

Descripcion Nam'bre Max\rr?n Puntaje Cubictz valor F.’ur, Cuenta .
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v

n [of aislado ALSKN-CG5 gen de ARN. ico de subunidad pequefia, sec... Colletotrichum ... 1002 1002  100% 0.0 100,00% 574 MT450681.1
n C im aislado ALSKN-CG4 gen de ARN omico de subunidad pequeria, sec... Colletotrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 574  MT450890.1
ﬂ Colletotrichum aislado ALSKN-CG3 gen de ARN ribosomico de subunidad peguena, sec... Colletotri .. 1002 1002 100% 0.0 100,00% 574  MT450689.1
n C ichum si aislado ALSKN-CG2 gen de ARN ribosémico de subunidad pequena, sec... Colletotrichum ... 1002 1002  100% 0.0 100,00% 574 MT450688.1
n Collefotrichum siamense aislado ALSKN-CG1 gen de ARN ribosoémico de subunidad pequeiia, sec... Colletotrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 574  MT450887.1
8 Coletotrichum si cepa rb14 gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia, secuencia par... Colletotrichum . 1002 1002 100% 0.0 100,00% 503  MT434640.1
( n C ichum si cepa rb3 gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia, secuencia parci...Colletotrichum . 1002 1002 100% 0.0 100,00% 593 MT434629.1
n C ichum cepa rb1 gen de ARN r ico de subunidad pequefia, secuencia parci... Colletotrichum . 1002 1002  100% 0.0 100,00% 593 MT434627 1
4 Colelotrichum cepa KF19 gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia, secuencia pa... Colletotrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 593 M4 1
ﬂ Collefotrichum siamense cepa KF15 gen de ARN ribasomico de subunidad pequefia, secuencia pa... Colletotrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 593 MT434821.1
’ Colletotrichum cepa KF12 gen de ARN ribasomico de subunidad pequena, secuencia pa... Colletotrichum . 1002 1002  100% 0.0 100,00% 503 MT434618.1
3c Im aislado YX1-3 interno. 1,.secuencia parcial; gen de ... Colletotrichum ... 1002 1002  100% 0.0 100,00% 546  MT351131.1
3c im si aislado YX1-2 i interno. ito 1, secuencia parcial; gen de ... Colletotrichum . 1002 1002 100% 0.0 100,00% 546  MT351130.1
*F im aislado LF1-1 i interno transerito 1, secuencia parcial; gen de A. .. Colletotrichum . 1002 1002 100% 0.0 100,00% 546 MT351119.1
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Collefotrichum siamense aislado ALSKN-CG5 gen de ARN ribosomico de subunidad pequeria, sec... Celletotrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 574 MT450691.1
C i i aislado ALSKN-CG4 gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia, sec... Colletotrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 574 MT450690.1
Colletotrichum siamense aislado ALSKN-CG3 gen de ARN ribosomico de subunidad pequena, sec... Colletotrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 574  MT450689.1
Colletotrichum siamense aislado ALSKN-CG2 gen de ARN ribosémico de subunidad pequeria, sec... Colletotrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 574  MT450688.1

Collefotrichum siamense aislado ALSKN-CG1 gen de ARN ribosomico de subunidad pequeria, sec... Colletotrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 574  MT450687.1
Collefotrichum siamense cepa rb14 gen de ARN ril ico de subunidad pequefia, secuencia par... Colletotrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 593  MT434640.1

Collefotrichum siamense cepa rb3 gen de ARN ribosémico de subunidad pequena, secuencia parci... Colletolrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 593 MT434629.1
Colletotrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 503 MT434627.1

Collefotrichum siamense cepa KF 19 gen de ARN ribosomico de subunidad pequefia, secuencia par...Colletotrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 593 MT434625.1
Colletotrichum siamense cepa KF15 gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia, secuencia par... Colletotrichum . 1002 1002 100% 0.0 100,00% 503 MT434621.1

Colletotrichum siamense cepa KF12 gen de ARN ribosomico de subunidad pequefia, secuencia par.. Colletotrichum ... 1002 1002 100% 00 100,00% 593 T434618.1
C i aislado gen de ARN riboso de subunidad pequena MR2, secue... Colletotrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 575 MN565959.1
Collefotrichum siamense aislado UPBT BCS06 gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia, se... Colletolrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 558 MK880376.1

Collefotrichum siamense aislado UPBT_BCS05 gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia, se... Collefofrichum ... 1002 1002 100% 0.0 100,00% 560 MK880375.1

olletotrichum siamense aislado UPBT_BCS03 gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia, se. .. Colletotrichum . 1002 1002 100% 00 100,00% 555 MK880373.1
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¥ Hypoxylon polyporus aislado FL1289 espaciador interno franscrito 1, secuencia parcial; gen de A... Hypoxylon poly... 1498 1488  100% 0.0 100,00% 1423 JQ760904.1
¥ Hypoxylon polyporus vale YMJ 84 (JDR) gen de ARN ribosomal 188, secuencia parcial: espaciad... Hypoxylon poly... 1493 1493 100% 0.0 99,88% 0936 JQ009324.1
’ Pyrenopolyporus hunteri aislado Phu_ex_1 espaciador interno transcrito 1, secuencia parcial; gen... Pyrenopolypor... 1472 1472 98% 0.0 99,88% 816 MN733494.1
’ Pyrenopolyporus hunteri aislado Phu_ex_2 interne transerite 1, ia parcial; gen... Pyrenopolypor... 1471 1471 98% 0.0 99,88% 819 MN7334951
s Hypoxylon polyporus cepa STMA 14090 espaciador inferno transcrito 1, secuencia parcial; gen de... Hypoxylon poly... 1459 1459 98% 0.0 99,50% 817  KU604570.1
¥ Cultivo de Pyrenopolyporus hunteri MUCL:52673 espaciador interne franserito 1, secuencia parcia...Pyrenopolypor... 1456 1456 98% 0.0 99,50% 815  KY610421.1
= Pyrenopolyporus hunteri aislado Phu_ex_3 espaciador inferno transcrito 1, secuencia parcial; gen... Pyrenopolypor... 1452 1452 98% 0.0 99,50% 811 MN733496.1
¥ Hypoxylon palyporus 5.85 rRNA gene, ITS1 e ITS2, cepa MUCL 49339 Hypoxylon poly... 1404 1404  100% 00  9780% 880 AM749941.1
= Pyrenopolyporus hunteri aislado Phu_ex_4 espaciador inferno transcrito 1, secuencia parcial ... Pyrenopolypor... 1395 1395 98% 0.0 98,38% 803 MN733497.1
g Colletotrichum sp. aislado PT1629 espaciador interno franscrifo 1, secuencia parcial; gen de ARN ...Colletotrichum ... 1387 1387 93% 0.0 99,74% 1277 ON154129.1
¥ Pyrenopolyporus hunteri aislade Phu_ex 5 espaciador interno transcrito 1, secuencia parcial; gen... Pyrenopolypor... 1339 1338 98% 0.0 97,37% 793 MN733453.1
¥ Hypoxylon nicaraguense gen 5.8S RNA, ITS1 e ITS2, cepa CBS 117739 Pyrenopalypor... 1271 1271 100% 0.0 95,33% 849  AM749922.1
¥ Hyroxylon polyporus aislado CFE-8 gen de ARN ribosémico de subunidad pequeria, secuencia p... Hypoxylon poly... 887 1508 100% 0.0 97,32% 932 MH168330.1
Hypoxylon sp. aislado 3-12-3-7-1 espaciador interno transcrito 1, secuencia parcial; gen de ARN ri... Hypoxylon sp. 741 1270 100% 0.0 92,24% 780 KY069237.1
renopolyporus nicaraguensis gen de ARN ribosomal de subunidad pequeria. secuencia parcial;_...Pyrenopalypor... 734 1262 100% 0.0 92,04% 886  MN355519.1
seleccionar todo 100 secuencias seleccionadas GenBank Gréaficos Distancia arbol de resultados  Visor de MSA
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’ Hongo endéfito sp. P1512A i ito interno 1 ia parcial; gen de ARN riboso... hongos enddfit... 981 981 100% 0.0 99,09% 557 EU977315.1
% Xylaria longipes voucher GAB187 gen de ARN ribosomal de subunidad pequena, secuencia pargi... Longipes de Xy... 976 976 100% 0.0 98,90% 596  KY250408.1
2 .. Xylaria sp. 976 976 100% 0.0 98,90% 571 OP559516.1
n Xylaria sp. E10214a gen de ARN ribosomal 18S, secuencia parcial; espaciador intemno transcrito 1... Xylaria sp. E10... 970 o970 100% 0.0 98,72% 561  JN418792.1
a Hongos sp. gen de ARN ribosomal ARIZ L 192 188, secuencia parcial; espaciador interno transcrit... hongos sp. ARI... 970 970 100% 0.0 98,72% 603 FJB12722.1
n Hongo endéfito sp. P90SA espaciador interno transcrito 1, secuencia parcial; gen de ARN ribosom... hongos enddfit... 970 970 100% 0.0 98.,72% 554  EU977239.1
: 9 Hongos sp. aislado E3124F espaciador interno transcrito 1, secuencia parcial; gen de ARN riboso... hongos sp. 968 968 100% 0.0 98,72% 545  KT996058.1
n Aislado de endéfito flingico 1988 Gen de ARN ribosomal 18S. secuencia parcial;, it intern... endofito flingico 966 966 99% 0.0 98,89% 1087 EU687008.1
’ Xylariaceae sp. cepa PB-85 gen de ARN ribosomal de subunidad pequeiia, secuencia parcial; esp... Xylariaceae sp. 965 965 100% 0.0 98,53% 569 MK334005
n cultivo de Xylaria enteroleuca CBS:128357 cepa CBS 128357 gen de ARN ribosomal de subunida... Xylaria enterole... 965 965 100% 0.0 98,53% 588 MHB864898.1
9 Xylaria berteroi aislado J132 gen de ARN ribosomal de subunidad pequefa, secuencia parcial; es... Xylaria berteroi 965 965 100% 0.0 98,53% 588 MH151036.1
9 Vale de Xylaria allantoidea INBio:1098A interno transcrito 1, secuencia parcial; gen de ... Xylaria allantoi... 965 965 100% 0.0 98,53% 558 KR534643.1
¥ Hypoxylon sp. vale biocédigo09-255 espaciador interna transcrito 1, secuencia parcial; gen de AR... Hypoxylon sp. 965 965 100% 0.0 98,53% 1102 MZ997289.1
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g Fusarium equiseti cepa TH01-3-1 gen de ARN ribosémico de i pequena ia parci... Fusariumequi... 950 a50 100% 0.0 100,00% 545 MT558576.1
= Fusarium equiseti cepa DH14-1 gen de ARN Omico de subunidad fi parcial;... Fusarium equi... 950 950 100% 0.0 100,00% 560 MT558570.1
’ .. Fusarium sp. 950 950 100% 0.0 100,00% 570 MT446117.1
n Fusarium sp. Genes FH22 para ITS1, 5.8S rRNA, 1TS2, 28S rRNA, secuencia parcial y I Fusarium sp. 950 950 100% 0.0 100,00% 525 LC543660.1
n Coleccion de investigacion de vales de Penicillium aethiopicum Farrer lab 61 espaciador interno tra... Penicillium aet... 950 950 100% 0.0 100,00% 1063 MN644630.1
= Eusarium sp. aislar el gen del ARN ribosomal de la subunidad pequefia H5, secuencia parcial; espa...Fusarium sp. 950 950 100% 0.0 100,00% 551 MT261909.1
B Gen de ARN ribosdmico de subunidad pequena LXG5 aislado de Fusarium incarnatum, secuencia ... Fusarium enca... 950 950 100% 0.0 100,00% 581 MT106896.1
¥ Fusarium incamatum cepa YH Yeh 11128 gen de ARN ribosémico de subunidad pequeria, secuenci... Fusarium enca... 950 950 100% 0.0 100,00% 552 MK336548.1
ﬂ Fusarium equiseti 19MSr-B3-4 genes para 18S rRNA, ITS1, 5.8 rRNA, ITS2, 28S rRNA, secuenci... Fusarium equi... 950 950 100% 0.0 100,00% 551 LC514690.1
’ Fusarium incarnatum cepa DTO 417-F2 gen de ARN ribosémico de subunidad pequena, secuencia... Fusarium enca... 950 950 100% 0.0 100,00% 804 MNB82828.1
% Fusarium verticilicides cepa WZ-156 gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia, secuencia pa... Fusari .. 950 950 100% 0.0 100,00% 554  MNB856297.1
5 Fusarium equiseti cepa p5 gen de ARN ribosomal de subunidad pequefia, secuencia parcial; espac... Fusarium equi... 950 950 100% 0.0 100,00% 556 MN795741.1
B Fusarium equiseti aislado 3100006L5 espaciador interno transcrito 1, secuencia parcial; gen de AR... Fusarium equi... 950 950 100% 0.0 100,00% 528 MN559645.1



A

seleccionar todo 100 secuencias seleccionadas GenBank Graficos Distancia arbol de resultados ~ Visor de MSA
Descripcion I*fombre Maxin‘w Puntaje Cut;i:rta valor P_or. Cuenta Aghesion
- cnenﬁﬂeo puniaje tol'al corsiilta E ldentlﬁ'cador Le'n
v
¥ Gen de ARN ribosémico de subunidad pequeria N-61-2 aislado de Fusarium oxysporum, secuencia... Fusarium oxys... ~ 946 946 100% 00  100,00% 585 MT560381.1
% Fusarium aislado N-60-1 gen de ARN 6 de subunidad pequefia ia pa... Fusarium oxys... 946 946 100% 0.0 100,00% 584 MT560380.1
¥ Gen de ARN ribosémico de idad pequeria N-19-2 aislado de Fusarium ia... Fusarium oxys... 946 946 100% 0.0 100,00% 583 MT560342.1
’ Fusarium clon SF_942 gen de ARN ril 6mico de i pequena, parci... Fusarium oxys... 946 946 100% 0.0 100,00% 555 MT530218.1
9 Fusarium clon SF_869 gen de ARN il ico de It pequefia ia parci... Fusarium oxys... 946 946 100% 0.0 100,00% 556 MT530145.1
n Fusarium clon SF_820 gen de ARN ribosémico de idad pequena, ia parci... Fusarium oxys... 946 946 100% 0.0 100,00% 553  MT530096.1
n Fusarium clon SF_270 gen de ARN ril ico de It pequefia, ia parci... Fusarium oxys... 946 946 100% 0.0 100,00% 557 MT529546.1
% FEusarium clon SF_248 gen de ARN ribosémico de pequena, ia parci... Fusarium oxys... 946 946 100% 0.0 100,00% 561 MT529524.1
4 Fusarium cepa 4151 gen de ARN i ico de subunidad pequefia ia parcial;...Fusarium oxys... 946 946 100% 0.0 100,00% 542 MN817703.1
a Fusarium cepa W614 gen de ARN ribosémico de i pequefia ia parcia... Fusarium oxys... 946 946 100% 0.0 100,00% 533 MK805518.1
seleccionar todo 100 secuencias seleccionadas GenBank Graficos Distancia arbol de resultados ~ Visor de MSA
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Gen de ARN ribosémico de subunidad pequeria N-61-2 aislado de Fusarium oxysporum, secuencia... Fusarium oxys... 948 848 100% 0.0 100,00% 585 MT560381.1
FEusarium oxysporum aislado N-60-1 gen de ARN ribosomico de subunidad pequenia, secuencia pa... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 584 MT560380.1
Gen de ARN ribosémice de subunidad pequefia N-19-2 aislado de Fusarium oxysporum, secuencia... Fusarium oxys... 948 948  100% 0.0  100,00% 583 MT560342.1
Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 555 MT530218.1
..Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 556 MT530145.
.. Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 553  MT530096.1
.Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 557  MT529546.1
Fusarium oxysporum clon SF_248 gen de ARN ribosémico de subunidad pequeria, secuencia parci... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 581 MT529524.1
Fusarium oxysporum cepa 4151 gen de ARN ribosémico de subunidad pequefa, secuencia parcial;...Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 542 MN817703.1
Fusarium oxysporum cepa W614 gen de ARN r ico de subunidad pequefia, secuencia parcia. .. Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 533 MKB05518.1
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae cepa raza 5 gen de ARN ribosomal de subunidad pequefia, se... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 526 MT249304.1
aislado de Fusarium oxysporum K85 ITS HO1 001.ab1 gen de ARN ribosomal de subunidad pequ... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 534  MT032669.1
aislado de Fusarium oxysporum 2016_F_94_ITS1_H06_017.ab1 gen de ARN ribosémico de subun... Fusarium oxys... 948 948 100% 0.0 100,00% 534 MT032620.1




ANEXO C: PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN (PURELINK KIT EXTRATION
(INVITROGEN)

Antes de empezar
Binding Buffer (B4)
Agregue 11,5 ml de etanol al 96-100% a 7,5 ml de tamp6n de unién (B4) incluido con el
kit. Mezclar bien y almacenar el Binding Buffer (B4) con etanol a temperatura ambiente.
Wash Buffer (W5)
Afiada 40 ml de etanol al 96-100% a 10 ml de tampon de lavado (W5) incluido con el
kit. Almacene el tampon de lavado (W5) con etanol a temperatura ambiente.

Preparing Plant Lysate

Utilice el siguiente procedimiento para preparar lisado a partir de <100 mg de tejido vegetal.

1. Para tejido vegetal duro, congele el tejido en nitrégeno liquido y tritdrelo hasta convertirlo en
polvo.

Para obtener tejido vegetal suave y no fibroso, cortelo en trozos pequefios.

Para muestras liofilizadas, continte con el Paso 2.

2. Agregue 250 uL de tampon de resuspension (R2) suministrado en el kit al tejido del Paso 1 a
temperatura ambiente.

3. Prepare el lisado homogeneizando el tejido blando con un homogeneizador de tejido o agitando
en vortex el tejido molido / muestra liofilizada hasta que la muestra esté completamente
resuspendida.

4. Afiada 15 pL de SDS al 20% y 15 pLL de RNasa A (20 mg / ml) suministrados en el kit al lisado.
5. Incubar el lisado a 55 ° C durante 15 minutos para completar la lisis.

6. Centrifugue el lisado a alta velocidad durante 5 minutos para eliminar los materiales insolubles.
7. Transfiera el sobrenadante transparente a un tubo de microcentrifuga estéril de 1,5 ml sin alterar
el sedimento.

8. Anada 100 pL de tampon de precipitacion (N2) suministrado con el kit al lisado transparente.
Mezclar con vortex e incubar en hielo durante 5 minutos.

Las proteinas y los polisacaridos se precipitan y los pigmentos fotosintéticos que estan unidos a
las proteinas también se eliminan con este paso. Los pigmentos pueden manchar el material del
cartucho giratorio PureLink® que puede producir eluato de color.

9. Centrifugar a maxima velocidad en una microcentrifuga durante 5 minutos a temperatura
ambiente para producir un lisado transparente. Nota: El sobrenadante debe ser transparente y no

viscoso después de este paso de precipitacion.



10. Transfiera 250 uL de lisado transparente a un tubo de microcentrifuga nuevo y estéril y
agregue 375 pL de tampdn de unidon (B4) con etanol (pagina anterior)

Binding DNA (Unidn)

1. Saque del paquete un cartucho giratorio PureLink® en un tubo colector.

2. Agregue la muestra con Binding Buffer del paso 10, pégina anterior al cartucho giratorio
PureLink®.

3. Centrifugue el cartucho a 10.000 x g durante 30 segundos a temperatura ambiente.

4. Deseche el flujo a través y coloque el cartucho de centrifugado en el tubo de lavado
suministrado con el kit. Proceda a lavar el ADN.

Washing DNA

Agregue 500 pL de tampodn de lavado (W4) suministrado en el kit al cartucho.

2. Centrifugue el cartucho a 10.000 x g durante 30 segundos a temperatura ambiente. Deseche el
flujo a través del tubo de lavado y vuelva a colocar la columna en el tubo.

3. Anada 500 puL de tampoén de lavado (WS5) con etanol (pagina 12) a la columna.

4. Centrifugue el cartucho a 10.000 x g durante 30 segundos a temperatura ambiente. Deseche el
flujo a través del tubo de lavado y vuelva a colocar el cartucho en el tubo.

5. Repita los pasos 3 a 4 una vez mas.

6. Centrifugue el cartucho a velocidad maxima durante 2 minutos a temperatura ambiente para
eliminar cualquier tampdn de lavado residual (W5). Deseche el tubo de lavado. Contintie con
Elucion de ADN, péagina 14.

Eluting DNA

1.Coloque el cartucho de centrifugado en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml estéril y sin
ADNasa.

2. Anada 100 pL de tamp6n de elucion (E1) o agua destilada estéril (pH> 7,0).

3. Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto. Centrifugue el cartucho a velocidad maxima
durante 1 minuto. El tubo de elucidn contiene el ADN purificado.

4. Para recuperar mas ADN, realice un segundo paso de elucion con 100 puL de tampdn de elucion
(E1) o agua esterilizada. Puede realizar la segunda elucion utilizando el mismo tubo de elucién o
en un tubo diferente.

5. Centrifugue la columna a temperatura ambiente a velocidad méaxima durante 1 minuto. El tubo
de elucidn contiene el ADN purificado. Retire y deseche el cartucho.

Segun el volumen de tampon de elucion utilizado para la elucidn, la recuperacion del volumen de
elucion variard y suele ser>95% del volumen de tampdn de elucion utilizado.

Almacenamiento de ADN

Almacene el ADN purificado a—20 ° C o utilice ADN para la aplicacion posterior deseada.



» Para almacenamiento a largo plazo, almacene el ADN purificado en Tampon de elucion
(E1) a—20 ° C, ya que el ADN almacenado en agua esta sujeto a hidrolisis acida.

» Para evitar la congelacién y descongelacion repetidas del ADN, almacene el ADN
purificado a 4 ° C para su uso inmediato o tome alicuotas del ADN y almacénelo a —20 °

C para un almacenamiento a largo plazo.



ANEXO D: SECUENCIAS DE LA REGION TRANSCRITO INTERNA (ITS),
AMPLIFICADA MEDIANTE CEBADORES ITS1 E ITS4,
CORRESPONDIENTE A LOS HONGOS FITOPATOGENOS EN CULTIVOS
DE BANANO DE LA ISLA SANTA CRUZ, GALAPAGOS,2021

C-03ABG

ATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACATTCAGAAGTTGGGGTTTAACGGC
GTGGCCGCGACGATTACCAGTAACGAGGGTTTTACTACTACGCTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAA
TCAATTTGGGGAACGCGAATTAACGCGAGTCCCAACACCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAAATGACGCT
CGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAA
TTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGT
TGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCTGG
CGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAGTGGTATGTTCACAGGGGTT
TGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCC

E-05ABG

GATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTTGGAAAATTGGGGGTTTTAC
GGCAAGAGTCCCTCCGGATCCCAGTGCGAGACGTAAAGTTACTACGCAAAGGAGGCTCCGAGAGGGT
CCGCCACTACCTTTGAGGGCCTACATCAGCTGTAGGGCCCCAACACCAAGCAGAGCTTGAGGGTTGAA
ATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATGCTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGAT
TCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAG
ATCCGTTGTTAAAAGTTTTGATTATTTGCTTGTACCACTCAGAAGAAACGTCGTTAAATCAGAGTTTGGT
TATCCTCCGGCGGGCGCCGACCCGCCCGGAGGCGGGAGGCCGGGAGGGTCGCGGAGACCCTACCCGC
CGAAGCAACAGTTATAGGTATGTTCACAAAGGGTTGTAGAGCGTAAACTCAGTAATGATCCCT

1-09ABG

GGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGG
GTAGGGTCTCCGCGACCCTCCCGGCCTCCCGCCTCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAA
ACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCA
ACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCT
CTCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAAC
CCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATA



CP-10ABG

CTAGATGTATAGGGGTTTTACGGCAGGAAGCCAGGTACACCACAGAAGCGAGAATAGCTTACTACGCT
TAGAGTGTGCCCTAGCTCCGCCACTAACTTTGAGGAACTGCGCCCCTAGGGGACGCAGGCTCCCAACG
CTAAGCAACGAGGGCTTAAGGGTCGAAATGACGCTCGAATAGGCATGCCCACTAGAATACTAATGGGC
GCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGC
GTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTGATTTTAATTGAAGTAATTC
AGAAAAAAAAAAATAAGCTTTTGGAGCTTCATTTCGAGCTTTGGAGCATTTATTTCGAGCAAGCTTTGG
AGCAGAATCCTTTTTTCGAGCAAAAGCTTTGGAACTTTTTTTCGAGCTTTGGAGCTTTCCTTCGAGCGAG
CTTTGGAGCAGGATCTTCGAGCTTTGGAGCAGGATTTTCGAGCTTTGGAGCAGGATTTTTCGAGCGAG
CTTTGGAGCAGGATTCTTTTTCGAGCTTTGGAGCTTTTTTTCGAACAGGCTTTGGAGCGGAAATTTTTTG
AAGCTTTCGAGCTTTTTTTGGAGCAAGAGTTTGAACGGTCCTCCGGCGGGCCATATAGCGCGCGCCGCA
CAGCTGCCCCTGAAGGGCGGGCGCCGCGGGGTAGGTCTACTGCGGGGTAGCCTTCCCCCGGGTCGCLC
CGCCGCAGGGTAGCTGCAGGGCACGCGCGGCTCACGCCGAGGCAACGACGGTAA

CP-11ABG

CGGAGGGATCATTAAAGAGTTCTATAACTCCCAAACCCATGTGAACATACCTTACGTTGCCTCGGCAGG
TCGCGCCTACCTCGTAGCGCCCTACCCTGTAGGGCCTACCCGGGAGACGCGGGTAAGCCTGCCGGLGG
CCCACGAAACTCTGTTTAATATTGAATTCTGAATATATAACTAAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TTCAACCCTTAAGCCTCTGTTGCTTAGTGTTGGGAGCCTACAGCACCTGTAGCTCCTCAAAGTTAGTGGC
GGAGTCGGTTCACACTCTAGACGTAGTAATTCTATCTCGCCTATTAGTTGGACCGGTCCCCTGCCGTAAA
ACCCCTACTTTTAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT

Fr2-13ABG

ATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACATTCAGAAGTTGGGGTTTAACGGCGT
GGCCGCGACGATTACCAGTAACGAGGTGTATGATTACTACGCTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAAT
CGATTTGGGGAACGCGGGTTACCGCGAGTCCCAACACCAAGCTGAGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTC
GAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAAT
TCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTGATTTATTTGTTTGTTTTACTCAGAAGTTCCACTAAAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCGGGC
GGGCCGTCCCGTTTTACGGGGCGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACGTATAGGTATGTTCACAGGGGTT
TGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCG

CF7Psd-14ABG

TATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACATTCAGAAGTTGGGGTTTAACGGCG
TGGCCGCGACGATTACCAGTAACGAGGGTTTTACTACTACGCTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAATC
AATTTGGGGAACGCGAATTAACGCGAGTCCCAACACCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCG
AACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATT
CTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCTGGC
GGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAGTGGTATGTTCACAGGGGTTT
GGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCC




CF8Psd-15ABG

TATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACATTCAGAAGTTGGGGTTTAACGGCG
TGGCCGCGACGATTACCAGTAACGAGGGTTTTACTACTACGCTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAATC
AATTTGGGGAACGCGAATTAACGCGAGTCCCAACACCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCG
AACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATT
CTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCTGGC
GGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAGTGGTATGTTCACAGGGGTTT
GGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCG



ANEXO E: SECUENCIAS REFERENCIA DE LA REGION TRANSCRITA INTERNA (ITS),
OBTENIDAS A PARTIR DE GENBANK

Accesion en GenBank Identificacion
MT560381.1 Fusarium oxysporum
MT450691.1 Collectotrichum siamense
MT450691.1 Collectotrichum siamense
JQ760904.1 Hypoxylon polyporus
ECU977315.1 Fungal endophyte sp.
MT558570.1 Fusarium equiseti
MT560381.1 Fusarium oxysporum
MT560381.1 Fusarium oxysporum
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