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Resumen

El trabajo de investigacion buscé determinar la influencia de tres condiciones de pH (5; 6 y
7) y la disponibilidad de calcio extracelular modulado por EDTA (1ImM, 10mM, 20mM y
100mM) sobre el crecimiento micelial por intervalos de 5 hasta 30 minutos de evaluacion
(utilizando un sistema “time-lapse”) en dieciocho cepas Fusarium, aislados de tejidos
vasculares de nueve cultivos de la region San Martin, como: Sacha inchi (Plukenetia
volubilis L.), Cacao (Theobroma cacao L.), Arroz (Oryza sativa), Frijol Huasca poroto
(Phaseolus sp.), Aji dulce (Capsicum sp.), Café (Coffea arabica), Maiz amarillo duro
(Zea mays), Platano (Mussa sp.) y Culantro castilla (Coriandrum sativum L).
Primeramente, se caracterizo e identifico morfolégicamente cada aislamiento, obteniendo
dos cepas por cultivo, como son: Fusarium equiseti y F. solani (cacao), F. moniliforme y
F. solani (aji dulce), dos cepa F. solani (café), F. solani y F. moniliforme (platano), dos
cepa F. moniliforme (Frijol huasca poroto), F. rigidiuscula y F. solani (maiz), F.
tricinctum y F. episphaeria (culantro castilla), F. solani y F. moniliforme (sacha inchi) y
dos cepa F. lateritium (arroz). Todas estas especies fueron sometidos a un ensayo de
sensibilidad de pH y disponibilidad de calcio extracelular, los resultados en las pruebas de
pH, demostraron que las dieciocho cepas tuvieron un crecimiento micelial dependiente a la
alcalinizacién del medio (pH 7), en contraste a la disponibilidad de calcio extracelular que
fue secuestrado por un agente quimico quelante (EDTA), disminuyo drasticamente el
crecimiento micelial, siendo mas significativo para algunas especies y mas resistente en

otras.

Palabras clave: Fusarium., hongo, pH, calcio, marchitez vascular, dafio de raiz, Peru.
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Abstract

The purpose of this research was determine the influence of three conditions of pH (5; 6
and 7) and the availability of extracellular calcium regulated by EDTA (1 mM, 10 mM, 20
mM and 100 mM) on mycelial growth monitored between 5 and 30 minutes (using a time-
lapse system) in 18 Fusarium strains, isolated of vascular tissues of nine crops of San
Martin Region, such as: Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.), Cacao (Theobroma cacao
L.), Arroz (Oryza sativa), Frijol Huasca poroto (Phaseolus sp.), Aji dulce
(Capsicum sp.), Café (Coffea arabica), Maiz amarillo duro (Zea mays), Platano (Mussa
sp.) y Culantro castilla (Coriandrum sativum L). Firstly, Fusarium strains were
characterized and identified morphologically for each isolated strain, getting two strains by
each crop, such as: Fusarium equiseti y F. solani (Cacao), F. moniliforme y F. solani
(Sweet pepper), two strains of F. solani (Coffee), F. solani y F. moniliforme (Banana), two
strains of F. moniliforme (Huasca poroto bean), F. rigidiuscula y F. solani (Maize), F.
tricinctum y F. episphaeria (Castilla coriander), F. solani y F. moniliforme (Sacha inchi) y
two strains of F. lateritium (Rice). All these Fusarium species were subjected to sensibility
assay of pH and availability of extracellular calcium, the results of pH assay shown that all
the 18 Fusarium species have mycelial growth dependent of the alkalinization (pH 7) in
the medium, on the other hand, the availability of extracellular calcium sequestered by a
chelating agent (EDTA), decrease the mycelial growth in all the Fusarium species, some

species are more drastically affected tan.

Key words: Fusarium, fungus, pH, calcium, vascular wilt, root damage, Peru.



Introduccion

El género Fusarium posee un nimero extenso de hongos del suelo, que pueden ser
encontrados en cualquier lugar del mundo. La mayoria de las especies son consideradas
como saproéfitos (Asociado con materia organica muerta 0 en descomposicion), con
miembros relativamente abundantes de la comunidad microbiana del suelo. Las esporas de
estos hongos son facilmente reconocibles al microscopio, por su forma de media luna o de
canoa. Son llamados hongos de campo (Sumalan et al., 2013), por causar multiples
enfermedades en cada uno de los sistemas agricolas. Los dafios que desencadenan en el
hospedante son de carécter irreversible, originando cuantiosas pérdidas econdmicas.
Enfatizar que algunas especies de Fusarium son comunes en el suelo y es raro encontrar
una raiz necrotica de una planta en la mayoria de los suelos agricolas que no esté
colonizada por al menos una especie Fusarium, en algunos casos los aislamientos no estan
directamente relacionados a la enfermedad, mas si pueden ser considerados como

saprofitos oportunistas (Nelson, 1983).

Los hongos fitopatdgenos causan pérdidas devastadoras de rendimiento en todo el
mundo y contaminan los alimentos con micotoxinas dafiinas. Muchos patogenos flngicos
inducen un cambio ascendente o descendente en el pH extracelular de las células del tejido
huésped. Esta caracteristica fisiol6gica hace posible que existan patdgenos alcalinizantes
y/o acidificantes. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, es un hongo hemibiotréfico
alcalinizante asociado a la produccion, secrecién y reconocimiento de su péptido
homologo F-RALF sobre la maquinaria celular de plantas. La alcalinizacion extracelular
promovida por este patdgeno beneficia su crecimiento sobre la superficie celular del tejido
huésped. Al igual que pH, calcio también podria estar asociado al crecimiento de este
patdgeno, debido a que estas proteinas RALF facilitan el movimiento de calcio

extracelular (pared celular) en plantas, ain no descifrado en especies Fusarium.

Basada en las premisas mencionadas anteriormente, y considerando que es necesario
explorar mecanismos que regulan el crecimiento de especies diferentes a Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, fue desarrollado el proyecto de investigacion “influencia del
pH vy calcio, sobre el crecimiento micelial de Fusarium spp., aislados en cultivos agricolas

de importancia en la Region San Martin”. Nuestras preguntas de investigacion antes de



iniciar el proyecto fueron; ¢i) Sera que existe la presencia de especies Fusarium en
cultivos agricolas importantes en la region San Martin? ;Y cudles serian estas especies?,
de la misma manera las siguientes preguntas fueron ii) Sera que las especies Fusarium
identificadas en los cultivos agricolas poseen dependencia de pH para su crecimiento? y el
calcio como estaria involucrado en su crecimiento? Los resultados del trabajo de
investigacion posibilitaron confirmar que en nueve cultivos agricolas importantes en la
region San Martin, existe la presencia de al menos una especie Fusarium que podria estar
ocasionando dafio a la planta, asimismo, su crecimiento seria dependiente de la condicion

de pH y disponibilidad de calcio extracelular.

El trabajo de investigacion fue Financiado por el Programa de Innovacion Agraria
(PNIA), dentro del marco del proyecto “Caracterizacion bioldgica de péptidos producidos
y secretados por especies patogenas del género Fusarium, sobre diferentes Grganos en
plantas” convenio: N° 024 — 2016.



CAPITULO |

REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Antecedentes de la investigacion

Existe poca informacidn sobre el trabajo de fisiologia sobre el parasitismo y bioquimica
del parasitismo.

La infeccion micdtica de las plantas se asocia a menudo con cambios en el pH
extracelular del tejido huésped (Prusky et al., 2001, Prusky; Yakoby, 2003). Masachis et
al., determinaron que la alcalinizacién extracelular aumenta la virulencia de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici hacia las plantas de tomate. Este aumento del pH conduce a la
activacion de una proteina quinasa (MAPK) activada por mitdégenos fungicos conservados,
denominada Fmk1, que se requiere para patogenicidad fungica. Esto los llevo a identificar
el desencadenante de esta alcalinizacion impulsada por hongos. Inesperadamente,
observaron que en el genoma de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici fue encontrado un
péptido con similitud a la secuencia de la hormona peptidica vegetal RALF (del inglés
Rapid Alkalinization Factor), el mismo que promueve una alcalinizacion extracelular
(Pearce et al 2001). Los analisis genéticos indicaron que F-RALF es importante para la
colonizacion de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici de tomate, promoviendo
alcalinizacién extracelular via el receptor FERONIA (FER), encontrado Unicamente en

plantas.

Lépez et al., (2004), investigaron la influencia del pH sobre el crecimiento micelial de
las especies F. solani, F. moniliforme y F. oxysporum, obtuvieron como resultado que las
tres especies probadas a pH 3 tuvieron un crecimiento micelial significativamente menor,
ademas los valores optimos de crecimiento oscilaron en un rango de pH desde 5 hasta 9
para la mayoria de las especies. Asi mismo diversos estudios similares realizados por,
Booth & Johnston, (1983) mencionan que, en pH acido o muy basico, el crecimiento de la
especie es significativamente menor. Fusarium moniliforme mantiene un crecimiento
micelial optimo entre 5-9 sin diferencias significativas a los 11 dias de incubacion, aun
cuando entre los valores de pH 6 y 7 fue ligeramente mayor el crecimiento. En cambio,
Fusarium oxysporum, a diferencia del resto de las especies probadas, mostré valores de

crecimiento a un pH 5.



Calcio es un elemento esencial para todas las plantas, su permanencia intracelular en la
célula vegetal esta relacionada a mantener la integridad de membranas y pared celular,
ademés de actuar como un segundo mensajero durante la sefializacion y comunicacion
inter e intracelularmente (Boumaaza et al.,, 2015). Poco se conoce sobre el papel
fisioldgico de calcio durante el crecimiento de especies Fusarium. Algunos trabajos
sugieren que la baja disponibilidad de calcio provoca una mayor ramificacion de los

micelios, asi como la presencia de deformaciones en su pared celular (Robson et al., 1991).

1.2. Principales problemas fitosanitarios reportados por ataque del género Fusarium

sp., en los principales cultivos agricolas.

1.2.1. Antecedentes de los cultivos.
a) Cultivo de arroz (Oryza sativa).

La produccién nacional de arroz alcanzé en el afio 2016, los 3°147,200.00
toneladas (TM), lo cual representd un incremento de aproximadamente 0,6%,
respecto a lo registrado en el 2015, informé el Instituto Nacional de Estadistica e
Informatica (INEI, 2016). Este aumento se explicaria por un avance del 0,3% en la
superficie sembrada y en el rendimiento promedio nacional las regiones que
reportaron un mayor incremento de areas sembradas entre agosto 2015 y junio 2016
fueron San Martin (13,6%) y Loreto (8,2%).

El arroz es uno de los principales cultivos alimenticios en el pais, como la papa y
el maiz y es también uno de los productos que més aporta al PBI agropecuario (9.5
%), el que mas fuentes de trabajo genera (25 millones de jornales / afio), el de mas
alto crecimiento en superficie agricola (15,000 Has. / Afio (DRASAM, 2016).

En San Martin, el arroz ha tenido una evolucién desde su cultivo en forma
tradicional bajo condiciones de secano, hasta la década del 70 donde se adopta el
cultivo bajo riego. Amplidndose areas de cultivos infraestructura de irrigacion,
desarrollo de la investigacion hasta constituirse en una importante Region productora
y con perspectivas a constituirse en la mayor del pais. De igual manera para la region
constituye el principal cultivo alimenticio, al que se dedican unos catorce mil

quinientos productores, que cultivan entre 64,000 a 84,000 Has / afio de arroz,



generando trabajo permanente para unos 5°796,000 jornales de los que dependen unas

setecientas mil familias.

Se estima que la Region San Martin posee cuatro zonas altamente productoras de
arroz, las cuales en orden de mayor a menor &rea sembrada las podemos ordenar de la
siguiente manera: Alto Mayo, Huallaga Central, Bajo Mayo, y Alto Huallaga
(Tocache), segln la (DRASAM, 2016).

Las plantas de arroz pueden ser afectadas por enfermedades desde la germinacion
de las semillas. Un comportamiento que no es ajeno a otros paises distintos al Per.
Poco se ha reportado enfermedades causadas por Fusarium a nivel radicular, sin
embargo, existe la presencia de manchado de granos como una sintomatologia
asociada a Fusarium fujikuroi, es un hongo patdégeno de plantas descubierto por
Eishii Kurosawa en 1926. Este hongo causa la enfermedad bakanae en las plantulas
de arroz, que consiste en la sobreproduccion de la fitohormona giberelina, dando

lugar a un fenotipo en la planta alto y delgado.
b) Cultivo de cacao (Theobroma cacao L.)

El cacao (Theobroma cacao L) es una planta que se encuentra de forma natural en
los bosques de Ameérica del Sur, en las regiones del Amazonas y Orinoco. Segun
Linneo, (1735), la clasifico por primera vez con el nombre de Theobroma cacao, que

significa fruto de los dioses, este nombre se conserva hasta nuestros dias.

El cacao es un cultivo que se encuentra en la parte baja de la vertiente occidental
de los andes, pero se ha desarrollado basicamente en la selva peruana entre los 300 y
900 m.s.n.m. La produccidn del cacao hace algunos afios (1993 aprox.) presenté una
etapa improductiva, era deficiente. Un estimado de la produccion en la zona de
Quillabamba arrojaba rendimientos de 500 Kg. /Ha. La produccion promedio para
Tingo Maria era de 300 Kg. /Ha. En la actualidad el promedio nacional de parcelas
bien manejadas esta superando los 800 Kg/Ha (DRASAM, 2016). Con 6 mil
toneladas de cacao, San Martin es el segundo productor nacional despues de Cusco
que produce 7,8 mil toneladas. Hasta antes de 1998 en la regién San Martin existian
aproximadamente 600 hectareas, la mayoria de ellas trabajadas con sistemas antiguos,
sembradas con semilla de baja calidad genética y sin ningdn tipo de aplicacion de

practicas agrondmicas eficientes. Hoy esa situacion ha cambiado y se cosechan entre



12 y 17 mil hectareas, principalmente en tres provincias, Tocache, Mariscal Caceres y

Huallaga, que concentran el 76 % de la produccion en la Region San Martin.

La produccion de cacao, posee varios factores limitantes en cuanto a la
produccion masiva como son: las condiciones climaticas, las plagas y enfermedades,
entre otros (Batista, 2009). Se estima que, en el Perd, la enfermedad mas importante

es la Mazorca negra causada por Phytophthora spp.

Gonzélez, (2011), menciona que las enfermedades fungosas que suelen atacar a
las plantaciones cacaoteras son: Antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides), el Mal
del machete (Ceratocystis fimbriata), el Mal de hilacha (Pellicularia koleroga), la
Mancha parda del fruto (Diplodia theobromae), la Mancha foliar (Alternariasp.,
Cercospora sp.), la pudricién radicular (Fusarium sp.), Botryodiplodia theobromae,
Roselinia o Pudricion de la raiz (Rosellinia  spp.), y la Buba o agalla (Fusarium
decemcellulare). Segun Galan, (2001), la Buba del cacao, es una enfermedad que se
manifiesta en forma de tumoraciones en las plantas afectando los cojines florales.
Puede presentarse como puntos verdes, floral, abanico, perilla, lobular y disco. Los
arboles afectados pueden tornarse improductivos.

c) Cultivo de maiz (Zea mays L.)

El maiz es el cereal de mayor distribuido a nivel mundial, y es por eso que ocupa
la tercera posicion en produccion, seguido por el trigo y el arroz. Segin Saicon,
(2007), los principales paises productores de maiz en Europa son Rumania, con una
producciéon de 8.9 millones de toneladas. Italia con 8.8 millones de toneladas y

Hungria con 5.8 millones de toneladas de grano. Seguido de América Latina.
Argentina es uno de los principales productores de maiz con el 8.7 % de la

produccién latinoamericana.

El maiz amarillo duro producido en San Martin, posee un alto valor proteico y
buena concentracion de caroteno a diferencia del maiz amarillo duro importado, por
lo que es apreciado por las principales empresas dedicadas a la industria avicola, que
minimizan el uso de harina de marigold en la alimentacion de sus aves para la
produccion de carne y huevos. EI maiz amarillo al igual que el cultivo de arroz es un
cultivo promisorio que se siembra en la Regidn con grandes extensiones cultivadas y

es de importancia econémica porque tiene una relevancia fundamental debido a que



forma parte de la cadena de maiz amarillo duro, avicultura, porcicultura. En San
Martin la produccién de maiz en el afio 2014 fue de 125,930 TM, la mayor
produccion lo obtuvo Picota con 46,633 TM seguida de Bellavista con 43,864 TM
(DRASAM, 2016).

En el maiz Fusarium spp., ocasiona marchitez desde plantulas hasta planta adulta,
causando generalmente pudriciones en los drganos vegetativos como hojas, tallo y
raiz. Segun Hernandez et al., (2007). Las semillas de maiz son importantes fuentes de
indculo de innumerables patdgenos, entre ellos de varias especies Fusarium. Para el
cultivo de maiz, las especies de Fusarium mas importantes en semilla son: F.
verticillioides, F. proliferatum, F. subglutinans (los 3 denominados previamente
como F. moniliforme), y en cuanto a F. graminearum, F. sporotrichioides, F.
oxysporum, F. solani y F. equiseti., de todos ellos F. verticilliodes y F. graminearum
son los mas frecuentes. La incidencia de F. verticilliodes, es alta (mayor al 20% vy
hasta 100%), en cambio la incidencia de F. graminearum es baja. En general F.
graminearum presente en un lote de semillas produce tizén de plantulas, las semillas

infectadas son eliminadas durante la limpieza.
d) Cultivo de café (Coffea arabica L.)

En la region San Martin, el cultivo de café se desarrolla bajo sistemas
agroforestales como una forma de agricultura sostenible, diversificad y en armonia

con el medio ambiente.

Durante el afio 2015 San Martin, fue primero en la produccion de café a nivel
nacional (24,6 %); la produccion de café fue de 58,4 mil toneladas volumen mayor en
2,7 % con respecto al afo anterior. Por su lado, las siembras de café en el periodo
agosto-diciembre de la campafia 2015-2016 totalizaron 793 hectareas inferior en 9,4
por ciento respecto al periodo de la campafia 2014-2015. La mayor produccion se
debe a la recuperacion de los efectos de la plaga de la roya amarilla. Las zonas de
produccidn son las provincias de Moyobamba, Rioja, Lamas, El Dorado, San Martin,
Picota, Bellavista, Huallaga, Mariscal Caceres y Tocache, donde se comercializa el
grano del café pergamino en diferentes calidades, desde el tipo convencional hasta el
de mejor calidad (organico). Las variedades son arabicas: Tipica, Caturra y Catimor.
(DRASAM, 2016). Actualmente segin el Diario Oficial del Bicentenario (EI



Peruano, 2018) [en linea], El café es el principal producto de agroexportacion del
Pert y, mas alla de las cifras frias, vale recordar que su produccion involucra a
agricultores de méas de 380 distritos en 17 regiones del pais. Se trata de una actividad
econOmica a la que se dedican mas de 220,000 productores en 330,000 hectareas en

nuestra inmensa geografia, principalmente en la selva central.
e) Cultivo de Platano (Musa spp).

El banano se cultiva en todas las regiones tropicales y tiene una importancia
fundamental para las economias de muchos paises en desarrollo. En términos de valor
bruto de produccion, el banano es el cuarto cultivo alimentario mas importante del
mundo, después del arroz, el trigo y el maiz. El banano es un alimento basico y un
producto de exportacion. Como alimento béasico, los bananos, incluidos los platanos y
otros tipos de bananos de coccidn, contribuyen a la seguridad alimentaria de millones
de personas en gran parte del mundo en desarrollo y, dada su comercializacion en
mercados locales, proporcionan ingresos y empleo a las poblaciones rurales. Como
producto de exportacion, el banano contribuye de forma decisiva a las economias de
muchos paises de bajos ingresos y con déficit de alimentos, entre los que figuran
Ecuador, Honduras, Guatemala, Camerun, Costa de Marfil y Filipinas. Es la fruta

fresca mas exportada del mundo en cuanto a volumen y valor.

En el afio 2015 San Martin ocup0 el primer lugar en produccion de platano (21,8
%). Ese afio la produccién fue de 465 mil toneladas, registrando un de 0,3 por ciento
respecto al afio 2014. Por su lado, las siembras de platano en el periodo agosto-
diciembre de la campafia 2015-2016 totalizaron 1,3 mil hectareas, mayores en 7,4 por

ciento frente a similar periodo de la campafia 2014-2015.
e Mal de Panama (Fusarium oxysporum f. sp. Cubense Raza 4).

Esta es una de las enfermedades mas agresivas que suele ataca a la familia de las
musaceas (Batlle & Peérez, 2009). Se desarrolla favorablemente en las regiones
tropicales (Moore et al., 1995), se estima que puede sobrevivir en residuos vegetales
y formar clamidosporas, para luego permanecer latentes en el suelo, en residuos
vegetales o en raices de hospederos alternantes, hasta por 30 afios y mas del 80% de
los bananos y platanos producidos en el mundo son susceptibles a Fusarium

oxysporum, f. sp. Cubense Raza 4, (Oirsa, 2009). Este hongo produce potentes



toxinas que ocasionan marchitez vascular, pudricion en semillas, pudricion de raices,

tallos, cormos y tubérculos (Belalcazar, 1991).
f) Sacha inchi (Plukenetia volubilis L).

Gillespie, (1993) menciona que el género Plukenetia comprende 17 especies de
distribucion pantropical, 12 en América, 03 en Africa, 01 en Madagascar y 01 en
Asia. Asi mismo el cultivo de Sacha inchi, es una planta que pertenece a la familia
Euphorbiaceae que cominmente se lo conoce como mani del monte, o mani del inca.
En el Perd se encuentra en estado silvestre en diversos lugares de San Martin,
Ucayali, Huanuco, Cuzco, Amazonas, Loreto y Madre de Dios. La region San Martin
se encuentra en toda la cuenca del Huallaga. Se estima que este cultivo crece en
suelos desde los 100 hasta los 2000 m.s.n.m.m. segin (Céspedes, 2016). Fue
cultivado también en la costa peruana en la época prehispanica y se han encontrado

semillas y representaciones.

En cuanto al problema fitosanitario Manco, (2006) manifiesta que el INIA
mantiene la coleccion mas importante de sacha inchi, en donde se concentra una
amplia variabilidad de ecotipos (47 entradas), habiéndose identificado materiales
genéticos promisorios por sus altos contenidos de aceite; sin embargo, tienen bajos
rendimientos y son altamente susceptibles a Meloidogyne sp. “nematodo del nudo de
la raiz”, principal problema fitosanitario, que ocasiona elevada mortandad de plantas
al segundo afio de produccidn, también se reportan dafios considerables por Fusarium

spp., en estado de plantula y en plantas adultas asociados a dafios por Meloidogyne

sp.
g) Aji dulce (Capsicum spp.)

El Peru es el pais con mas diversidad nativa de Capsicum cultivado en el mundo.
En los mercados locales no es raro encontrar variedades de las cinco especies
domesticadas como son: (C. annuum L., C. baccatum L., C. chinense L., C.
frutescens L., y C. pubescens), mientras que en otros paises comunmente se

encuentran variedades de dos o tres especies cultivadas.

Posee ciertos atributos, como son: capsaicinoides: es responsable para el grado de
picor de una accesion o variedad de aji (Luo et al., 2011); Flavonoides (suma de
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quercetina, luteolina kaempferol y apigenina): especificamente la quercetina, que es
uno de los compuestos antioxidantes mas potentes que se encuentran actualmente es
muy apreciado en la industria farmacéutica (Materska M., 2008). Capacidad
antioxidante (TEAC). Proteccién al organismo de la accidén de los radicales libres
(Medina-Juarez et al., 2012); Vitamina E (suma de tocoferoles, a, B y y). Tiene
propiedades antioxidantes con usos en la industria farmacéutica, cosmética,
alimenticia (Luo et al., 2011); Grasa, produccion de aceite para el mercado culinario
y aplicaciones industriales (Matth&us, 2009); Azucares (suma, fructosa, glucosa,
sacarosa): La sensacibn mas o menos dulce en los ajies contribuye a las

caracteristicas del sabor y a los valores nutricionales (Jarret et al., 2009).
h) Culantro castilla (Coriandrum sativum L.)

El cilantro es una planta aromética usada en algunos paises como planta
medicinal por lo que es cultivado intensivamente en paises del Sur de Asia, Europa
Central y los paises del mediterraneo. El principal productor de cilantro es la India
(Andhra Pradesh, Rajastan, Madhya Pradesh, Karnataka, Tamil Nadu y Uttar
Pradesh). Ademas de la India, el cilantro también se cultiva comercialmente en
Marruecos, Rumania, Bulgaria, Francia, Espafia, Italia, Paises Bajos, Myanmar,
Pakistan, Turquia, México, Canada, Argentina y Australia y, hasta cierto punto, en el
Reino Unido y EE.UU. La India es el principal exportador mundial de semillas de
cilantro con un 35.9% del total de las exportaciones mundiales en 2011. Es seguido
por Bulgaria con 27.9%, Marruecos (6.8%) y Canada (4.7%). En el continente
americano, México ocupa el segundo lugar detrds de Guatemala, segin (Sharma,
2012).

Pérez, (2017), menciona que la germinacion de este cultivo es epigea con raices
finas que generan muchas ramificaciones a partir de la raiz primaria. Tiene hojas
alternas mientras que su tallo es casi erecto y simpodial, y su inflorescencia es
cimosa, donde el eje principal por lo general produce una sola rama, pero en algunas
ocasiones genera varias ramas laterales en el nudo basal. Cada rama de la planta
termina en una inflorescencia. El color del tallo es verde y puede tornarse rojo o
violeta durante el periodo de floracion. El tallo de la planta madura es hueco y sus
partes basales pueden alcanzar un didmetro de hasta 2 cm. Asi mismo el cilantro

pertenece a la familia Umbelliferae; la siembra suele hacerse en forma directa, a
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chorro continuo y en hileras distanciadas a 20 cm, para facilitar su manejo y la
cosecha, dado que se comercializa como planta completa, ademas, se puede sembrar

durante todo el afio.

Las enfermedades que atacan a este cultivo son pocas, entre las mas comunes se
puede mencionar la pudricion de raices causada por Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia sp., y Phytium sp. Estas enfermedades suelen desarrollarse en
condiciones de alta densidad de siembra, humedad relativa alta y suelos con mal
drenaje; como también se podria considerar como un factor importante, es a causa del
monocultivo ya que la falta de rotacion cultural favorece la permanencia del

problema. Segun (Instituto de Investigaciones Agropecuarias- INIA, 2014).
i) Frijol Huasca poroto (Phaseolus sp).

Esta variedad es la especie mas conocida del género Phaseolus en la familia
fabaceae. Es una especie anual nativa de Mesoamérica y Sudamérica, y sus
numerosas variedades se cultivan en todo el mundo para el consumo, tanto de sus
vainas verdes como de sus semillas frescas o secas. Las legumbres son una fuente
esencial de proteinas y aminoacidos de origen vegetal y su consumo contribuye a una
dieta saludable, asi como a la prevencion y control de enfermedades como la diabetes,
las afecciones coronarias y el cancer. Otra de sus grandes ventajas es la propiedad que
tienen de fijar el nitrgeno en el suelo, lo cual contribuye a aumentar su fertilidad con
efectos positivos para el medio ambiente. Debe recordarse que el Peru es centro de
origen del Frijol (Phaseolus vulgaris L.), Pallar (Phaseolus lunatus L.) y Tarwi
(Lupinus mutabilis) concentrando, ademas, las principales legumbres que se cultivan

en Sudamérica, segun (Ministerio de Agricultura y Riego - MINAGRI, 2016).
Las principales enfermedades que atacan a este cultivo son:

e La Pudricion de la raiz; es influenciada por muchos factores bioticos y abioticos
que interaccionan durante su ciclo de crecimiento. Las enfermedades son uno de
los mayores factores bio6ticos que afectan la produccion de frijol. Muchos de los
organismos que causan estas enfermedades son portados por las semillas
derivadas de la contaminacion externa o por las propias semillas. La utilizacion
de semillas portadoras de enfermedades resulta en una germinacion pobre, poco

vigor de las plantas, bajas producciones y baja calidad de las semillas. Algunas
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plagas de insectos también afectan la calidad de las semillas y la germinacién de
las plantas debido al dafio que causan en la semilla en campo y el
almacenamiento. A continuacion, segun (Centro Internacional de Agricultura
Tropical-Colombia-CIAT, 2015). Como también dan a conocer que los sintomas
iniciales suelen aparecen como lesiones de color café rojizo, angostas y
longitudinales o rayas sobre los hipocotilos y raiz primaria a la primera y
segunda semana después de la emergencia de la plantula. A medida que la
infeccion se expande, las lesiones se juntan, se tornan de color café y extienden
por la superficie del suelo. Las lesiones pueden ser acompafiadas por fisuras o
grietas longitudinales. Las raices primarias y laterales frecuentemente son
separadas y mueren. La muerte de las raices primarias resulta en la formacion
hueca de la parte inferior del tallo.

e Marchitamiento, esta es otra enfermedad muy comun en los cultivos de Frijoles
y principalmente suele ser favorecida, por humedad relativa baja y altas
temperaturas durante periodos de sequias, asi también, cuando las plantas estan
afectadas. Los sintomas; son facilmente confundidos con los de la pudricién de
la raiz que ocasiona Fusarium sp., sin embargo, en plantulas, la infeccién causa
enanismo, marchitamiento y muerte. El hongo puede también causar lesiones de
agua en las vainas. El patdgeno penetra el tejido vascular de la raiz e hipocotilos,
produciendo una decoloracion rojiza a lo largo de la raiz, tallo, peciolos y
pedinculos. La infeccién causa el amarillamiento de las hojas bajas y puede
progresar hacia las de la parte superior, causando defoliacion prematura, segun

(Centro Internacional de Agricultura Tropical-Colombia).

1.3. Hongos fitopatdgenos

Los hongos son pequefios organismos productores de esporas, generalmente
microscopicos, eucarioticos, ramificados y a menudo filamentoso que carecen de clorofila
y que tienen paredes celulares con contenido de quitina, celulosa 0 ambos componentes y

se alimenta de organismos fotosintéticos (Agrios, 2005).

Cerca de dos tercios de las enfermedades de las plantas son causados por hongos. Se
estima que cerca de 10 000 especies, de las cuales la mayoria son saprofitos obligados,

pero cerca de 8 000 son fitoparasitos. Para que suceda una enfermedad, es necesario una
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completa interaccion de tres componentes: patdgeno, huésped y condiciones ambientales
favorables (Agrios, 2006).

Se considera que los hongos fitopatdgenos, son de naturaleza variada e incluyen virus,
bacterias, hongos, algas, plantas superiores y nematodos. Capaces de penetrar y establecer
una directa y compleja relacion parasitaria con su hospedero, considerada como

transmisores de enfermedades.

1.3.1. Mecanismos de infeccion en los hongos fitopatogenos.

Segun Jiménez, (2010), afirma que los hongos patdégenos muestran una especificidad
hacia el 6rgano al cual se unen de forma que, normalmente no atacan a todas las partes
de la planta hospedera; algunos colonizan partes aéreas mientras que otros infectan
raices. Justos estos hongos patdgenos emplean diferentes mecanismos para unirse a la

superficie de la planta hospedera.

En cualquier caso, la penetracion de hifas en la planta necesita del contacto y la
adherencia de las esporas y/o de la primera hifa que resulta de su germinacién a la
superficie vegetal. Es por ello que los mecanismos por los cuales este proceso se
consigue han sido poco estudiados. Un posible mecanismo consiste en la segregacion
de enzimas tales como cutinasas y esterasas que alteran la superficie vegetal facilitando

la adherencia.
1.3.2. Ecologia

Una de las caracteristicas principales que Fusarium posee, es que pertenece a un
género de hongos de distribucion visual, ubicuos y con gran importancia economica ya
gue son habituales fitopatdgenos. Su amplia distribucion se atribuye a su capacidad para
crecer en gran namero de sustratos y a su eficaz mecanismo de distribucidn; el viento y
la lluvia juegan un importante papel en su desimanacion. Se ha demostrado que las

esporas alcanzan una desaminacion hasta 400 km de distancia (Agrios, 2005).
1.3.3. Morfologia

Para llevar a cabo la clasificacion morfolégica del genero Fusarium, hay que tener
en cuenta las caracteristicas macro y microscépicas del microorganismo. El tipo de

micelio aéreo, pigmentacion y tasa de crecimiento de la colonia, asi como la ausencia o
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presencia de esporodoquios, esclerocios o estroma en diferentes medios son
caracteristicas basicas de identificacion. Se estima que el color que desarrollan depende
de la especie y puede variar desde blanco, crema, rojo, purpura, etc. EI micelio aéreo
suele ser abundante, que crece en agar papa glucosado (APG), utilizado en la

observacion de estructuras (Figueroa et al., 2010).

Se dice que las especies de este genero pueden producir tres tipos de esporas
asexuales llamadas macroconidias, microconidias y clamidosporas. EI macroconidio es

la espora principal en la caracterizacion.
1.3.4. Clasificacion taxondémica del género Fusarium sp.

Clasificacion taxonomica del género Fusarium segun (Hoog et al., 2000.) y (Leslie
& Summerell, 2006).

Division : Ascomycota
Subdivision : Pezizomycotina
Clase : Sordariomycetes.
Subclases : Hypocreomycetidae
Orden : Hypocreales
Familia : Hypocreaceae
Género : Fusarium
Espécies : Fusarium oxysporum

: Fusarium solani
: Fusarium verticillioides.
: Fusarium brachygibbosum, etc.

El género Fusarium, fue descrito por primera vez por Link en 1809, con el término
de esporas pluriseptadas fusiformes que crecen sobre estromas. Afios después, en 1821
el género fue validado por Fries, quien lo incluy6 en el orden Tuberculariae. Después
Wollenweber & Reinking en 1935, publicaron un trabajo sobre Fusarium. En este

trabajo estudiaron 1000 cepas de Fusarium y las organizaron en 16 secciones que se
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contenian en aquel entonces 65 especies, 55 variedades y 22 formas especiales. (Pardo
& Duran, 1999; Summerell et al., 2001).

1.4. Generalidades del género Fusarium.

El género Fusarium tiene una amplia distribucion en el mundo y una gran importancia
desde el punto de vista agricola y economico. ElI género Fusarium tiene 70 especies
descritas hasta la fecha y que al mismo tiempo estan agrupadas en 12 secciones. Cada
seccion es Unica, con un conjunto de especies relacionadas entre si. Casi en su totalidad
estas especies son parasitos de plantas y entre ellas se encuentran algunas de las méas
agresivas como agente patdgeno cuando atacan a los diversos cultivos agricolas por todo el

mundo, generando asi cuantiosas pérdidas econdmicas segun (Leslie & Summerell, 2006).

Agrios, (2005), sostiene que el género Fusarium es un hongo ascomycota (imperfecto),
patdégeno causante del marchitamiento vascular principalmente en vegetales y flores,

ademas recientemente se ha visto que es responsable de micosis en animales y humanos.

Fusarium ocasiona la marchitez y pudricion de la raiz de muchas plantas anuales, asi
como la cancrosis en arboles forestales; como también el marchitamiento vascular ataca
principalmente a una gran variedad de cultivos como (ajo, algoddn, arveja, banano,
brécoli, calabaza, cebolla, chile, fresa, linaza, melon, ornamentales- clavel, crisantemos,
gladiolos, tulipanes, repollo, tomate, etc.), econémicamente importantes alrededor de todo
el mundo (Orteneda et al., 2004).

Agrios, (2005), menciona que Fusarium sp., presenta especies fitopatdgenas muy bien
definidas como: Fusarium solani, Fusarium moniliforme, Fusarium roseum, Fusarium
lateritium y Fusarium oxysporum. La mayor cantidad de casos reportados por
marchitamiento vascular, son causados por este genero y son producidos por especies
relacionados al geénero Fusarium oxysporum; diferentes huéspedes son atacados por

diferentes formas especiales y/o especies de este hongo.

1.4.1. Identificacion morfoldgica

Para poder trabajar con conceptos morfologicos de hongos, hay que tener en cuenta
la plasticidad fenotipica, la ocurrencia de especies cripticas (especies que no pueden ser
distinguidas por caracteres morfoldgicos) y en formas patogénicas razas las cuales

requieren estudios adicionales. Del mismo modo las mutaciones genéticas pueden
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alterar caracteristicas morfoldgicas (Leslie & Summerell, 2006). Para algunas de las
especies de Fusarium es posible la identificacion por medio de caracteres morfoldgicos
y en otras se requiere de informacion adicional bioldgica y filogenética para la precision
de las identificaciones (Leslie & Summerell, 2006). La identificacion se realizo en base
a las claves taxonémicas de Bernet H.L. & Hunder B., (1998), Nelson et al., (1983),
Snyder, Wc., Hansen H.N (1940).

1.4.2. Interaccion Fusarium-planta

Al igual que otros fitopatdgenos este hongo emplea diversas estrategias de infeccion
para algunos casos patrones moleculares de infeccién. Fusarium tiene la capacidad de
sobrevivir en el suelo como micelio 0 como esporas en ausencia de sus hospedante si se
encuentra cerca de una planta hospedante la infeccion puede iniciar en las raices (Ma, et
al., 2013). Durante la fase invasiva muchos patégenos generan ambientes alcalinos o
acidificantes como una condicion favorable para su crecimiento, siendo algunos
organismos acidificadores y otros alcalinizadores (Prusky, 2003). La acidificacién a
través de la secrecion de 4&cidos organicos es una caracteristica de patdgenos
necrotroficos que provocan la muerte celular de forma répida y extensa, traduciéndose
en una necrosis del tejido (Cessna, 2000). Contrariamente, la alcalinizacion extracelular
se ha reportado para los organismos hemi-biotréficos como un evento fundamental

durante su primera etapa de infeccion (Prusky D. e., 2001).

Recientemente Masachis et al., (2016) demostraron que la alcalinizacion extracelular
es fundamental para la colonizacion satisfactoria de Fusarium oxysporum, el mismo que
produce y secreta un péptido homologo a los péptidos RALF (del inglés Rapid
Alkalinization Factor) encontrado primeramente en extractos proteicos de hojas de
tabaco (Pearce, 2001 a; Pearce, 2001 b) y en otras especies vegetales (Wu, 2007;
Germain, 2005; Mingossi, 2010; Morato do Canto, 2014).

El papel bioldgico de péptidos RALF en plantas esta asociado a una fuerte y rapida
alcalinizacion extracelular, aumento de ondas de calcio citosolico. (Pearce, 2001 g;
Haruta et al., 2008; Haruta et al., 2014) regulacion negativa de la expansion celular
(Covey, 2010; Mingossi, 2010; Matos, 2008; Srivastava, 2009) y crosstalk con &cido
abscisico (Chen, 2016). Haruta et al 2014; utilizando experimentos de fosfoproteoma

identificaron y descubrieron una proteina de membrana FERONIA como receptor del
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péptido RALF en plantas. La activacion del complejo RALF-FERONIA lleva a la
fosforilacion de otras proteinas, entre ellas una bomba de protones AHAZ2, la misma que
es inhibida durante su fosforilacién aumentando el pH extracelular. Plantas con pérdida
de funcion de la proteina FERONIA en Arabidopsis (fer4) mantiene un pH extracelular
mas acido en células de raiz, donde las bombas de protones AHAZ2 siempre estan
activas y de forma interesante estas plantas son resistentes a la invasioén de Fusarium

oxysporum.

1.5. Fusarium sp.

Es un hongo habitante del suelo que infecta a las plantas a través de las raices,
penetrando en forma directa o por heridas, su micelio asciende a través de los vasos
xilematicos. Es un organismo saprofito que puede permanecer en el suelo por tiempo
indefinido; se propaga principalmente como micelio, esporas o clamidosporas; puede ser
dispersado a través del agua de riego, equipo agricola, estructuras vegetativas y semillas de

algunas plantas (Agrios, 2005).

Hasta la fecha no se conoce el origen espontaneo de nuevas razas de Fusarium sp., en la
naturaleza, salvo que surgen irregulares e impredeciblemente, como también sabemos que
pueden producirse por mutagénesis, asi lo afirma (Booth, 1984). La “Forma specialis™ (f.
sp.) como las razas fisiologicas no son reconocibles morfoldgicamente, solo la inoculacién
y su comportamiento frente al hospedador permiten a este, su posible identificacion. A
pesar que raza fisioldgica y “forma specialis” no estan incluidos en ningun cédigo
internacional de nomenclatura. Esto a contribuye a identificar el grado de especificidad en
la relacion Hospedero — Patogeno. (Taylor et al., 1999). Crece rapidamente en agar papa
dextrosa a 25°C, produciendo un micelio algodonoso e incoloro al principio, pero
conforme adquiere una madurez se torna de color crema o amarillo palido y bajo ciertas
condiciones adquiere una tonalidad rosa palido, rojo o purpura (Diaz de Castro et al.,
2007).

1.5.1. Fusarium solani.

Distribucion geografica.

Regularmente aislado de los suelos en una variedad de ambientes. Un patégeno de

una gran cantidad de especies de plantas, especialmente arboles.
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Figura 1: Fusarium solani. A-D: Macroconidia; C-D: Microconidia in situ en CLA. A-D, Scala bar
=25 pm; E, scale bar = 100um; F — G, scale bar = 50 um. (Fuente: Leslie & Summerell, 2006).

Morfologia de la colonia en PDA.

Los cultivos de Fusarium solani generalmente son de color blanco a crema con
micelio escaso. Las esporas a menudo se producen en abundancia y pueden ser de
color crema, azul o verde. Muchos aislamientos no producen pigmentos en el agar,

aunque se pueden observar algunos pigmentos violetas o marrones.
Macroconidia.

e Esporodoquios: varian desde crema, azul o verde son comunes en los trozos de
hojas de clavel y en el agar contienen numerosos macroconidia (los
esporodoquios en crema generalmente contienen mas macroconidia que los
azules o verdes).

e Morfologia general: Relativamente ancha, recta y robusta.

e Morfologia celular apical: romo y redondeado.

e Morfologia de células basales: puede tener una forma de pie distinta o estar poco
desarrollada, de forma recta a casi cilindrica, generalmente con un extremo con
muescas o redondeado.

e NuUmero de septos: 5 a 7 septados.

e Abundancia: suele ser abundante en esporodoquios.
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Microconidios.

e Forma/septacion: Oval, elipsoide, reniforme y usiforme con 0 o 1 a
ocasionalmente 2 septos.

e Presentacion del micelio aéreo: Falsas cabezas.

e Células conidiogénicas: monofialidas, a menudo bastante largas.

e Abundancia: Abundante en los micelios aéreos.
Clamidosporas.

e Abundancia / Velocidad de formacion: Comunmente se forma abundante y
rapidamente, generalmente dentro de 2-4 semanas en CLA.

e Ubicacion: Puede ser intercalar en las hifas o formarse terminalmente en las
ramas laterales cortas, generalmente solos 0 en pares, pero ocasionalmente en
cadenas cortas.

e Aspecto: puede ser de forma ovalada u ovalada y de pared lisa o rugosa.

1.5.2. Fusarium moniliforme.

Distribucion geografica.

Es una especie cosmopolita, se caracteriza por ser predominante en zonas
tropicales y subtropicales. Su amplia distribucién geografica y rango de hospedante
son importantes econdmicamente en cultivos como: cafia de azlcar, maiz, cebada,
higo, esparrago, pino y trigo. Se caracteriza por producir sintomas como: marchitez,
pudricion de raiz, pudricién del tallo, pudricion de granos y mazorcas (Desjardins,
2006; Leslie & Summerell, 2006).

Morfologia de colonias en PDA.

Fusarium moniliforme forma micelio flocoso blanco que puede volverse violeta
grisdceo 0 magenta grisaceo con la edad. Los esporodoquios normalmente estan
ausentes, pero, si estan presentes, son palidos, el rango es bastante variable, variando
desde la ausencia de pigmentacion en el agar es muy variable, desde la no
pigmentacion o naranja grisaceo en algunos aislados hasta el violeta oscuro, violeta

0Scuro 0 magenta oscuro (casi negro) en otros.
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Macroconidia.

Los macroconidios se producen a partir de monofialidos en conidiéforos
ramificados en la esporodoquios y raramente, de monofialidos en hifas. Segun
Agrios, (2005), las macroconidias estan presentes, pero son escasas, Yy varian
levemente de su forma curva a casi rectas, de paredes delgadas. Las clamidosporas

estan ausentes

Microconidia.

Los microconidia se forman abundantemente en cadenas de monofialidas en
conidiéforos unidos o de monofialidas formadas directamente en las hifas. Los
microconidia son claviformes, usualmente unicelulares y tienen una base aplanada.
Los microconidia también se forman, pero con menos frecuencia, en flase-heads en

monofialides.

Clamidosporas.

Las clamidiosporas estan ausentes. Tenga en cuenta que las células a veces se

forman por F. moniliforme y se confunden con las clamidiosporas.

1.5.3. Fusarium equiseti.

B D

Figura 2: Fusarium equiseti. A-D: Macroconidia. Scala bar = 25 pum. (Fuente: Leslie & Summerell,
2006).
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Distribucion geogréfica.

Cosmopolita en areas que van desde frias y templadas hasta célidas y éridas,

principalmente como saprofitos o invasores secundarios.

Morfologia de la colonia en PDA.

Abundante micelio que inicialmente es blanco, pero se vuelve marron con la
edad. Las esporas se pueden formar en una masa de esporas centrales, pero pueden
no ser obvias, ya que pueden ser ocultadas por el micelio. La masa de esporas puede
ser de color naranja palido a marrén oscuro y pueden desarrollarse zonas en
respuesta a un ciclo de luz a oscuridad. Esta especie forma un pigmento de color
marron palido a marron oscuro donde la colonia se pone en contacto con el agar. Las
manchas de color marron oscuro o manchas de pigmento generalmente se forman en

el agar.
Macroconidia.

e Esporodoquios: color naranja. Encontrado en piezas de hoja de clavel en
Carnation leaf agar (CLA). Los macroconidios de los esporodoquios a suelen ser
uniformes en forma y tamafio y deben utilizarse con fines de identificacion para
este hongo.

e Morfologia general: larga a muy larga y delgada. Los macroconidios tienen una
curvatura dorsiventral tipica de las especies en la seccion Gibbosum.

e Morfologia de la célula apical: cénica y alargada o incluso latigo.

e Morfologia de células basales: forma prominente del pie que puede tener una
apariencia alargada.

e NuUmero de septos: generalmente de 5 a 7 septados.

e Abundancia: suele ser abundante en esporodoquios.

Microconidia.

(Nelson et al. 1983) notaron que algunos aislamientos de F. equiseti producen
microconidia; al igual que (Gerlach, 1982), incluyeron a F. scirpi en su definicion de
F. equiseti. Mencionan que F. equiseti como F. scirpi y en su descripcion del estado

de F. equiseti, solo se forman macroconidia.
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Clamidosporas.

e Abundancia / velocidad de formacion: por lo general, abundante después de 2-6
semanas con Carnation leaf agar (CLA).

e Ubicacion: En hifas aéreas e hifas en el agar.

e Apariencia: Se puede encontrar solo, en cadenas o en grupos. Aparece con el

tiempo un pigmento pardo y gruesas paredes verrugosas.

1.5.4. Fusarium tricinctum.
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Figura 3: Fusarium tricinctum. A-D: Macroconidia. Scala bar = 25 um. (Fuente: Leslie & Summerell,
2006).

Distribucion geografica.

Se ha aislado de diversos sustratos en muchas partes del mundo. Parece ser mas
comun en las partes templadas del mundo. Fusarium tricinctum crece rapidamente y
forma abundantes micelios densos que inicialmente son blancos, pero que se vuelven

de color rosa, rojo o parpura con la edad. Forma pigmentos rojos en el agar.
Macroconidia.

e Esporas: color naranja palido.

e Morfologia general: relativamente delgada y falcada a casi lunada.

e Morfologia de células apicales: curvadas y decrecientes.

e Morfologia de células basales: forma del pie bien desarrollada.

e NuUmero de septos: Predominantemente 3 pero ocasionalmente 4 a 5 septados.

e Abundancia: Relativamente abundante.
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Microconidios.

Forma / septacion: napiforme, oval, piriforme y ocasionalmente citriforme,
generalmente con 0 pero ocasionalmente 1 septa. Algunos microconidios pueden
tener papila en la base del microconidio.

Presentacion de micelio aéreo: cabezas falsas pequefias con algunos
microconidia que pueden agruparse y aparecer como un racimo de uvas.

Células conidiogénicas: monofialidas.

Abundancia: Abundante en los micelios aéreos.

Clamidosporas.

Abundancia / Velocidad de formacion: se forma solo ocasionalmente por
algunos aislamientos, y cuando se forma no es Util como carécter de diagndstico.
Las cepas que forman clamidosporas a menudo lo hacen muy lentamente, por lo
general requieren seis 0 mas semanas de incubacion en CLA.

Ubicacién: Puede ser intercalar, terminal o en ramas laterales cortas. Por lo
general, en hifas, ya sea individualmente o en cadenas.

Apariencia: Globosa con una pared exterior lisa que se vuelve marrén con la
edad.

1.5.5. Fusarium lateritium.
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Figura 4: Fusarium lateritium. A-D: Macroconidia. Scala bar = 25 um. (Fuente: Leslie & Summerell,

2006).
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Se entiende que Fusarium lateritium, es un complejo de especies y que
probablemente con tiene varios taxones que deben resolverse y caracterizarse. Al
mismo tiempo, F. denticulatum y F. circinatum se clasificaron como F. lateritium
varios investigadores han descrito varias especies y formas especiales, pero la
nomenclatura sigue sin resolverse y las relaciones filogenéticas en general no estan bien
exploradas.

Fusarium lateritium tiene una enzima de cianuro hidratasa, que puede ser util para la
biorremediacion de sitios contaminados con cianuro o nitrilos segun (Brown, 1995) y
(Nolan, 2003). También tiene actividad de dimetilsulfoniopropionato liasa que podria
permitirle degradar la hojarasca en las marismas de agua salada (Bacic, 1998) y una
actividad pectinasa suficiente para ser potencialmente Gtil en la retenciéon de lino
(Henriksson, 1997).

Morfologia de las colonias en PDA.

Fusarium lateritium es una especie de crecimiento lento que presenta una
considerable variacion. Se acepta aqui como una especie compleja segin (Snyder &
Hansen, 2006). En los cultivos forma micelio blanco muy disperso, naranja palido o
rosa palido. Se producen abundantes macroconidios en esporodochia confluente de
color naranja péalido, naranja rojizo o rosa palido sobre la superficie interna de la
colonia. Algunos aislamientos producen un pigmento anaranjado rojizo en el agar,

mientras que otros no estan pigmentados.
Macroconidia.

e Esporas: abundan esporas de color naranja palido cerca de los trozos de hojas de
clavel en CLA (Carnation leaf agar). En algunos cultivos, la espora puede ser
casi confluente a través de la superficie del agar, lo que le confiere un aspecto
ViSCO0SO0.

e Morfologia general: media-larga, delgada y relativamente recta a suavemente
curvada con paredes paralelas para la mayor parte de la longitud de la espora.

e Morfologia celular apical: anzuelo o pico caracteristico.

e Morfologia de células basales: forma de pie 0 muesca.

e NuUmero de septos: varia de 4 a 7 septados, pero predominantemente de 5

septados.



25

e Abundancia: Abundante en esporodochia.
Microconidios.

e Forma/ septacion: Elipsoide, huso o en forma de palo. 0 a 3 septados.

e Presentacion del micelio aéreo: individualmente.

e Células conidiogenicas: monofialidas.

e Abundancia: Generalmente ausente, pero en algunos casos puede estar presente

en abundancia.
Clamidosporas.

e Abundancia / Velocidad de formacion: generalmente presente, pero no es un
rasgo taxonémicamente util. La velocidad con que se forman las clamidosporas
varia segun la tension; algunos pueden ser bastante rapidos (2-3 semanas) y
otros pueden ser bastante lentos (6 semanas) con el CLA.

e Ubicacion: Intercalar en hifas sumergidas y aéreas.

e Apariencia: individualmente o en cadenas.

1.6. Agentes tampones y quelantes.
A. Agentes tampones:

Solucién tampon, es una mezcla en concentraciones relativamente elevadas de un
acido y su base conjugada, es decir, sales hidroliticamente activas. Tienen la
propiedad de mantener estable el pH de una disolucién frente a la adicion de
cantidades relativamente pequefias de acidos o bases fuertes. Este hecho es de vital
importancia en diversos contextos en donde es necesario mantener el pH en un
umbral estrecho, por ejemplo, con un leve cambio en la concentracion de

hidrogeniones en la célula se puede producir un paro en la actividad de las enzimas.

Se puede entender esta propiedad como consecuencia del efecto ion comdn y las
diferentes constantes de acidez o basicidad: una pequefia cantidad de acido o base
desplaza levemente el equilibrio acido-base débil, lo cual tiene una consecuencia

menor sobre el pH.
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Cada sistema buffer tiene su propio rango efectivo de pH, el cual dependera de la
constante de equilibrio del acido o base empleado. Son importantes en el laboratorio
y en la industria, y también en la quimica de la vida. Tampones tipicos son el par
amoniaco-cation amonio, &cido acético-anion acetato, anidon carbonato-anion
bicarbonato, &cido citrico-anion citrato o alguno de los pares en la disociacion del

acido fosforico.
B. Agentes quelantes:

Los agentes quelantes, también conocidos como antagonistas o secuestradores de
iones, son sustancias que tienden a constituir sustancias complejas junto a iones
metélicos de metales pesados. A dichos compuestos complejos se les denomina
quelatos, un término procedente del griego chele, cuyo significado es garra, pues es
precisamente la forma que adoptan estas sustancias, una forma de garra que atrapa el
metal. Quizas la aplicacion mas relevante de los agentes quelantes es conseguir librar

de la toxicidad a los metales pesados para los organismos vivos.

Un ejemplo de esta solucion  quelante  tenemos: El &cido
etilendiaminotetraacetico, también denominado EDTA o con menor
frecuencia AEDT, es una sustancia utilizada como agente quelante que puede crear
complejos con un metal que tenga una estructura de
coordinacion octaédrica. Coordina a metales pesados de forma reversible por cuatro
posiciones acetato y dos amino, lo que lo convierte en un ligando hexadentado, y el
mas importante de los ligandos quelatos. Férmula: CLOH16N208; Peso mol: 292.24;
Solubilidad en agua: Soluble en medio basico y Densidad: 0,86 g/cm3,


https://es.wikipedia.org/wiki/Agente_quelante
https://es.wikipedia.org/wiki/Metal
https://es.wikipedia.org/wiki/Octa%C3%A9drica
https://es.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica_de_coordinaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Metales_pesados
https://es.wikipedia.org/wiki/Acetato
https://es.wikipedia.org/wiki/Amino
https://es.wikipedia.org/wiki/Ligando
https://es.wikipedia.org/wiki/Ligando_quelato

CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS

2.1. Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo paramétrica y descriptiva (Investigacion Bésica).

2.2. Nivel de investigacion

El nivel de investigacion es Descriptiva — Explicativa, ya que se describe y explica el
efecto de Fusarium spp., y su interaccion sobre la disponibilidad de pH y calcio
extracelular en condiciones de laboratorio, dentro del tipo, biotecnologia, proteccion de

cultivos, bioprospeccion y recursos genéticos.

2.3. Disefio de investigacion

El disefio de la investigacion es experimental, realizado en condiciones de campo y
laboratorio, estableciendo experimentos independientes para el estudio de cepas Fusarium
con la disponibilidad de pH y calcio extracelular, ademas de un disefio experimental para

cada estudio.

2.4. Poblacién y Muestra

2.4.1. Poblacién.

La poblacion para el muestreo de plantas con tejidos enfermos de los cultivos de:
sacha inchi, cacao, café, platano, aji dulce, arroz, maiz amarillo duro en grano, frijol
huasca poroto, culantro castilla y entre otros cultivos, fue considerada toda el area de
los sistemas agricolas de las provincias de San Martin (localidad: Morales-el sector
Bijao), Bellavista (localidad: Vainilla, Limon y Utcubamba), Picota (localidad: San
Hilarién) Lamas (localidad: Aucaloma y Pachilla) y El Dorado (localidad: San Juan de

Talliquihui, Shucshuyacu y Leticia).

2.4.2. Muestra.

En los ensayos de caracterizacion, pH y calcio, se utilizé 18 especies Fusarium que
fueron identificadas mediante claves taxonomicas, siguiendo un protocolo de
purificacion y obtencion de cultivos puros. Lo cual es un estimado del 10% de la
poblacion afectada en los cultivos de: Sacha inchi, cacao, café, platano, culantro, aji
dulce, maiz, frijol huasca poroto y arroz, presentes en los ecosistemas agricolas de las

provincias mencionadas anteriormente.
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2.5. Sistema de hipotesis

2.5.1. Modulacion de pH.
Ha: Al menos una condicion de pH afecta el crecimiento micelial de Fusarium spp.,

aislados en cultivos agricolas de importancia en la Regién San Martin”

Ho: No existe influencia del pH en el crecimiento micelial de Fusarium spp., aislados

en cultivos agricolas de importancia en la Region San Martin™.

2.5.2. Secuestro de Ca™".
H.: Al menos una condicion de EDTA afecta el crecimiento micelial de Fusarium

spp., aislados en cultivos agricolas de importancia en la Region San Martin”

Ho: No existe influencia de EDTA en el crecimiento micelial de Fusarium spp.,

aislados en cultivos agricolas de importancia en la Region San Martin”.

2.6. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Los datos fueron obtenidos de fuentes primarias y para conseguirlos se utilizaron las

siguientes técnicas e instrumentos:

2.6.1. Técnicas.

e Obtencién y andlisis de datos campo, como: produccién agricola de las
principales provincias de la region, enfocada en nueve cultivos de importancia,
como, cacao, café, sacha inchi, arroz, platano, maiz, culantro castilla, frejol y aji
dulce, georreferenciacion de cada lugar de muestreo.

e Observacional, como: identificacion del lugar de las parcelas de colecta

sembradas por los agricultores, la cual sirvieron como muestreo.

2.1.1. Instrumentos.
e Ficha de diagnostico situacional de cada provincia.
e Cuaderno de notas.

e Archivo de datos.

2.7. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Para la identificacion de especies Fusarium, se emple6 un analisis descriptivo de
observacién morfoldgica auxiliado por claves taxondmicas sugeridas por (Leslie y
Summerell et al., 2006); Bernet H.L. & Hunder B., (1998), y Nelson at al., (1983), y
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Snyder, Wc., Hansen H.N (1940).Para los experimentos de modulacién iénica del pH y
Ca'" en el medio, se empled un disefio completamente al azar (DCA), con tres tratamientos
(T1, T2y T3) para la prueba de pH y cinco tratamientos para la prueba de disponibilidad de
calcio extracelular (To, Ty, T2, T3 y T4). Cada especie Fusarium fue sometido a estos
tratamientos descritos anteriormente. Para obtener una mejor validez en la obtencion de
datos, fueron realizados tres experimentos independientes a cada estudio con 20
repeticiones (1 repeticion = 1 micelio). Los promedios de cada experimento independiente
(3 promedios/tratamiento), fueron tabulados en hojas de calculo Excel, siendo procesados
y analizados mediante un test de comparacion de medias (Tukey, P<0,01). Para realizar

este analisis se utilizo el paquete estadistico InfoStat (version 2012e; Cordoba, Argentina).

2.8. Descripcion de los experimentos

2.8.1. Evaluacion del efecto del pH, sobre el crecimiento micelial de Fusarium sp.

Para evaluar el efecto del pH sobre el crecimiento micelial de los aislamientos puros
de Fusarium spp., se tuvo que realizar experimentos de crecimiento micelial sobre un
sistema de time lapse adaptandolo a un estereomicroscopio. Discos de inéculo a partir
de cepas puras reactivadas fueron transferidos a medio semisolido de PDA (papa,
dextrosa y agar) tamponado a diferentes valores de pH (5; 6 y 7) e incubados por 36
horas. Enseguida fueron llevados a observacion al estereomicroscopio y una vez
localizados los micelios a monitorear, estos fueron evaluados en un sistema de registro
automatico de imagenes secuenciales (time-lapse) por 0; 5; 10; 15; 20; 25 y 30 minutos.
Las imagenes fueron adquiridas en formato tif y trabajadas en una computadora
estacionaria de alta gama usando el software de libre acceso imageJ (https://fiji.sc/). La
permanencia del pH ante cualquier eventualidad de cambio idnico fue garantizada
mediante el tamponamiento del medio PDA con “acido 2- (N- morfolino)
etanosulfonico” (MES) a 1 mM. Este proceso de evaluacion se puedo apreciar desde la
(Figura 33, hasta la Figura 68) (Tabla 1).


https://fiji.sc/
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Tabla 1:

Distribucion de tratamientos para el estudio de modulacion de pH en 18 aislamientos
provenientes de nueve Cultivos Agricolas.

TRATAMIENTOS

CULTIVOS ESPECIES T,.pH5 TppH6  TapH7
Especie 1 X X X
Cacao -CCN51 Especie 2 X X X
- Especie 3 X X X
Sacha inchi Especie 4 % X X
. Especie 5 X X X
Aji dulce Especie 6 X X X
Arroz: Esperanza 'y Especie 7 X X X
Conquista Especie 8 X X X
. Especie 9 X X X
Café Especie 10 X X X
Platano Especie 11 X X X
Especie 12 X X X
Frijol Huasca Especie 13 X X X
poroto Especie 14 X X X
Maiz amarillo duro Especie 15 X X X
en grano Especie 16 X X X
. Especie 17 X X X
Culantro castilla Especie 18 X X X

Fuente: Elaboracion propia.

2.8.2. Evaluacion del efecto de calcio sobre el crecimiento micelial de Fusarium
sp.

Para evaluar el efecto del Ca™ sobre el crecimiento micelial de los aislamientos
puros de Fusarium spp., fueron realizados experimentos de crecimiento micelial sobre
un sistema de time lapse adaptado a un estereomicroscopio. Discos de inéculo a partir
de cepas puras reactivadas fueron transferidos a medio semisélido de PDA (papa,
dextrosa y agar), es aqui donde se realiza el secuestro del calcio extracelular del medio
PDA sin tamponar, esto fue posible mediante la adicion de diferentes concentraciones
del agente quelante &cido etilendiaminotetraacético (EDTA). Las concentraciones
empleadas de EDTA fueron a razon de 0; 1; 10; 20 y 100 mM respectivamente e
incubados por 36 horas. Enseguida fueron llevados a observacion al estereomicroscopio
y una vez localizados los micelios a monitorear, estos fueron evaluados en un sistema
de registro automatico de imagenes secuenciales (time-lapse) por 0; 5; 10; 15; 20; 25 y
30 minutos. Las iméagenes fueron adquiridas en formato tif y trabajadas en una

computadora estacionaria de alta gama usando el software de libre acceso imageJ
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(https://fiji.sc/). Este proceso de evaluacion se puedo apreciar desde la (Figura 69, hasta
la Figura 104) (Tabla 2).

Tabla 2:

Distribucién de tratamientos para estudio de secuestro de calcio en 18 aislamientos
provenientes de nueve Cultivos Agricolas.

TRATAMIENTOS

T.,=PDA+ T,=PDA+ T;=PDA+ T,=PDA+
ImM 10mM 20mM 100mM

CULTIVOS ESPECIES To=

PDA EDTA EDTA EDTA EDTA

Cacao Especie 1 X X X X X

Especie 2 X X X X X

Sacha inchi Especie 3 X X X X X

Especie 4 X X X X X

Aji dulce Especie 5 X X X X X

Especie 6 X X X X X

Arroz, Especie 7 X X X X X
variedad:

Esperan_za y Especie 8 X X X X X
Conquista

Café Especie 9 X X X X X

Especie 10 X X X X X

Platano Especie 11 X X X X X

Especie 12 X X X X X

Frijol huasca Especie 13 X X X X X

poroto Especie 14 X X X X X

Maiz Especie 15 X X X X X

amarillo Especie 16 X X X X X

Culantro Especie 17 X X X X X

castillas Especie 18 X X X X X

Fuente: Elaboracion propia.

2.9. Metodologia

2.9.1. Localizacién del experimento.

El trabajo de investigacion se desarrolld en el “Laboratorio de Biologia y Genética
Molecular (LBGM)”, ubicado en la “Facultad de Ciencias Agrarias” de la Universidad
Nacional de San Martin - Tarapoto (UNSM-T). Fue establecido bajo condiciones

controladas en laboratorio; con temperatura minima 25°C y maxima de 27°C.


https://fiji.sc/

Figura 5: Ambientes del trabajo de investigacion. A) Cabina de flujo laminar en donde se realizan las
siembras con las cepas puras de Fusarium sp., en diferentes medios de cultivos como papa dextrosa
agar (PDA), pruebas de pH y calcio; B) Ambientes del Laboratorio de Biologia y Genética Molecular.
(Fuente: fotos de Hugo Coz).

2.9.2. Ubicacion Politica.
Distrito : Morales
Provincia : San Martin

Departamento : San Martin

2.9.3. Ubicacién Geogréfica.
Latitud Sur : 06°3528"
Longitud Oeste : 76°18'47"
Altitud : 230 m.s.n.m.m

2.9.4. Zonas de colecta de muestras bioldgicas.

Se ubicaron sistemas agricolas al azar en localidades de la Region San Martin; tan
solo en 5 provincias se logré localizar la mayor incidencia de ataque por Fusarium spp.,
dichas muestras extraidas de material vegetal infestado; fueron procedentes de las
provincias de: Picota (localidad: San Hilarién), San Martin (localidad: Morales-el sector
Bijao), Bellavista (localidad: Vainilla, Limon y Utcubamba), Lamas (localidad:
Aucaloma y Pachilla) y El Dorado (localidad: San Juan de Talliquihui, Shucshuyacu y
Leticia). Todas las muestras y los experimentos fueron trabajados en las instalaciones
del Laboratorio de Biologia y Genética Molecular — Facultad de Ciencias Agrarias de la
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Universidad Nacional de San Martin - T, en el Distrito de Morales, Provincia San

Martin, Departamento de San Martin.
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Figura 6: Mapa de Region San Martin, indicando las zonas en donde se muestrearon los nueve sistemas
agricolas para identificar especies del género Fusarium spp. (Fuente: Laboratorio de Biologia y Genética
Molecular).

2.9.5. Fases de ejecucion del proyecto.
A. Fase de campo.

Para nuestro estudio fueron considerados los cultivos de Sacha inchi (Plukenetia
volubilis L.), Cacao (Theobroma cacao L.), Arroz (Oryza sativa), Frijol Huasca
poroto (Phaseolus sp.), Aji dulce (Capsicum sp.), Café (Coffea arabica), Maiz
amarillo duro (Zea mays), Platano (Mussa sp.) y Culantro castilla (Coriandrum
sativum). Como hospederos potenciales para especies Fusarium, ademas de ser
considerados como importantes en la region San Martin. Antes de iniciar la colecta
de muestras se tuvo en cuenta las siguientes consideraciones: A) Explorar la

informacién necesaria sobre diversas especies Fusarium spp., y su sintomatologia
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fenotipica en diversos cultivos; B) Realizar la colecta de muestras de material
vegetativo sintomatoldgico en: raices, tallos, pseudotallos y granos, todos estos con
aparente sintomatologia por ataque de Fusarium spp., C) Realizar la
georreferenciacion de cada punto de colecta. Tal como se muestra en la figura 7.

Figura 7: Proceso de colecta, de material vegetativo con sintomatologia de Fusarium spp. A) Plantas
de frijol huasca; B) Planta de café; C) Planta de cacao; D) Campo de arroz; E) Cultivo de sacha inchi;
F) Pseudotallo de platano; G) Cultivo de maiz; H) Cultivo de culantro castilla; 1) Cultivo de aji dulce.
Material recolectado de las 5 provincias. (Fuente: fotos de Hugo Coz).

B. Fase laboratorio.

e Esterilizacion de materiales y equipos de laboratorio.

Medios de cultivo como PDA (Papa Dextrosa Agar), materiales de metal y
vidrio fueron esterilizados en una autoclave por 20 minutos a una temperatura de

121°C y a una presion de 15 psi.



35

Figura 8: Proceso de Esterilizacién de materiales y equipos de laboratorio. A) PDA dentro de las
rejillas listas para autoclavar; B) Autoclavado de material y equipos. (Fuente: fotos de Hugo Coz)

¢ Desinfeccion de material vegetal recolectado de campo.

Muestras de cultivos agricolas con sintomatologias, fueron desinfectadas
superficialmente por inmersién en hipoclorito de sodio al 1% por un tiempo de 2
a 3 minutos, posterior a ello se procedié a colocar la muestra vegetativa en
alcohol al 70% por 30 segundos, segun (Sykes, 1969) con modificacion. Para
calcular dicha concentracion, se emple6 el siguiente calculo matematico: C,V1=
C,V,; con esta férmula se calcula el volumen deseado con el que se desea

trabajar. Segun (Leslie y Summerel, 2006).
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Figura 9: Proceso de desinfeccion de material vegetativo recolectado en sistemas agricolas. A)
Material vegetal recolectado de sistemas agricolas; B) Material vegetal lavados y colocados en
placas de plastico; C) Llenado de alcohol al 70% en placas de plastico; D) Columnas repartidas
listas para realizar desinfeccién con: Hipoclorito de sodio. (Fuente: fotos de Hugo Coz).

¢ Aislamiento y obtencion de cultivos puros.

Fueron procesadas un total de 40 muestras obtenidos en los nueves cultivos
agricolas citados anteriormente. Muestras de tejidos desinfestados
superficialmente fueron colocados en placas de Petri conteniendo el medio semi-
solido PDA e incubados a temperatura ambiente. Luego de tres a cuatro dias de
incubacién, fueron realizados aislamientos monospoéricos para su purificacion y

caracterizacion.
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Figura 10: Proceso de Aislamiento y obtencion de cultivos puros. A) Siembra de muestras
infestadas en PDA; B) Conservacion de placas en la incubadora BOD; C) Cepas puras de
Fusarium sp., obtenidas de material vegetal infestado en campo; D) Identificacién de Fusarium
spp. (Fuente: fotos de Hugo Coz).

¢ ldentificacion de género y especies.

Aislamientos puros fueron caracterizados morfolégicamente utilizando un
microscopio compuesto Eclipse Nikon con aumentos de 10X, 40X y 100X.
Caracteristicas de micelio, ornamentaciones, conidiéforos, microconidias y
macroconidias fueron contrastadas con las claves taxonémicas sugeridas por
(Barnett y Hunter, 1998), (Snyder y Hansen, 1940), asi como la de Nelson P.
Toussoun T. Marasas W, (1983); durante esta etapa se contd con la ayuda de una
experta en la identificacion de especies (Blgo. Karina Rivas).
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Figura 11: Proceso de Identificacion del género Fusarium sp. A) Extraccion micelial de
Fusarium; B) Laminas porta objetos con micelio de Fusarium; C) Laminas porta y cubre objetos
con micelio de Fusarium sp.; D) Observando las laminas; E-F) Macroconidias y microconidias de
Fusarium sp., Observadas en aumento 40x. (Fuente: fotos de Hugo Coz).

e Conservacion de cepas puras de Fusarium sp., a — 32°C, en medio liquido
dentro de tubos criogénicos.

Cepas puras fueron conservadas a -32 °C, para posteriores estudios. Cepas
puras e independientes fueron cultivadas en agitacion por 48 horas en medio PDA
liquido, después de haber obtenido el cultivo, 1 mL del mismo fue combinado con
1 mL de glicerol al 30%, mezclados homogéneamente y colocados en

conservacion a -32°C. (Borges et al., 2009).
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Figura 12: Proceso de conservacion de cepas de Fusarium sp. A) Shaker; B) Materiales para
conservar Fusarium sp., en medio liquido: glicerol al 30%, frascos criogénicos de 2ml, Pipeta,
mechero de alcohol, piseta, alcohol al 70%, Frasco porta criogénicos ; C) Matraces Erlenmeyer de
250 ml con PDL; D) Extraccion de medio liquido PDL mas Fusarium sp., E) Introduciendo unas
gota demedio liquido PDL méas Fusarium sp., dentro del frasco criogénico; F) PDL extraido del
shaker; G) Porta frascos criogénicos, H) Descarte de microtubos contaminados con Fusarium sp.,
en hipoclorito de sodio al 1%; 1) Frascos criogénicos listos para ser guardados dentro del
refrigeracion a -32 °C. (Fuente: fotos de Hugo Coz).

e Preparacién del medio de cultivo, para las pruebas de pH.

Para la preparacion de medio se siguié basicamente el mismo protocolo
establecido en laboratorio, propuesto por (Mondico, 2009) con modificacién; que
consiste en: para un litro de medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) se
necesitd: 2509 de papa variedad Huayro, 20g de dextrosa anhidra grado
microbioldgico, 15¢g de agar bacterioldgico, vasos de precipitacion, agua destilada
estéril (ADE), recipiente de plastico, colador, cuchara, cuchillo, frascos de vidrio

de 1000 ml y un horno microondas. Con la diferencia que se estandarizé pH: 5; 6
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y 7, con tampon MES (acido 2-etanosulfonico; para que se mantenga fijo el pH) y

luego se esterilizo.

Figura 13: Materiales y equipos para la prueba de pH. A) Frascos de vidrios de 500 mL Agar 7.5
g, dextrosa 10g, MES o tampon 0.097g., balanza analitica, B) Vasos de vidrio mas caldo de papa;
C) Potenciémetro, agitador magnético, Lector de pH, reactivos para bajar o subir el pH (HCl y
NaOH); D) PDA tamponeado, con diferentes rangos de pH (5, 6 y 7). (Fuente: fotos de Hugo
Coz).

e Preparacion de medio de cultivo, para las pruebas de Test de calcio.
Para la preparacion de medio también se siguié el mismo protocolo establecido

en laboratorio, descrito en el item anterior con la diferencia que se estandarizé a



41

pH: 6,3, y se agregd un agente quelante EDTA (acido etilendiaminotetraacético)

ademas de un control sin quelante posterior a ello se esterilizo. Segun (Leslie y

Summerel, 2006); con modificacion.

Figura 14: Proceso de preparacion de medio de cultivo, para la prueba de calcio; A) EDTA (&cido
etilendiaminotetraacético), Agar y Dextrosa; B) Frascos de vidrio con caldo de papa; C)
Peachimetro o medidor de pH; D) PDA + EDTA, con diferentes dosis (LIMm, 10mM, 20Mm,
100mM vy el control). (Fuente: fotos de Hugo Coz).

2.9.6. Sistema de Time-lapse.

El time-lapse es una técnica fotogréfica que consiste en crear videos a partir de una
serie de fotografias realizadas a unos intervalos de tiempo determinados. De esta
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manera, se puede apreciar mejor la evolucion gue se produce en determinados procesos
muy lentos e imperceptibles al ojo humano, ya que permite visualizarlos mas

rdpidamente y en su totalidad.

En estos sistemas, las muestras bioldgicas se cultivan directamente en un dispositivo
que captura imagenes a intervalos de tiempo preprogramados, las cuales seran
posteriormente procesadas y transformadas en una secuencia de video, a partir de la
cual se podran extraer datos morfologicos, dinamicos y cuantitativos (Wong et al.,
2013).

La configuracion de la plataforma para el registro de iméagenes fue configurada de la

siguiente manera.

e Se obtuvo el Script  libre  de la  siguiente  direccion:
https://www.autoitscript.com/site/autoit/. Después de instalarlo fue realizada la
programacion del tiempo en 300 000 milisegundos, equivalente a 5 minutos), de
igual manera en el mismo script se colocd el nombre del software con quien
podria tener la conexion (para nuestro caso vinculamos al software ZEN.

e La computadora que contenia el script configurado fue acoplada a la cdmara del
estereomicroscopio Carls Zeis modelo Stemi 508.

e Enseguida fue ejecutado el software ZEN (propio del estereomicroscopio), hasta
conseguir visualizar en el computador los micelios presentes en el campo de
observacion. EI campo seleccionado fue modulado hasta obtener un buen foco.

e Obtenido un buen enfoque de la imagen, fue ejecutado el script para el registro
de imégenes a cada cinco minutos. Todas las iméagenes adquiridas en formato tif
fueron almacenadas en un disco externo, previa configuracion en el mismo
software ZEN.

2.10. Variables evaluadas

2.10.1. Caracterizacion de cepas Fusarium.

Se caracterizaron 18 cepas Fusarium, las cuales previamente fueron identificadas a
nivel de especie. La caracterizacion consistié en reactivar en medio de cultivo PDA
cada cepa identificada (que se encontraba en conservacion), y poner a incubacion en 25
°C en una cdmara de crecimiento, durante un lapso de 4 a 15 dias (dependiendo de la

especie), posteriormente se tomaron fotografias de la placa Petri, conteniendo el cultivo
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desarrollado, luego se tomaron fotografias de las estructuras reproductivas, como: hifas,
macro y micro conidias y clamidosporas (si hubieran) de cada cepa, todo esto con la

ayuda de un microscopio trinocular con cdmara incorporada.

2.10.2. Efecto del pH, sobre el crecimiento micelial de Fusarium sp.

Para este experimento, se considerd en evaluar el crecimiento micelial en tres
condiciones diferentes de pH (5, 6 y 7) los mismos que fueron inducidas en medio PDA
y estabilizada por el agente tampdn MES (&cido 2-etanosulfénico). Las evaluaciones se
llevaron a cabo a las 36 horas, después de haber realizado la incubacién de las cepas
puras, en los diferentes rangos de pH, posterior a ello se program0é las tomas fotografias
automaticas cada 5 minutos hasta cumplir los 30 minutos previstos por tiempo de
evaluacion, para cada muestra; mediante la manipulacion de un script “Autoit” en un
estéreo microscopio con cdmara incorporado a una laptop. Al final se tuvieron 7
fotografias por tiempo de evaluacién, en la cual una hifa representd una repeticion,
obteniendo gran cantidad de hifas que fueron secuenciales en su desarrollo. Al final se

registro el crecimiento en um por cada cepa estudiada.

2.10.3. Efecto de calcio sobre el crecimiento micelial de Fusarium sp.

Para determinar el efecto del Calcio, se considerdo fundamental en evaluar el
crecimiento micelial en cuatro condiciones diferentes de calcio, aplicando agente
quelante EDTA a razon de (1; 10; 20 y 100 mM) maés un control sin quelante, la cual
fue inducida en medio PDA. Las evaluaciones se llevaron a cabo a las 36 horas después
haber transcurrido la incubacién de las cepas puras, en las diferentes concentraciones de
EDTA, tomando fotografias automaticas cada 5 minutos hasta cumplir los 30 minutos
previstos por tiempo de evaluacion para cada muestra; mediante la manipulacion de un
script “Autoit” en un estéreo microscopio con camara incorporado a una laptop. Al final
se tuvieron 7 fotografias por tiempo de evaluacién, en la cual una hifa representd una
repeticion, obteniendo gran cantidad de hifas que fueron secuenciales en su desarrollo.

Al final se registro el crecimiento en um por cada cepa estudiada.



CAPITULO I11

RESULTADOS Y DISCUSION

Cepas puras de Fusarium sp., obtenidas a través de cultivos monospéricos fueron

caracterizados morfoldgicamente hasta conseguir su identificacion como especies,

mediante el uso de claves taxonémicas (Leslie y Summerell et al., 2006); Bernet H.L. y
Hunder B., (1998); Nelson at al., (1983); Snyder, Wc., Hansen H.N (1940); a fin de

identificar especies. En su totalidad se ha conseguido la identificacion de 7 especies

Fusarium aislados de nueve cultivos agricolas importantes en la Region San Martin,

detallados a continuacion.

Tabla 3:

Identificacion de especies Fusarium spp., obtenidos en nueve cultivos agricolas

recolectados en cinco provincias en la Region San Martin.

Cddigo .
de Cultivos Matg;;arl;y;getal Especies Lugar de colecta
micoteca
M11C2 Tallo y raiz Fusarium equiseti Shucshuyacu —
El Dorado
Cacao Shucshuyacu —
M11C3 Tallo y raiz Fusarium solani El Dorado
M33C1 Sacha inchi Raiz Fusarium moniliforme  Aucaloma — Lamas
M32C1 Tallo y raiz Fusarium solani Aucaloma — Lamas
M28C1 Raiz Fusarium solani Pachilla — Lamas
M12C1 Aji dulce Raiz Fusarium moniliforme Leticia -
El Dorado
M15C1 Arroz Granos Fusarium lateritium Vainilla - Bellavista
M19C2 Granos Fusarium lateritium San Hilarion- Picota
M38C1 Café Raiz Fusarium solani Aucaloma — Lamas
M39C1 Raiz Fusarium solani Aucaloma — Lamas
M3C2 Pseudotallo Fusarium moniliforme  Aucaloma — Lamas
M6C4 Platano Raiz Fusarium solani Shucshuyacu -
El Dorado
M37C1 ' Hipocotilo Fusarium moniliforme ~ Limon - Bellavista
Frejol
M36C1 Hipocatilo Fusarium moniliforme  Aucaloma — Lamas
Granos Fusarium solani Utcubamba —
M31C1 Bellavista
Maiz San Juan de
M14C1 Granos Fusarium rigidiuscula Talliquihui - El
Dorado.
S . . - Sector: Bijao -
M2C5 Hipocotilo y Raiz Fusarium tricinctum San Martin
Culantro s
Hipocétiloy Raiz ~ Fusarium episphaeria Sector: Bijao -
M2C2 San Martin

(Fuente: Elaboracion propia).
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3.1. Proceso de caracterizacién morfoldgica de Fusarium spp.

3.1.1. Cepas Fusarium obtenidas de tejidos vegetativos de Cacao (Theobroma
cacao L.).
A. Cepa M11-C2: Fusarium equiseti

Caracteristicas celulares de la colonia

Figura 15: Fusarium equiseti, obtenidas en el cultivo de cacao, esta cepa pura tardo 4 dias en
crecer por toda la placa, tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso de la placa, desarrollo de
la colonia con crecimiento rapido, de color blanco cremoso; de apariencia lisa y sin pigmentacion
del medio; B) Reverso de la placa, desarrollo micelial con coloracién blanco cremosa; C)
Presencia de monophialides ramificados y no ramificados, conidias unidas a fialides, observada en
aumento de 100x, escala “barra negra” = 3 pum; D) Los microconidios pueden estar presentes en
el micelio aéreo y son de forma ovoide a en forma de coma, estructuras conidiales, presencia de
fidlides, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 um. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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B. Cepa M11-Ca3: Fusarium solani

Caracteristicas celulares de la colonia

Figura 16: Fusarium solani, obtenida en el cultivo cacao; esta cepa pura tardo 4 dias en crecer por
toda la placa, tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso de la placa, desarrollo de la colonia
con micelio liso, de color crema y de crecimiento rapido, sin pigmentacion; B) Reverso de la
placa, desarrollo micelial con coloracién crema; C) Macroconidias, elipticas, conidiéforos
alargados, presencia de hifas septadas, y microconidias unidas a las fidlides, aumento 40x, escala
“barra negra” 10pum. observadas en aumento de 40x, escala negra= 10 um; D) Macroconidias y
microconidias, observadas en aumento 100x, escala “barra negra” = 3 um. (Fuente: Fotos de Hugo
Coz).
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3.1.2. Cepas Fusarium obtenidas de tejidos vegetativos de Sacha inchi (Plukenetia
volubilis L.).
A. Cepa M32-C1: Fusarium solani

Caracteristicas celulares de la colonia

Figura 17: Fusarium solani obtenida en el cultivo de sacha inchi; esta cepa pura tardo en crecer 6
dias por casi toda la placa, tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso de la placa, desarrollo
de la colonia con micelio semi algodonoso, de crecimiento lento y color crema blanquecina; B)
Reversa de la placa, desarrollo micelial con coloracién crema; C) macroconidias y microconidias
elipticas, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 pum; D) presencia de macroconidias y
microconidias, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 pm. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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B. Cepa M33-CL1: Fusarium moniliforme

Caracteristicas celulares de la colonia

Figura 18: Fusarium moniliforme, obtenida en cultivo de Sacha inchi; esta cepa pura tardo en
crecer 7 dias por casi toda la placa, tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso, Desarrollo de
la colonia con micelio algodonoso, de color blanco, produjo una pigmentacion de color vino en el
medio de cultivo; B) Reverso, Desarrollo micelial con coloracion rosada; C) Fialides y
microconidias, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 pm; D) No se presentaron clamidosporas,
si se presentaron microconidias y macroconidias, las macroconidias se caracterizaron por ser
alargadas y angosta, de paredes delgadas, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 um. (Fuente:
Fotos de Hugo Coz).
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3.1.3. Cepas Fusarium obtenidas de tejidos vegetativos de Aji dulce (Capsicum

spp.).
A. Cepa M28-C1: Fusarium solani

Caracteristicas celulares de la colonia

Figura 19: Fusarium solani, obtenida en cultivo de Aji dulce; esta cepa pura tardo en crecer 6
dias por toda la placa tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso, Desarrollo de la colonia de
crecimiento rapido, con micelio liso de color crema; B) Reverso, Desarrollo micelial con
coloracién cremosa; C) Macroconidias y microconidias elipticas, aumento 40x, escala “barra
negra” = 10 um; D) Macroconidias y microconidias elipticas agrupadas en fialides, aumento 40X,
escala “barra negra” = 10. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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B. Cepa M12-C1: Fusarium moniliforme

Caracteristicas celulares de la colonia
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Figura 20: Fusarium moniliforme, obtenida en cultivo de Aji dulce; esta cepa pura tardo en crecer
6 dias solo un poco, dentro del medio de cultivo, tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso,
Desarrollo de la colonia de crecimiento lento, con micelio algodonoso de color blanco; B)
Reverso, Desarrollo micelial con coloracion amarillo cremoso; C) Conidias pequefias y alargadas,
aumento 40x, escala “barra negra” = 10 pm; D) Macroconidias y microconidias pequefias y
alargadas, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 um; macroconidias y microconidias alargadas,
aumento 40x, escala “barra negra” = 3 um. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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3.1.4. Cepas Fusarium obtenidas de tejidos vegetativos de Arroz (Oryza sativa).
A. Cepa M15-C1: Fusarium lateritium

Caracteristicas celulares de la colonia

Figura 21: Fusarium lateritium, obtenida en cultivo de Arroz - var. Esperanza; esta cepa pura
tardo en crecer 5 dias por toda la placa tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso,
Desarrollo de la colonia de crecimiento rapido, con micelio algodonoso de color blanco cremoso a
los costados y amarillo en el centro; B) Reverso, Desarrollo micelial con coloracién crema en los
extremos y en el centro amarillo naranja; C) Macroconidias alargadas con septas definidas,
aumento 40x, escala “barra negra” = 10 pm; D) Conidias alargadas y agrupadas con presencia de
bulbos sin presencia de microconidias, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 um. (Fuente:
Fotos de Hugo Coz).
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B. Cepa M19-C2: Fusarium lateritium

Caracteristicas celulares de la colonia

Figura 22: Fusarium lateritium, obtenida en cultivo de arroz var. Feron; esta cepa pura tardo en
crecer 7 dias en casi toda la placa tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso, Desarrollo de
la colonia con micelio algodonoso, de crecimiento radial con divisiones alrededor del centro,
bordes de color crema y al centro blanco amarillento; B) Reverso, Desarrollo micelial con
coloracién crema y en el centro marrén blanquecino; C) Presencia solo de macroconidias
alargadas, con ondulaciones pronunciadas en las septas, aumento 40x, escala “barra negra” = 10
pm; D) Macroconidias alargada con ondulaciones pronunciadas en septas, aumento 100x, escala
“barra negra” = 3 um. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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3.1.5. Cepas Fusarium obtenidas de tejidos vegetativos de Café (Coffea arabica
L.).
A. Cepa M38-C1: Fusarium solani

Caracteristicas celulares de la colonia

Figura 23: Fusarium solani, obtenida en cultivo de café; esta cepa pura tardo en crecer 4 dias por
toda la placa, tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso, Desarrollo de la colonia con
micelio algodonoso de color crema a los costados y violeta en el centro, de crecimiento rapido; B)
Reverso, Desarrollo micelial con coloracion crema y en el centro de color violeta; C) Conidias
elipticas agrupadas en masas, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 um; D) Macroconidias y
microconidias elipticas, pequefas y agrupadas en una fialide en forma de falsas cabezas, aumento
40x, escala “barra negra” = 10 um. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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B. Cepa M39-CL1: Fusarium solani

Caracteristicas celulares de la colonia

Figura 24: Fusarium solani, obtenida en cultivo de café; esta cepa pura tardo en crecer 7 dias por
toda la placa, tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso, Desarrollo de la colonia con
micelio lizo de color crema, de crecimiento rapido; B) Reverso, desarrollo micelial con coloracion
crema; C) Macroconidias y microconidias elipticas agrupadas en masas, aumento 40x, escala
“barra negra” = 10 um; D) Conidias elipticas agrupadas en fidlides, aumento 40x, escala “barra
negra” = 10 pm. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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3.1.6. Cepas Fusarium obtenidas de tejidos vegetativos de Platano (Musa spp.).

A. Cepa M3-C2: Fusarium moniliforme

Caracteristicas celulares de la colonia
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Figura 25: Fusarium moniliforme, obtenida en cultivo de Platano; esta cepa pura tardo en crecer 5
dias, solamente un poco dentro del medio de cultivo tal y como se aprecia en esta figura; A)
Anverso, Desarrollo de la colonia de crecimiento lento, micelio de textura algodonosa de color
blanco cremoso; B) Reverso, desarrollo micelial con coloracion cremosa; C) Conidias pequefias y
alargadas, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 um; D) Macroconidias y microconidias

alargadas y agrupadas en fialides, aumento 100x, escala “barra negra” = 3 pm. (Fuente: Fotos de
Hugo Coz).
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B. Cepa M6-C4: Fusarium solani

Caracteristicas celulares de la colonia
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Figura 26: Fusarium solani, obtenida en cultivo de Platano; esta cepa pura tardo en crecer 7 dias
por toda la placa tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso, Desarrollo de la colonia de
crecimiento rapido, micelio de textura algodonosa de color blanco cremoso; B) Reverso,
Desarrollo micelial con coloracion cremosa; C) Presencia de macrocconidias y microconidias,
aumento 40x, escala “barra negra” = 10 pum; D) Hifas sin septos, microconidias agrupadas en
fialides, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 um. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).



57

3.1.7. Cepas Fusarium obtenidas de tejidos vegetativos de Frijol Huasca Poroto
(Phaseolus sp.).
A. Cepa M37-C1: Fusarium moniliforme

Caracteristicas celulares de la colonia

Figura 27: Fusarium moniliforme, obtenida en cultivo de Frijol huasca poroto; esta cepa pura
tardo 6 dias en crecer por toda la placa tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso, colonia
de micelio amarillo cremoso; B) Reverso, de micelio amarillo cremoso; C) Presencia de
macrocconidias y microconidias unidas a fialides agrupadas en falsas cabezas, aumento 100x,
scala “barra negra” = 3 pm; D) Monofialides con cadena de microconidia, aumento 40x, escala
“barra negra” = 10 um. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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B. Cepa M36-C1: Fusarium moniliforme

Caracteristicas celulares de la colonia
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Figura 28: Fusarium moniliforme, obtenida en cultivo de Frijol Huasca poroto; esta cepa pura
tardo en crecer 6 dias en casi toda la placa tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso,
Desarrollo de la colonia con micelio algodonoso, de color crema blanquecino con crecimiento
lento; B) Reverso, Desarrollo micelial con coloracion de amarillo a crema; C) Presencia de
conidias, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 um; D) Presencia de macroconidias y
microconidias unidas en fidlide, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 um. (Fuente: Fotos de
Hugo Coz).
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3.1.8. Cepas Fusarium obtenidas de tejidos vegetativos de cultivo de Maiz
amarillo duro en grano (Zea mays L.).

A. Cepa M31-C1: Fusarium solani

Caracteristicas celulares de la colonia

Figura 29: Fusarium solani, obtenida en cultivo de Maiz amarillo duro en grano; esta cepa pura
tardo en crecer 6 dias, por toda la placa tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso,
Desarrollo de la colonia con micelio semi algodonoso, de color blanco, crema a naranja, con
crecimiento rdpido; B) Reverso, Desarrollo micelial con coloracion de amarillo naranja a crema;
C) macroconidias y microconidias elipticas, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 um; D)
Agrupacion de conidias en masas y unidas a fialides, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 pm.
(Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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B. Cepa M14-C1: Fusarium rigidiuscula

Caracteristicas celulares de la colonia

Figura 30: Fusarium rigidiuscula, obtenida en cultivo de Maiz amarillo duro en grano; esta cepa
pura tardo en crecer 6 dias por toda la placa tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso,
presenté micelio de color naranja en toda la placa con PDA, crecimiento rapido, con
prolongaciones blancas y textura semi algodonosa; B) Reverso, micelio concéntrico de coloracion
naranja a los costados y en el centro marrdn; C) Presencia de macroconidias y microconidias
elipticas agrupadas a una fialide, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 um; D) Conidias unidas
a una fialide, y agrupados en falsas cabezas, aumento 100x, escala “barra negra” = 3 um. (Fuente:
Fotos de Hugo Coz).
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3.1.9. Cepas Fusarium obtenidas de tejidos vegetativos de Culantro castilla
(Coriandrum sativum L..).
A. Cepa M2-C5: Fusarium tricinctum

Caracteristicas celulares de la colonia

Figura 31: Fusarium tricinctum, obtenida en cultivo de Culantro castilla; esta cepa pura tardo en
crecer 6 dias, por toda la placa tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso, Colonia de
micelio algodonoso con tonalidades de color rosado claro y crema, de crecimiento répido,
pigmentacion del medio de cultivo rosado; B) Reverso, Desarrollo micelial con coloracion
cremosa a los costados y en el centro rosado; C) Agrupacion de conidias en masas y unidas a
fidlides, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 um. D) Presencia de macroconidias y
microconidias unidas en fialide, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 pm. (Fuente: Fotos de
Hugo Coz).
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B. Cepa M2-C2: Fusarium episphaeria

Caracteristicas celulares de la colonia

Figura 32: Fusarium episphaeria., obtenida en cultivo de Culantro castilla; esta cepa pura tardo
en crecer 6 dias, en toda la placa tal y como se aprecia en esta figura; A) Anverso, Desarrollo de la
colonia de crecimiento radial con aparentes divisiones alrededor del centro, micelio de textura
algodonosa de color blanco cremoso; B) Reverso, Desarrollo micelial con coloracion cremosa; C)
Macroconidias y microconidias alargadas y en forma de media luna, con septas, aumento 40X,
escala “barra negra” = 10 um; D) Presencia de microconidias unidas en fialide en forma de falsas
cabezas, aumento 40x, escala “barra negra” = 10 pm. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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3.1.10. Discusién:

Caracterizacion morfoldgica de Fusarium spp.

Se colecto un total de 90 plantas entre los cultivos de: sacha inchi, platano, frijol
huasca poroto, aji dulce, maiz amarillo duro en grano, arroz, culantro castilla, café,
cacao, con posibles dafios de ataque por este hongo del género Fusarium. Como
resultado del muestreo a los campos de produccion de estos 9 cultivos en la region San
Martin, 41 muestras fueron analizadas, se obtuvieron los fragmentos de estos cultivos,
con dafos evidentes ocasionados por el hongo. Se identificd 2 cepas puras por cultivo,
correspondientes al género Fusarium dando asi un total de 18 cepas Fusarium sp., en
donde se identifico a las siguientes especies: Fusarium solani, aislados de la rizosfera
de los cultivos de cacao, aji dulce, sacha inchi, café y platano; Fusarium moniliforme,
aislado de la rizosfera de los cultivos de sacha inchi, platano, frijol huasca poroto, aji
dulce y maiz amarillo duro en grano; Fusarium lateritium, aislado de granos del cultivo
de arroz; Fusarium tricinctum y Fusarium episphaeria aislados de la rizosfera del
cultivo de culantro castilla; Fusarium equiseti aislado de la rizosfera del cultivo de

cacao y Fusarium regidiuscula aislado de mazorcas del cultivo de maiz amarillo duro.

Estos resultados nos indican que existe una gran diversidad bioldgica de especies
Fusarium presentes en los diversos sistemas agricolas en la region San Martin,
particularmente para cultivos estudiados en el presente trabajo de investigacion. Como
se demuestra en las (Figuras: 15; 16; 17; 18;19;20; 21; 22; 23; 24; 25; 26; 27; 28; 29;
30; 31y 32).

Los hongos del género Fusarium son ampliamente conocidos alrededor del mundo, y
se han convertido en un problema serio ya que producen metabolitos toxicos que ponen
en peligro la salud de los seres humanos y de los animales. Ademas, incluye muchos
patogenos de plantas de importancia agricola que en conjunto ocasionan enfermedades
caracterizadas por marchitez, tizones, pudriciones en cultivos ornamentales y forestales
en ecosistemas agricolas y naturales (Ma et al., 2013). Las especies de Fusarium
causantes de marchitez siguen un patron similar de infeccién; penetran por la raiz y
colonizan en el tallo de las plantas el sistema vascular (Gonzales y Yailén, 2012).
Fusarium oxysporum, por ejemplo, penetra inicialmente por la raiz de forma
asintomatica; posteriormente, coloniza el tejido vascular y desencadena un

marchitamiento masivo, necrosis y clorosis de las partes aéreas de la planta. Es asi que
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la identificacion de Fusarium sp., en diferentes cultivos de importancia agricola, es la
etapa inicial para un control y seguimiento oportuno de las multiples enfermedades que
causa este patdgeno, ademas, como otros fitopatdgenos, este hongo emplea diversas
estrategias de infeccion, asi también, la especificidad del hospedero depende de cada
especie Fusarium. El hongo puede sobrevivir en el suelo como micelio o como esporas

en ausencia de sus anfitriones, (Ma et al., 2013).

Rosmana et al., (2014), plantearon la hipdtesis de que muchas cepas 0 especies
Fusarium infectan las plantas de cacao en campo vy, por lo tanto, evaluaron cuatro
aislamientos, infectando las plantulas de cacao de forma artificial. De las cuatro cepas,
uno tenia micelios de color granate rojo, el segundo micelio blanco cremoso, el tercero
micelio blanco y rosado y el cuarto micelio blanco, concluyendo que, la incidencia de
enfermedad en las plantulas fue respectivamente de 25,4%, 28,9%, 8,4% y 29,2%.
Ademaés, Fusarium se puede comportar de manera asintomatica en su hospedero. (Adu-
Acheampong et al., 2012), identificaron y reportaron a F. chlamydosporum, F. solani,
F. oxysporum, F. proliferatum y F. decemcellulare, como agentes causales de muerte
en el cacao. Asi como Chehri et al., (2011), aislaron e identificaron Fusarium spp., en
plantas cucurbitaceas infectadas, un total de 100 aislamientos de Fusarium se
obtuvieron de plantas de cucurbitaceas enfermas recolectadas de campos, de acuerdo
con los caracteres morfologicos, todos los aislamientos fueron identificados como
Fusarium oxysporum, Fusarium proliferatum, Fusarium equiseti, Fusarium semitectum
y Fusarium solani. De igual manera, (Martinez-Fernandez et al., 2015), obtuvieron 132
aislamientos, con las caracteristicas morfoldgicas tipicas de Fusarium, a partir de raices
de plantas de cafia de azlcar con sintomas de marchitez, identificando a los
aislamientos monoconidiales de Fusarium cultivados en papa dextrosa agar,
identificando a F. andiyazi, F. nygamai (ambas especies registradas por primera vez),
F. sacchari, F. proliferatum, F. verticillioides, F. equiseti, F. oxysporum y F. solani.

Todos los autores antes descritos, reportaron diversos aislamientos de riqueza alta en
especies. Resultados muy familiares a los obtenidos en el presente trabajo de
investigacion. La importancia por descifrar al papel bioldgico-especifico de estas
especies sobre su hospedero permitiria entender el mecanismo de patogenicidad de

estas especies Fusarium.
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3.2. Evaluacion del crecimiento micelial de 18 especies de Fusarium sobre diferentes

condiciones de pH.

3.2.1. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Cacao
(Theobroma cacao L).
A. Cepa M11-C2: Fusarium equiseti

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7).

Figura 33: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 34: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas biol6gicas
independientes (n=20 por cada réplica biol6gica). Comparacién de medias por test de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M11-Ca3: Fusarium solani

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

Figura 35: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 36: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas bioldgicas
independientes (n=20 por cada réplica biol6gica). Comparacion de medias por tes de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.2.2. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.).

A. Cepa M32-C1: Fusarium solani

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

Figura 37: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 38: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas biol6gicas
independientes (n=20 por cada réplica biol6gica). Comparacién de medias por test de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M33-CL1: Fusarium moniliforme

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

Figura 39: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 40: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas bioldgicas
independientes (n=20 por cada réplica biolégica). Comparacion de medias por test de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.2.3. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Aji dulce
(Capsicum spp.).
A. Cepa M28-C1: Fusarium solani

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7).

Figura 41: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 42: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas bioldgicas
independientes (n=20 por cada réplica bioldgica). Comparacion de medias por por test de Tukey
(p> 0,01), medias muestran la desviacién estandar. Letras distintas muestran diferencias
significativas.
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B. Cepa M12-C1: Fusarium moniliforme

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7).

Figura 43: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 44: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas biolégicas
independientes (n=20 por cada réplica biolégica). Comparacion de medias por test de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.2.4. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Arroz (Oryza
sativa L.).

A. Cepa M15-C1: Fusarium lateritium

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7).

Figura 45: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 46: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas bioldgicas
independientes (n=20 por cada réplica bioldgica). Comparacion de medias por test de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M19-C2: Fusarium lateritium

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

Figura 47: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y
anverso de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las
placas Fusarium creci6; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 48: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas
biologicas independientes (n=20 por cada réplica bioldgica). Comparacion de medias por test
de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran
diferencias significativas.
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3.2.5. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Café (Coffea
arabica L.).

A. Cepa M38-C1: Fusarium solani.

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6y 7)

Figura 49: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 50: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas bioldgicas
independientes (n=20 por cada réplica biolégica). Comparacion de medias por test de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M39-CL1: Fusarium solani

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7)

Figura 51: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 52: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas bioldgicas
independientes (=20 por cada réplica bioldgica). Comparacion de medias por test de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.2.6. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Platano

(Musa spp.).

A. Cepa M3-C2: Fusarium moniliforme

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7)

Figura 53: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 54: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas biol6gicas
independientes (n=20 por cada réplica bioldgica). Comparacion de medias por test de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M6-C4: Fusarium solani

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7)

Figura 55: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 56: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas bioldgicas
independientes (n=20 por cada réplica biolégica). Comparacion de medias por test de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.2.7. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Frijol Huasca

Poroto (Phaseolus sp.).

A. Cepa M37-C1: Fusarium moniliforme

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6y 7)

Figura 57: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium

crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 58: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas biol6gicas
independientes (n=20 por cada réplica biolégica). Comparacion de medias por test de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M36-C1: Fusarium moniliforme

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7)

Figura 59: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 60: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicién de pH. Las barras muestran la media de tres replicas bioldgicas
independientes (n=20 por cada réplica biolégica). Comparacion de medias por test de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.2.8. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Maiz amarillo
duro en grano (Zea mays L.).

A. Cepa M14-C1: Fusarium rigidiuscula

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6y 7)

Figura 61: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 62: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas biol6gicas
independientes (n=20 por cada réplica biolégica). Comparacion de medias por test de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M31-CL1: Fusarium solani

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7)

Figura 63: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 64: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas bioldgicas
independientes (n=20 por cada réplica bioldgica). Comparacion de medias por test de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.2.9. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Culantro
castilla (Coriandrum sativum L..).

A. Cepa M2-C5: Fusarium tricinctum

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6y 7)

Figura 65: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 66: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas bioldgicas
independientes (n=20 por cada réplica bioldgica). Comparacion de medias por test de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M2-C2: Fusarium episphaeria

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7)

Figura 67: Placas con medio PDA tamponado con 1 mM de MES; por un periodo de 36 horas
antes de ser monitoreado; A-B) Reverso y anverso de la placa, con pH 5; C-D) Reverso y anverso
de la placa, con pH 6; E-F) Reverso y anverso de la placa, con pH 7. En todas las placas Fusarium
crecio; pero de diferente manera. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 68: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de pH. Las barras muestran la media de tres replicas bioldgicas
independientes (n=20 por cada réplica bioldgica). Comparacion de medias por test de Tukey (p>
0,01), medias muestran la desviacion estandar. Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.2.10. Discusién:

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7).

Los resultados obtenidos mediante las pruebas de pH (5, 6 y 7), reflejan el grado de
respuesta de sensibilidad que poseen las 7 especies del género Fusarium sp., aisladas y
purificadas en nueve cultivos agricolas de importancia en la Region San Martin; tienen
la pre-disponibilidad de poder crecer en diferentes rangos de pH (5, 6 y 7). Asi mismo
se observo que cada uno de estas especies, manifestaron diferentes comportamientos de:
crecimiento rapido, crecimiento lento, colores con tonalidades claros, oscuros o
intensos, algunas poseen pigmentaciones otras no; texturas algodonosas y otras son
lisas. Todas estas caracteristicas externas se pudieron observar, durante el desarrollo

micelial de las 7 especies de Fusarium, enel Testde pH 5,6y 7.

Todas las 7 especies del género Fusarium, aisladas de 9 cultivos agricolas;
colectados en 10 localidades de 5 provincias de la Regién San Martin. Manifestaron
mayor desarrollo del crecimiento micelial, en los rangos de pH7 a diferencia de los
rangos de pH 5 y pH6. Detallando estas caracteristicas paso a paso, se determiné que,
de las 7 especies, solo una especie como es el caso de Fusarium lateritium con cédigo
de identificacion M19-C2, hallada en el cultivo de arroz, manifesté un comportamiento
altamente significativo seguida de las otras 6 especies. Tal y como se aprecia en la
Figura 48.

Lépez et al., (2004), investigaron la influencia del pH sobre el crecimiento micelial
de las especies F. solani, F. moniliforme y F. oxysporum obtuvieron como resultado
que las tres especies probadas a pH 3 si tuvieron un crecimiento micelial
significativamente menor, ademas los valores optimos de crecimiento oscilaron en un
rango de pH desde 5 hasta 9 para la mayoria de las especies. Asi mismo diversos
estudios similares realizados por, Booth y Johnston, (1983) mencionan que, en pH
acidos o muy basicos, el crecimiento de la especie es significativamente menor.
Fusarium moniliforme mantiene un crecimiento micelial 6ptimo entre 5-9 sin
diferencias significativas a los 11 dias de incubacion, aun cuando entre los valores de
pH 6 y 7 fue ligeramente mayor el crecimiento. En cambio, Fusarium oxysporum, a

diferencia del resto de las especies probadas, mostrd valores de crecimiento a un pH 5.

La infeccion micotica de las plantas se asocia a menudo con cambios en el pH
extracelular del tejido huésped (Prusky et al., 2001, Prusky; Yakoby, 2003). Masachis
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et al., (2016), determinaron que la alcalinizacion extracelular aumenta la virulencia de
F. oxysporum hacia las plantas de tomate. Este aumento del pH conduce a la activacion
de una proteina quinasa MAPK (es una ruta de transduccion de sefial de células de
eucariotas que se sitGa corriente abajo de los receptores tirosin quinasas, asi como la
mayoria de receptores para citosina. En términos globales, la sefial se transporta
mediante GRB2 y de Sos a Ras.) Activada por mitégenos fangicos conservados,
denominada Fmk1, que se requiere para patogenicidad flngica. Hasta ese entonces se
sabia que la infeccidn estaba asociada a la alcalinizacion, sin embargo, no se conocia

cual podria ser el mecanismo molecular que podria estar involucrado.

Varios trabajos de investigacion se realizaron en Fusarium, verificando la
dependencia hacia la alcalinizacion del medio circundante, es asi que, la mayoria de
autores se basan a estudiar el comportamiento de F. oxyxporum, quizas por el alto rango
de hospederos que posee o por la gran capacidad de infeccion hacia plantas de
importancia agricola. Es asi que, (Khilare & Ahmed, 2012), realizaron estudios de
laboratorio para estudiar el efecto de diferentes cultivos, medios, pH y niveles de
temperatura en el crecimiento del micelio de Fusarium oxysporum f.sp. ciceri,
determinando que, el hongo crecié mejor en agar Czapek dox, a un nivel de pH de 6,0 y
6,5 a una temperatura de 30 °C después de siete dias de inoculacion. En cambio, la
esporulacién de las clamidiosporas de F. oxysporum, se encontré mejor en el nivel de
pH 4,5 después de dos semanas de incubacion del cultivo en caldo de papa dextrosa
(Tyagi & Paudel, 2014), Por su parte, Rathore et al., (2015), trabajaron en diferentes
rangos de pH (5, 6, 7, 8 y 9) determinando que a los 7 dias, Fusarium oxysporum f.sp.,
cumini mostré un crecimiento maximo (9,0 cm) a pH bésico de 8,0 seguido de un pH de
9,0, mientras que se observé un crecimiento minimo (4,56 cm) a un pH de 5,0. Hossain
et al., (2015), trabajaron el efecto de la temperatura y el pH en el crecimiento y la
esporulacion de F. moniliforme, en seis niveles de temperatura (5; 15; 20; 25; 30 y 35
°C) y siete (4; 5; 6; 7; 8; 9 y 10) de pH en tres periodos (3, 6 y 9 dias) de medida,
determinando que, a 30 °C produjo consistentemente el mayor nimero de esporas
después de nueve dias de incubacion, ademas, F. moniliforme crecié bien en todo el
rango de pH probado, pero el didmetro de colonia mas amplio y la esporulacion
maxima se observaron a pH 6 después de 9 dias de incubacion. Un trabajo de
investigacion realizado en cinco especies Fusarium bajo la influencia de diferentes

parametros ambientales (temperatura, pH, régimen de luz y tipo de medio de
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crecimiento) determind que, el mayor crecimiento de F.oxysporum y F.solani se obtiene
a 25 °C y da un crecimiento (8 y 7,5 cm respectivamente) después de 6 dias de
incubacion. En contraste, Fusarium proliferatum revela un crecimiento méaximo (8 cm)
a 30° durante el mismo periodo, mientras que F.sacchari y F.globosum crecen bien a
20°C. El pH o6ptimo para el crecimiento de todas las especies de Fusarium se obtiene a
7,5. El crecimiento de todos los hongos estudiados se reduce significativamente con luz

continua en comparacion con el que crece en el periodo oscuro Mohsen et al., (2016).
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3.3. Pruebas de secuestro de calcio extracelular monitoreado en el crecimiento

micelial de 7 especies Fusarium encontradas en 9 cultivos agricolas de

importancia en la Region San Martin.

3.3.1. Prueba de secuestro de calcio extracelular en especies Fusarium obtenidas

del cultivo de Cacao (Theobroma cacao L.).

A. Cepa M11-C2: Fusarium equiseti

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

10 mM 20 mM

Figura 69: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA,; C) PDA + 10mM EDTA, D) PDA + 20mM EDTA y E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium equiseti. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 70: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de EDTA. Las barras muestran la media de veinte micelios,
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica biol6gica).
Comparacién de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacion estandar.

Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M11-Ca3: Fusarium solani

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA.

10 mM 20 mM

Figura 71: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA,; C) PDA + 10mM EDTA, D) PDA + 20mM EDTA y E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium solani. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 72: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicidon de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas biolégicas independientes (n=20 por cada réplica biol6gica).
Comparacion de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacion estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.3.2. Prueba de secuestro de calcio extracelular en especies Fusarium obtenidas
del cultivo de Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.).

A. Cepa M32-C1: Fusarium solani

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

Control

100mM

10mM

Figura 73: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA; C) PDA + 10mM EDTA; D) PDA + 20mM EDTAy E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium solani. (Fuente: fotos de Hugo Coz).
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Figura 74: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicidon de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica biol6gica).
Comparacion de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacién estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M33-CL1: Fusarium moniliforme

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

100mM

10mM 20mM

Figura 75: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA,; C) PDA + 10mM EDTA, D) PDA + 20mM EDTA y E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium moniliforme. (Fuente: fotos de Hugo Coz).

40 -
—~35 - a
§-35 {
5730 1 a
S a } b
225 1 b o Control
g bb ‘.
32 i bp c m1mMm
215 ] 2 {a 2b e, m10 mM
D
= i 20 MM
— - a
o ad, @100 mM
O 5 4 i &I
0 T T T T T T -
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (minutos)

Figura 76: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica bioldgica).
Comparacién de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacion estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.3.3. Prueba de secuestro de calcio extracelular en especies Fusarium obtenidas
del cultivo de Aji dulce (Capsicum spp.).
A. Cepa M28-C1: Fusarium solani

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

10mM 20mM

Figura 77: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA; C) PDA + 10mM EDTA; D) PDA + 20mM EDTAy E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium solani. (Fuente: fotos de Hugo Coz).

120
5— 100 aa
2 a2
8 %7 . o Control
=
% 60 - aa ol mM
2 ! a8 . m10 mM
@ b b m20 mM
£ 20 - a8 b b
3 b 0100 mM
G 0-

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (minutos)

Figura 78: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica biol6gica).
Comparacion de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacién estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M12-C1: Fusarium moniliforme

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

10mM 20mM

Figura 79: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA; C) PDA + 10mM EDTA; D) PDA + 20mM EDTAy E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium moniliforme. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 80: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica bioldgica).
Comparacion de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacion estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.3.4. Prueba de secuestro de calcio extracelular en especies Fusarium obtenidas
del cultivo de Arroz (Oryza sativa).

A. Cepa M15-C1: Fusarium lateritium

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

Control

10mM

Figura 81: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA; C) PDA + 10mM EDTA; D) PDA + 20mM EDTAy E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium lateritium. (Fuente: Fotos de Hugo Coz).
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Figura 82: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica biol6gica).
Comparacién de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacion estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M19-C2: Fusarium lateritium

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

mM 20mmM

Figura 83: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA; C) PDA + 10mM EDTA; D) PDA + 20mM EDTAy E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium lateritium. (Fuente: fotos de Hugo Coz).
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Figura 84: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica bioldgica).
Comparacion de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacion estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.3.5. Prueba de secuestro de calcio extracelular en especies Fusarium obtenidas
del cultivo de Café (Coffea arabica L.).

A. Cepa M38-C1: Fusarium solani

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

Control

LOm MV

20mM

Figura 85: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA,; C) PDA + 10mM EDTA, D) PDA + 20mM EDTA y E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium solani. (Fuente: fotos de Hugo Coz).
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Figura 86: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica biol6gica).
Comparacion de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacion estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M39-CL1: Fusarium solani

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

Figura 87: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA; C) PDA + 10mM EDTA; D) PDA + 20mM EDTAy E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium solani. (Fuente: fotos de Hugo Coz).
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Figura 88: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica bioldgica).
Comparacién de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacion estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.3.6. Prueba de secuestro de calcio extracelular en especies Fusarium obtenidas
del cultivo de Platano (Musa spp.).
A. Cepa M3-C2: Fusarium moniliforme

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

Control

10mM 20mM

Figura 89: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA; C) PDA + 10mM EDTA; D) PDA + 20mM EDTAy E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium moniliforme. (Fuente: fotos de Hugo Coz).
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Figura 90: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica biol6gica).
Comparacién de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacion estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M6-C4: Fusarium solani

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

10mM 20mM

Figura 91: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA; C) PDA + 10mM EDTA; D) PDA + 20mM EDTA Yy E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium solani. (Fuente: fotos de Hugo Coz).
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Figura 92: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica biol6gica).
Comparacion de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacién estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.3.7. Prueba de secuestro de calcio extracelular en especies Fusarium obtenidas
del cultivo de Frijol Huasca Poroto (Phaseolus sp.).

A. Cepa M37-C1: Fusarium moniliforme

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

Control

100mM

10mM 20mM

Figura 93: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA; C) PDA + 10mM EDTA; D) PDA + 20mM EDTAy E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium moniliforme. (Fuente: fotos de Hugo Coz).
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Figura 94: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica biol6gica).
Comparacién de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacion estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M36-C1: Fusarium moniliforme

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

10mM

20mM

Figura 95: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA; C) PDA + 10mM EDTA; D) PDA + 20mM EDTAy E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium moniliforme. (Fuente: fotos de Hugo Coz).
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Figura 96: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas biolégicas independientes (n=20 por cada réplica bioldgica).
Comparacién de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacion estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.3.8. Prueba de secuestro de calcio extracelular en especies Fusarium obtenidas
del cultivo de Maiz amarillo duro en grano (Zea mays L.).

A. Cepa 14-C1: Fusarium regidiuscula

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

10mM 20mM

Figura 97: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA; C) PDA + 10mM EDTA; D) PDA + 20mM EDTAy E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium regidiuscula. (Fuente: fotos de Hugo Coz).
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Figura 98: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica biol6gica).
Comparacion de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacién estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa 31-C1: Fusarium solani

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

10mM 20mM

Figura 99: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA; C) PDA + 10mM EDTA; D) PDA + 20mM EDTA Yy E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium solani. (Fuente: fotos de Hugo Coz).
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Figura 100: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicidon de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica biol6gica).
Comparacién de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacion estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.3.9. Prueba de secuestro de calcio extracelular en especies Fusarium obtenidas
del cultivo de Culantro castilla (Coriandrum sativum L.).

A. Cepa M2-C5: Fusarium tricinctum

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

10mM 20mM

Figura 101: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA; C) PDA + 10mM EDTA; D) PDA + 20mM EDTAy E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium tricinctum. (Fuente: fotos de Hugo Coz).
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Figura 102: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica biol6gica).
Comparacién de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacion estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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B. Cepa M2-C2: Fusarium episphaeria

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA

100mMm

Figura 103: Placas con PDA sobre diferentes concentraciones de EDTA. A) Control (PDA puro
sin EDTA); B) PDA + 1mM EDTA; C) PDA + 10mM EDTA; D) PDA + 20mM EDTAy E) PDA
+100mM EDTA. En Fusarium episphaeria. (Fuente: fotos de Hugo Coz).
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Figura 104: Crecimiento micelial monitoreado por un sistema time-lapse sobre diferentes
intervalos de tiempo y condicion de EDTA. Las barras muestran la media de 20 micelios de
medidas en cinco replicas bioldgicas independientes (n=20 por cada réplica biol6gica).
Comparacién de medias por test de Tukey (p> 0,01), medias muestran la desviacion estandar.
Letras distintas muestran diferencias significativas.
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3.3.10. Discusion:
Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de Calcio (1ImM, 10
mM, 20 mM, 100 mM) y un testigo “Control”.

Como se puede apreciar en estos resultados obtenidos mediante las pruebas de
calcio, se determind que el uso de un agente quelante, como EDTA, cumple la funcién
de secuestrar calcio extracelular. EI mismo que fue utilizado en diferentes
concentraciones de: “ImM, 10 mM, 20 mM, 100 mM; mas un testigo o Control.
Llegando a la conclusiéon que la disponibilidad de calcio extracelular en el medio es
esencial para el crecimiento micelial de siete especies Fusarium estudiadas en el

presente trabajo de investigacion.

Asi mismo se observd que cada uno de estas especies, manifestaron diferentes
comportamientos durante el crecimiento micelial de las colonias en los diferentes
tratamientos con EDTA,; algunas especies fueron afectadas mas que otras a medida que

se reducia disponibilidad de calcio.

El 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA), no posee calcio; ya que es un agente
quelante, que tiende a secuestra iones de Ca*?, ademas de formar varios complejos de
sales y metales. Asi mismo forma complejos muy estables con la mayoria de los
cationes y a la estequiometria de los quelatos formados. Los complejos de EDTA son
ampliamente utilizados en limpiadores y detergentes, en la agricultura o en el
procesamiento de alimentos (Oviedo & Rodriguez, 2003). En la agricultura, el EDTA
se utiliza en productos agroquimicos para estabilizar formulaciones o para proporcionar
micronutrientes como zinc, manganeso, hierro, cobre, magnesio, calcio y potasio. El
EDTA también se reconoce como un agente antibacteriano que rompe la integridad de
la membrana y como un potenciador de otros agentes letales (Oita, 2003). Las
propiedades antifingicas de EDTA se probaron principalmente en levaduras (Kubo et
al., 2005). De Lucca, (2006) determind que el EDTA inhibi6 a las 48 h el crecimiento
conidial no germinal a concentraciones de: F. moniliforme (25 ug/ml) y F. solani (400
pg/ml), concluyendo que el EDTA no fue significativamente letal para los conidios
probados, ademas en condiciones de prueba, el EDTA no es fungicida, pero inhibe el
desarrollo de hifas en conidios no germinados y en germinacién. En cambio, Kim et al.,
(2016), estudiaron el efecto del EDTA contra F. fujikuroi, el EDTA tuvo un efecto

fungistatico en la inhibicion reversible del crecimiento, ademas no causé cambios
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morfologicos significativos, estos resultados indicaron que los agentes quelantes, como
el EDTA, tiene diferentes modos de accion antimicrobiana en F. fujikuroi. Datos
obtenidos por (Michniewicz et al., 2001) al estudiar “El efecto de calcio en la
produccion de etileno y &cido abscisico, por el hongo Fusarium culmorum con plantulas
de trigo infectadas con ese patdgeno” demostraron que al trabajar con las plantulas de
trigo infectadas y las no infectadas con Fusarium culmorum, crecieron en medios con
diferente contenidos de calcio a razon de (0, 2, 4 y 8 mM) y producto de ello
descubrieron que cuanto mayor era el contenido de calcio en el medio, mayores eran las
cantidades de etileno producidas tanto en plantulas de trigo infectadas, y las no
infectadas, mientras que el nivel de ABA en sus tejidos disminuia. Considerando el
hecho de que el etileno inhibe, mientras que ABA estimula el crecimiento y desarrollo
de Fusarium culmorum, se puede suponer que la produccion de etileno aumenta bajo la
influencia del calcio y la disminucion del nivel de ABA en las plantulas de trigo causa
la reduccién del crecimiento y desarrollo del patégeno y como resultado, disminuye el
grado de infeccion de plantulas por este hongo. Por su parte, trabajos realizados en otros
hongos fitopatdgenos, como los realizados por Abrunhosa & Venancio (2008),
estudiaron el efecto antifungico de Na,EDTA en Aspergillus carbonarius, A. ibericus,
A. niger y una cepa de A. niger no ocratoxigénica, suplementado con 0, 1 y 10 mM/L de
Na,EDTA. Los diametros de las colonias se registraron diariamente, observando
reducciones significativas de las tasas de crecimiento en presencia de Na,EDTA, siendo
la CE50 (Concentracion Efectiva) calculada de 2,1 mM/L para A. carbonarius, 0,9
mM/L para A. ibericus, 2,0 mM/L para A. niger y 4,1 mM/L para el A. niger no
ocratoxigénico, concluyendo que Na,EDTA puede reducir significativamente las tasas

de crecimiento de los hongos analizados.

Aunque la diferencia del crecimiento micelial de las tres fue muy notorio a simple
vista tal y como se aprecia en los cuadros estadisticos. Las especies que solo crecieron
en 2 Test con diferentes concentraciones de calcio; pero con mayor crecimiento
micelial, en las pruebas de control, fueron las siguientes especies: F. solani (M32-C1),
en sacha inchi; F. lateritium (M15-C1), en arroz variedad esperanza; y F. moniliforme
(M3-C2), en platano. Las otras especies que también crecieron en 2 Test con diferentes
concentraciones de calcio; pero con mayor crecimiento micelial, en las pruebas de
1Mm, fueron las especies: F. solani (M38-C1), en café y F. lateritium (M19-C2), en

arroz variedad feron. Todas estas especies solo lograron crecer con toda normalidad en
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estas 2 pruebas de Control y en ImM. Y la Unica especie que crecié con toda
normalidad en las 5 pruebas con captura de calcio, fue la especie Fusarium moniliforme
(M33-C1), en sacha inchi. Las razones son inexplicables, razon por el cual seria
necesario trabajar mas a fondo y muy detallado con esta cepa en préximos trabajos de
investigacion.
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Conclusiones

++ Se concluye que:

Se ha logrado mediante este trabajo de investigacion, la identificacion de 7
especies del género Fusarium, aislados de 9 cultivos agricolas; colectadas en 10
localidades de 5 provincias de la Regién San Martin, entre ellas: Picota (localidad:
San Hilarién), San Martin (localidad: morales-el sector Bijao), Bellavista (localidad:
Vainilla, Limon y Utcubamba), Lamas (localidad: Aucaloma y Pachilla) y EI Dorado
(localidad: San Juan de Talliquihui, Shucshuyacu y Leticia); en los cultivos de:
Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.), Cacao (Theobroma cacao L.), Arroz (Oryza
sativa), Frijol Huasca poroto (Phaseolus sp.), Aji dulce (Capsicum sp.), Café
(Coffea arabica L.), Maiz amarillo duro (Zea mays), Platano (Mussa sp.) y Culantro
castilla (Coriandrum sativum).

Asi mismo se determind el papel fundamental de la condicién de pH inducida,
evaluando el crecimiento micelial de las 7 especies descritas anteriormente en los 9
cultivos agricolas, con 18 aislamientos puros, los cuales manifestaron ser
dependientes del pH (rangos, 5; 6 y 7), en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar
(PDA; medio Optimo para crecimiento de estas especies), obteniendo como
resultados que, algunas especies son mas sensibles que otras. La especie que
demostrd mayor crecimiento micelial en el proceso de evaluacion monitoreada fue:
Fusarium lateritium (M19-C2), tal como se aprecia en la Figura 48. Seguida de las
demas especies (las cuales se tuvo como resultado final que, todas las especies
Fusarium, fueron dependientes a estos rangos de pH).

En la disponibilidad de Calcio extracelular sobre el crecimiento micelial de las 7
especies encontrados en tejidos vasculares de 9 cultivos agricolas con 18
aislamientos puros ya descritos anteriormente (se demostré que a medida que se
aumenta las concentraciones de EDTA, el crecimiento micelial de las 6 especies se
redujo, a excepcién de una, fue el caso de la cepa Fusarium moniliforme (M33-C1),
aislada en plantas de sacha inchi; se demostré que no tiene impedimento alguno para

crecer con toda normalidad en las diferentes concentraciones de EDTA inducida).
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Recomendaciones

+ Con la micoteca generada en el presente trabajo de investigacion se recomienda
realizar ensayos de Test de patogenicidad, identificacion de especies empleando

marcadores moleculares para cada especie.

++ Asi mismo, se recomienda ampliar los estudios de interaccion especifica hospedante-

Fusarium, con la finalidad de poder entender mecanismos basicos de interaccion.

¢+ Como también, seria muy importante estudiar mas a fondo la secrecién de enzimas,
la cual esta relacionada con el crecimiento invasivo que se produce en hongos
filamentosos tanto saprotroficos como biotroficos. Los primeros desempefian un
papel clave en la descomposicion de los desechos vegetales, especialmente celulosa
y lignocelulosa, y se sabe que muchos hongos producen las enzimas que hidrolizan

estos polisacaridos.

% Explorar si estas nuevas especies Fusarium, segregan péptidos (F-RALF)
responsables por atacar cultivos agricolas importantes en la Region San Martin.
Como es en caso de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, en tomate, el cual
produce y secreta un péptido homologo (F-RALF) originalmente encontrado en
extractos proteicos de hojas de tabaco. Este péptido, asi como su homologo

encontrado en tabaco causa una fuerte y rapida alcalinizacion extracelular
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Anexo: 1

Figura 105: Caracteristicas morfoldgicas idealizadas utilizadas para la identificacion de especies de
Fusarium. A-D) Formas Macroconidiales. A) Macroconidias tipicas de Fusarium. Célula apical a la
izquierda, célula basal a la derecha. B. Macroconidia Delgada, directamente, casi parecida a una aguja, e.g.,
F. avenaceum. C) Macroconidia con curvatura dorsiventral, e.g., F. equiseti. D) Macroconidia con el lado
dorsal méas curvado que el ventral, e.g., F. crookwellense. E-H) Forma apical de célula Macroconidial. E)
Blunt, e.g., F. culmorum. F) Papillate, e.g., F. sambucinum. G) Forma enganchada, e.g., F. lateritium. H)
Forma afilada, e.g., F. equiseti. I-L) Forma celular Macroconidial. I) forma de pié, e.g., F. crookwellense. J)
forma alargada de pié, e.g., F. longipes. K) forma claramente marcada, e.g., F. avenaceum. L) forma
medianamente marcada, e.g., F. solani. M-T) forma de esporas Microconidiales. M) Oval. N) doblemente
oval. O) Triple oval. P) Reniforme. Q) Obovoide con forma truncada. R) Piriforme. S) Napiforme. T)
Globosa. U-X) Morfologia de Fialides. U) Monophialides, e.g., F. solani. V) Monophialides, e.g., F.
oxysporum. W) Polifialides, e.g.,, F. polyphialidicum. X) Polifidlides, e.g., F. semitectum. Y(-Z)
Microconidias en cadena. Y) Cadenas cortas, e.g., F. nygamai. Z) Cadenas largas, e.g., F. verticillioides.
(Fuente: Leslie & Summerell, 2006).



Figura 106: Fusarium tricinctum: A) macroconidia y microconidia; B) Macroconidia; C-E) Microconidia
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Figura 107: Fusarium tricinctum: A) Macroconidiéforos (monofialidos); B) Microconidi¢
(monofialidos) (X1000). Fuente: Nelson et al., (1983).
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Anexo: 3

Figura 108: Fusarium equiseti: A-D) Macroconidia (X1000). Fuente: Nelson et al., (1983).
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nidia; C-F)

nidiéforos (monofialidos); B) Microco

al., (1983).

equiseti: A) Microco

Clamidosporas (X1000). Fuente: Nelson et

Figura 109: Fusarium
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Anexo: 4

. Snyder

esporodoquio (X1000). Fuente

nidia producida en

) Macroco

itium: A-D






Figura 112: Fusarium lateritium: A) Macroconidia producida en esporodoquio (X1000); B-D) Conidiéforos
(monofialidas); E) Clamidiosporas. Fuente: Snyder Wc., Hansen H.N (1940).
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Figura
Microconidi¢foros (monofialidas); D) Microconidia en cadenas (A-C, E X1000; D X190). Fuente: Nelson et
al., (1983).

114: Fusarium moniliforme: A-B) Microconidia producidos en el micelio aéreo; C, E)



126

Anexo: 6
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Figura 115: Fusarium solani: A-D) Macroconidia producida en esporodoquio (X1000). Fuente: Nelson et

al., (1983).
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Figura 117: Fusarium solani: A,B) Macroconidioforos (monofialidos); C-E) Microconidia producida en el
micelio aéreo (X1000). Fuente: Nelson et al., (1983).
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Figura 118: Fusarium solani: A, B) Microconidioforos (monofialidas); C-E) Clamydosporas. Fuente:
Nelson et al., (1983).
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Anexo: 7

Pasos previos antes de realizar las pruebas de pH y Calcio, a traves del sistema Time lapse.

.

o

) F G

Figura 119: A) Colocando la escala dentro de la placa Petri, con cepa pura de Fusarium; B) vista
panoradmica de la cepa mas la escala de 0.5 cm; C) Acondicionamiento de la placa, antes de ser monitoreada
el crecimiento micelial de Fusarium; D) Programacion del Sistema Time lapse; E) Captura de imagen cada 5
minutos por un lapso de 30 minutos consecutivos en forma remota; F-G) Tabla de datos obtenidos a través
de las capturas de fotos mediante la programacion del sistema Time lapse; H) Datos procesados
estadisticamente del sistema Time lapse. (Fuente: fotos de Hugo Coz).
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Anexo: 8

Evaluacion del crecimiento micelial de 7 especies Fusarium, aisladas en 18 cepas
sobre diferentes condiciones de pH. Observadas a través del sistema Time lapse en las

pruebas de pH.

1. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Cacao
(Theobroma cacao L.).
a) Cepa M11-C2: Fusarium equiseti.

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

Figura 120: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium equiseti, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).

b) Cepa M11-C3: Fusarium solani.
Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

Figura 121: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium solani, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).
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2. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Sacha inchi

(Plukenetia volubilis L.) son:

a) Cepa M32-C1: Fusarium solani.

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7).

Figura 122: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium solani, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).

b) Cepa M33-C1: Fusarium moniliforme.
Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

Figura 123: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium moniliforme, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).
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3. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Aji dulce

(Capsicum spp.) son:

a) Cepa M28-C1: Fusarium solani.

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

Figura 124: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium solani, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).

b) Cepa M12-C1: Fusarium moniliforme.

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

ot

Figura 125: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium moniliforme, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).
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4. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Arroz (Oryza
sativa L.) son:

a) Cepa M15-C1: Fusarium lateritium.

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

Figura 126: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium lateritium, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).

b) Cepa M19-C2: Fusarium lateritium.

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

5

Figura 127: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium lateritium, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).
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5. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Café (Coffea

arabica L.) son:

a) Cepa M38-C1: Fusarium solani.

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7).

Figura 128: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium solani, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).

b) Cepa M39-C1: Fusarium solani.

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

Figura 129: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium solani, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).
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6. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Platano (Musa
spp.) son:
a) Cepa M3-C2: Fusarium moniliforme.

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7).

Figura 130: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium solani, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).

b) Cepa M6-C4: Fusarium solani.

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7).

Lons]

Figura 131: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium solani, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).



137

7. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Platano (Musa
spp.) son:
a) Cepa M37-C1: Fusarium moniliforme.

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

[pHs pll7

Figura 132: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium moniliforme, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).

b) Cepa M36-C1: Fusarium moniliforme.
Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7).

pH5 ) plL 6

Figura 133: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium moniliforme, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).
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8. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Platano (Musa
spp.) son:
a) Cepa M14-C1: Fusarium rigidiuscula.

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

Figura 134: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium rigidiuscula, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).

b) Cepa M31-C1: Fusarium solani.
Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

Figura 135: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium solani, en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).
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9. Prueba de pH con especies Fusarium obtenidas del cultivo de Culantro Castilla
(Coriandrum sativum L..) son:

a) Cepa M2-C5: Fusarium tricinctum.

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5,6 y 7).

L

Figura 136: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium tricinctum., en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema

Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).

b) Cepa M2-C2: Fusarium episphaeria.

Crecimiento de micelio sobre diferentes condiciones de pH (5, 6y 7).

Figura 137: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium episphaeria., en medio de cultivo PDA a
diferentes concentraciones de pH (5, 6 y 7). A-B) Desarrollo micelial en pH5; C-D) Desarrollo
micelial en pH6; E-F) Desarrollo micelial en pH7. Estos datos se obtuvieron a través del sistema
Time lapse por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro).
(Fuente: fotos de Hugo Coz).
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Anexo: 9

Pruebas de secuestro de Ca*" extracelular monitoreado en el crecimiento micelial de
18 especies Fusarium encontradas en 9 cultivos agricolas de importancia en la Region

San Martin. Observadas a través del sistema Time lapse.

1. Prueba de secuestro de calcio extracelular en especies Fusarium obtenidas del
cultivo de Cacao (Theobroma cacao L.).
a) Cepa M11-C2: Fusarium equiseti

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

1mM (20mM] (100mM |

Figura 138: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium equiseti, en medio de cultivo PDA sobre
diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA,; E-F) PDA + 10mM EDTA,; G) PDA + 20mM EDTA y H) PDA + 100mM EDTA; en estas
dos ultimas muestras no crecié Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse
por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente:
fotos de Hugo Coz).

b) Cepa M11-C3: Fusarium solani.

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

(20mM ] (100mM ]

Figura 139: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium solani, en medio de cultivo PDA sobre
diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA,; E-F) PDA + 10mM EDTA; G) PDA + 20mM EDTA y H) PDA + 100mM EDTA, en estas
dos Gltimas muestras no crecid Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse
por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente:
fotos de Hugo Coz).
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2. Prueba de secuestro de Ca™" extracelular en especies Fusarium obtenidas del
cultivo de Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) son:

a) Cepa M32-C1: Fusarium solani.

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

(10omM) [(20mM] [100mM)

Figura 140: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium solani, en medio de cultivo PDA sobre
diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA,; E) PDA + 10mM EDTA; F) PDA + 20mM EDTA,; G) PDA + 100mM EDTA, en estas tres
Gltimas muestras no crecid Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse por
un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente: fotos de
Hugo Coz).

b) Cepa M33-C1: Fusarium moniliforme.

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

i
‘B D | F . | H J
Figura 141: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium moniliforme, en medio de cultivo PDA
sobre diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA; E-F) PDA + 10mM EDTA; G-H) PDA + 20mM EDTA y 1-J) PDA + 100mM EDTA; en
todas estas muestras Fusarium creci6 con toda normalidad, fue la GUnica muestra que manifestd este
comportamiento ante la presencia de Ca™". Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse

por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente:
fotos de Hugo Coz).
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3. Prueba de secuestro de Ca™" extracelular en especies Fusarium obtenidas del

cultivo de Aji dulce (Capsicum spp.) son:

a) Cepa M28-C1: Fusarium solani.

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

1mM (20mM | (100mM |

Figura 142: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium solani, en medio de cultivo PDA sobre
diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA; E-F) PDA + 10mM EDTA; G) PDA + 20mM EDTA y H) PDA + 100mM EDTA, en estas
dos Gltimas muestras no crecid Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse
por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente:
fotos de Hugo Coz).

b) Cepa M12-C1: Fusarium moniliforme.

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

W

& B RED F '
[ imM | (20mM] [100m

Figura 143: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium moniliforme, en medio de cultivo PDA
sobre diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA,; E-F) PDA + 10mM EDTA; G) PDA + 20mM EDTA y H) PDA + 100mM EDTA; en estas
dos ultimas muestras no crecié Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse
por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente:
fotos de Hugo Coz).
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4. Prueba de secuestro de Ca"" extracelular en especies Fusarium obtenidas del

cultivo de Arroz (Oryza sativa L.) son:

a) Cepa M15-C1: Fusarium lateritium.

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

Control (10mM]  (20mM) [100mM )

Figura 144: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium lateritium, en medio de cultivo PDA
sobre diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA; E) PDA + 10mM EDTA; F) PDA + 20mM EDTA; G) PDA + 100mM EDTA,; en estas tres
Ultimas muestras no crecid Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse por
un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente: fotos de
Hugo Coz).

b) Cepa M19-C2: Fusarium lateritium.
Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

1mM (10mM ] (20mM] (100mM)

Figura 145: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium lateritium, en medio de cultivo PDA
sobre diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA,; E) PDA + 10mM EDTA; F) PDA + 20mM EDTA; G) PDA + 100mM EDTA, en estas tres
Gltimas muestras no creci6 Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse por
un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente: fotos de
Hugo Coz).
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5. Prueba de secuestro de Ca"" extracelular en especies Fusarium obtenidas del

cultivo de Café (Coffea arabica L.) son.

a) Cepa M38-C1: Fusarium solani.

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

(omn)  (2omM) (100mM )

Figura 146: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium lateritium, en medio de cultivo PDA
sobre diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA,; E) PDA + 10mM EDTA; F) PDA + 20mM EDTA; G) PDA + 100mM EDTA, en estas tres
Gltimas muestras no crecid Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse por
un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente: fotos de
Hugo Coz).

b) Cepa M39-C1: Fusarium solani.

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

B D' "1‘ F “'i‘:
(imM ] (20mM] (100mm]

Figura 147: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium moniliforme, en medio de cultivo PDA
sobre diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA,; E-F) PDA + 10mM EDTA; G) PDA + 20mM EDTA y H) PDA + 100mM EDTA; en estas
dos ultimas muestras no crecié Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse
por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente:
fotos de Hugo Coz).
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6. Prueba de secuestro de Ca'" extracelular en especies Fusarium obtenidas del
cultivo de Platano (Musa spp.) son:

a) Cepa M3-C2: Fusarium moniliforme.

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

1mM (10mM|  (20mM] [ 100mM |

Figura 148: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium lateritium, en medio de cultivo PDA
sobre diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA; E) PDA + 10mM EDTA; F) PDA + 20mM EDTA; G) PDA + 100mM EDTA,; en estas tres
Gltimas muestras no crecid Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse por
un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente: fotos de
Hugo Coz).

b) Cepa M6-C4: Fusarium solani.

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

(1mM (20mM) (100mM]

Figura 149: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium moniliforme, en medio de cultivo PDA
sobre diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA; E-F) PDA + 10mM EDTA; G) PDA + 20mM EDTA y H) PDA + 100mM EDTA, en estas
dos Gltimas muestras no crecid Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse
por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente:
fotos de Hugo Coz).
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7. Prueba de secuestro de Ca™" extracelular en especies Fusarium obtenidas del
cultivo de Frijol huasca poroto (Phaseolus sp.) son:

a) Cepa M37-C1: Fusarium moniliforme.

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

‘ B | D F
(20m ] [100mM]

Figura 150: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium moniliforme, en medio de cultivo PDA
sobre diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA; E-F) PDA + 10mM EDTA; G) PDA + 20mM EDTA y H) PDA + 100mM EDTA; en estas
dos ultimas muestras no crecié Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse
por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente:
fotos de Hugo Coz).

b) Cepa M36-C1: Fusarium moniliforme.
Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

(20mM]) (100mM]

Figura 151: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium moniliforme, en medio de cultivo PDA
sobre diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA,; E-F) PDA + 10mM EDTA; G) PDA + 20mM EDTA y H) PDA + 100mM EDTA; en estas
dos ultimas muestras no crecié Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse
por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente:
fotos de Hugo Coz).
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8. Prueba de secuestro de Ca™" extracelular en especies Fusarium obtenidas del
cultivo de Maiz amarillo duro en grano (Zea mays L.) son:
a) Cepa M14-C1: Fusarium rigidiuscula.

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

Control (20mM) [ 100mM

Figura 152: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium moniliforme, en medio de cultivo PDA
sobre diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA,; E-F) PDA + 10mM EDTA; G) PDA + 20mM EDTA y H) PDA + 100mM EDTA; en estas
dos Gltimas muestras no crecid Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse
por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente:
fotos de Hugo Coz).

b) Cepa M31-C1: Fusarium solani.

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

B ) D : ) A ¥ ‘ ; .
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Figura 153: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium moniliforme, en medio de cultivo PDA
sobre diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA,; E-F) PDA + 10mM EDTA; G) PDA + 20mM EDTA y H) PDA + 100mM EDTA; en estas
dos ultimas muestras no crecié Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse
por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente:
fotos de Hugo Coz).
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9. Prueba de secuestro de Ca™" extracelular en especies Fusarium obtenidas del
cultivo de Culantro castilla (Coriandrum sativum L..) son:

a) Cepa M2-C5: Fusarium tricinctum.

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

I

h )] )
(20mM] (100mM]

Figura 154: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium moniliforme, en medio de cultivo PDA
sobre diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA,; E-F) PDA + 10mM EDTA; G) PDA + 20mM EDTA y H) PDA + 100mM EDTA; en estas
dos ultimas muestras no crecié Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse
por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente:
fotos de Hugo Coz).

b) Cepa M2-C2: Fusarium episphaeria.

Crecimiento de micelio sobre diferentes concentraciones de EDTA:

{mM 20mM | [ 100mM

Figura 155: Esquema de crecimiento micelial de Fusarium moniliforme, en medio de cultivo PDA
sobre diferentes concentraciones de EDTA. A-B) Control (PDA puro sin EDTA); C-D) PDA + 1mM
EDTA,; E-F) PDA + 10mM EDTA; G) PDA + 20mM EDTA y H) PDA + 100mM EDTA; en estas
dos ultimas muestras no crecié Fusarium. Estos datos se obtuvieron a través del sistema Time lapse
por un periodo de 30 minutos, con intervalos de 5 minutos. Escala 0.5 cm (punto negro). (Fuente:
fotos de Hugo coz).







