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1. Introduccion

Formulacion del problema

4 especies son del género
En Ecuador, las perdidas :
Anualmente se pierde el 40% Colletotrichum y son
ascienden a mas de 200 mil
de cultivos por presencia de causantes de la enfermedad
dolares. Se han reportado 64 : :
plagas y enfermedades. 23% - - antracnosis en cultivos futales,
géeneros de hongos :
por infecciones fungicas. ornamentales, hortalizas,

fitopatdogenos
Ve

xporta mas de 6 mil millones de
dolares en productos vegetales.

cereales, etc.

Justificacion

: Evitar ingreso de
Susceptibles a J

infecciones micoticas plagas nuevas y
del género
Colletotrichum

Importa mas de mil millones de
dolares en productos vegetales

control o erradicacion

de las presentes
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2. Objetivos -
Objetivo general

* |dentificar especies del género Colletotrichum en distintos hospederos,

mediante indicadores morfométricos, metabolicos y moleculares.

Objetivos especificos

« Aislar hongos del género Colletotrichum presentes en distintos hospederos.

« Determinar morfométrica y metabolicamente las especies de los aislados
obtenidos.

« |dentificar molecularmente a los aislados mediante el analisis de un fragmento

del gen de elongacion 1 alfa y de la region transcrita interna. ___
D ESPE




2. Hipotesis

Los ensayos morfométricos, metabolicos y moleculares, son
selectivos y especificos para la identificacion de especies de

Colletotrichum.




3. Marco teérico

Colletotrichum es un género de Es el causante de los sintomas de
hongos fitopatdgenos, antracnosis en cultivos de

perteneciente a la familia importancia economica y

Glomerellaceae. ornamentales.

Acutatum Gloeosporioides

Esta conformado por mas de 250 ALRIES Graminicola

_ _ Boninense Magnum
especies y debido a su

Caudatum Orbiculare

mpleji néti h
SeEIE e GRIEUEE 52 e Dematium Orchidearum

clasificado en complejos de Destructivum Spaethianum
especies. Dracaenophilum Truncatum

Gigasporum
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3. Marco teérico

Colonias circulares, con micelio aéreo,

de color gris, blanco, marrén, salmon,

verde, rosa o violeta dependiendo de

la especie. :
C. theobromicola

Conidios circulares, hialinos,
cilindricos con extremos redondeados,

fusiformes o ambos

Extremos fusiformes Extremos redondeados Fusiformes y redondeados

Ciclo de vida endoéfita, hemibiotrofica,

necrotofica, latente o quiscente
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3. Marco teorico

Plagas cuarentenarias no Plagas diagnosticadas en el
presentes en Ecuador laboratorio de Fitopatologia

Del 2013 al 2021, el laboratorio de Fitopatologia diagnostico

Colletotrichum circinans Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum en 1198 ocasiones.
Colletotrichum coccodes Colletotrichum lindemuthianum _ o

_ . Total de diagnosticos de
Colletotrichum coffeanum Colletotrichum musae

Colletotrichum
Colletotrichum dematium

Colletotrichum destructivum _
Colletotrichum fragariae
Colletotrichum godetiae
Colletotrichum graminicola
Colletotrichum higginsianum
Colletotrichum lagenaria
Colletotrichum lilii
Colletotrichum orbiculare

Colletotrichum siamense

1 8
Colletotrichum spinaciae _ _ . .
Colletotrichum Colletotrichum Colletotrichum Colletotrichum sp.
gloeosporioides lindemuthianum musae

Colletotrichum sublineolum
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Diagnésticos de Colletotrichum por cultivo
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3. Marco teérico

|dentificacion

Morfométrica

|dentificacion

Metabdlica

ldentificacion

Molecular

Observacion macroscopica

Observacion microscopica

Pruebas bioquimicas
Analisis BIOLOG

PCR con primers especificos
PCR con primers universales

Secuenciacion

iz do una mdgeina dn secumcacdn alomasca

Tt
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4. Materiales y métodos
© O ©

Desinfeccioer:(;lgzgaracion del Siembra e incubacion Aislamiento y Purificacion « Se siguio el protocolo de

desinfeccion, siembra y

: ‘ € w 7R . : :
T / aislamiento de Castellanos
= » ( -{_ ~ N e
* J Corte de zonas con %‘ % et al. (2011)
] smtomatcvogia - : ;
W ‘ ' @ | Para la identificacién
e \ "—
[ @ ) | @ | 7diasa24°C | - " )
@) , . ) | " morfométrica se uso el
o o — o Obtencidn de cultivo puro software cellSens Standard
Masificacion en medio liquido Identificacion morfométrica identificacion Metabdlica 1.16 de OLYMPUS
CORPORATION.
- =p g La lectura de la microplaca
2\ ‘, se realizo en el lector Biolog
. y = . :
\ - i /-{. | Micro StationTM con el
o - ‘ e i

software MicroLog 3.

Medicion de 20 conidias
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4. Materiales y métodos

Extraccion y ELﬁaﬁtiﬁ{:acién de PCR Electroforesis
Extraccion de ADN
@ & @ ) & Primers usados:
S S, . e, N * (. gloeosporioides: T) g e 3} Aplacita 3 dndiain
= s s - MKCgF y MKCgR
B e — 5 — & — | » C. lindemuthianum: 5
'- \/ \ ¥ CY1yCY2 b
\ ') 7 » EF1yEF2 3
+ [TS1elTS4 -

L A T i __.-;'“. l,.--;'“. l_.-;"~

e T

W g

o

Cuantificacion de ADM

Positivos y Negativo

S

Traires lrmid nsedbor 1LY
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5. Resultados y discusion

Analisis morfométrico

——

Cacao

AGENCIA DE REGULACIO

)IN SAB i crateriformes, algodonosas, de micelio aéreo y margenes
s 'NAJAOOME GARmoo NADIN SABINAJACOMEGARRIDO ! filiformes tal como describe Oliveira et al. (2005). al género

- ‘I)O‘ . Aawsnmum A ARMADAS

g (7> Acrocauinao | Qg} prE ‘C AcrOcaLipap Todas las cepas obtenidas fueron de forma circular,

Colletotrichum.

Se observo diferencias
morfolégicas macroscopicas
entre cepas provenientes E S p E
= del mismo tipo de cultivo y (\ ) m

también entre cultivos. TNNOVACION PARA LA EXGELENGIA




5. Resultados y discusion

Analisis morfométrico

Aguacate Blanco Salmon Mandarina Gris claro Salmon
Aji Blanco Salmoén Mani Blanco Salmon
Apio Blanco Blanco Maracuya Blanco Blanco
Cacao Gris claro Gris claro Mora Blanco Blanco
Cafe Blanco Salmoén Naranja Blanco Salmon
Cafa Blanco Salmon Naranjilla Blanco Salmon
Frejol Blanco Salmon Pimiento Blanco Blanco
Granadilla Gris Salmon Tomate de Gris claro Gris claro
Guanabana Gris claro Salmoén arbol

Haba Blanco Salmén Pitahaya Blanco Salmon
Limon Gris oscuro Gris oscuro

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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5. Resultados y discusion

Promedio de largo y ancho de conidias por

hospedero Se diagnosticé Colletotrichum en
< Frejol
Limon —— 20 hospederos.
Maracuya 8,41
Naranja 8,27 - - ~
Naranjilla 5o Los conidios que presentaron un tamafio
Cacao M 2,09 —————— 7,91 mayor

Vandarina .2y identificados como C. gloeosporioides
Guanabana M————2,09 —— 7,28
Pimiento Me————2,91 — 7.16 (Perez et al, 2011)
Pitahaya — 248 7.15
Aguacate 2 7,06
Mora e— 2,02 — 6,96
Ajl, h 6’88
Haba % 6’85
Café k 6’85
Cafla M——2,8 mmmmmmmmm— 6,79
ApiO % 6’54
Mani Fe—— 4,4 6,37
3 — 213
<Tomate de arbol 622 = Conidios de tomate Conidios de frejol

0 2 4 6 8 10 12 de arbol

= Ancho = Largo E S p E
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3. Resultados y discusion

Analisis metabdlico
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Se seleccionaron 6 aislados

3

= P o
i AL JReaEE

PRI L
puros para la identificacion i ] Patr6n metabolico
de color de C.
metabodlica. gloeosporioides
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3. Resultados y discusion

Analisis metabdlico

El software identifico tres de los cinco aislados como Colletotrichum gloeosporioides con probabilidad de

confianza entre 0,997 y 1,00

NUumero de muestra Cultivo Resultado

FP-23-0362 No identificado

FP-23-0643 No identificado

FP-23-0769 Limén Colletotrichum gloeosporioides

e 96256
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5. Resultados y discusion

Analisis molecular

Se analizaron las 45 muestras

Todas las muestras
dieron negativo para
C. lindemuthianum.

obtenidas con primers
especificos MKCgF y MKCgR;
CYlyCY2

‘ size
Ladder CP CN

x

1200

33 muestras positivas
para C. gloeosporioides.

Segun Kamle et al. (2013), el par de primers

2% agarose stained in SYBR Safe

MKCgF y MKCgR producen un amplicon con
un tamano de 380 pb y son especificos para la

deteccion de C. gloeosporioides.

Segun Martinez et al. (2014), el par de
primers CY1 y CY2 son especificos
para la deteccion de C. lindemuthianum
y deben generar amplicones Unicos de
442 pb

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1l M12 M13

Amplificacion de fragmentos de C. gloeosporioides

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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3. Pruebas y resultados

Analisis molecular

amplifican fragmentos de 520

pb para C. gloeosporioides

rose stained in SYBR Safe
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fragmentos de 570 pb para C.

gloeosporioides

V
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6. Conclusiones

Los métodos morfométricos no son selectivos ni especificos para la identificacion de especies de
Colletotrichum. Sin embargo, los métodos metabdlicos y moleculares si son especificos y selectivos para la

identificacion de especies de Colletotrichum

Los hongos del género Colletotrichum son agentes causantes de la antracnosis en cultivares de aguacate,
aji, apio, cacao, cafe, cafa, frejol, granadilla, guanabana, haba, limon, mandarina, mani, maracuya, mora,

naranja, naranjilla, pimiento, pitahaya y tomate de arbol.

El complejo de especies C. gloeosporioides presenta colonias con forma circular, crateriformes,
algodonosas, margenes filiformes y micelio aéreo de colores blanco, gris claro, gris oscuro o salmon, segun

el tipo de cultivo del que se aisle el patogeno.

ESPE
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6. Conclusiones y recomendaciones

La especie C. gloeosporioides presenta conidios de forma cilindrica, de aspecto redondo de un lado, ahusado por el otro o con
ambos extremos redondos. El largo de sus conidias varia desde 6,22 um a 10,14 um y su ancho varia de 1,67 um a 3,29 um
segun el cultivo desde el que ha sido aislado el patégeno. No obstante, la descripcion de la morfologia de los conidios y su

tamafio no son caracteristica suficiente para distinguir entre especies de Colletotrichum.

La especie C. gloeosporioides puede ser identificada por el sistema de identificacion microbiana BIOLOG al tercer dia de

incubacion, sin embargo, para que esto suceda, el aislado debe ser reciente, estar puro y deben seguirse las instrucciones del

fabricante para la preparacion de la microplaca.

La especie C. gloeosporioides puede ser identificada con el uso de los primers especificos MKCgF y MKCgR generando

amplicones de 380 pb.

La especie C. gloeosporioides amplifica fragmentos EF a una altura de 520 pb y fragmentos ITS a una altura de 570 pb.

5 UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
AD INNOVACION PARA LA EXCELENCIA
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6. Conclusiones y recomendaciones

Evitar medir conidios inmaduros cuando se realiza el analisis morfométrico de Colletotrichum.

Comprobar la patogenicidad y ciclo de vida de los aislados de Colletotrichum mediante postulados de Koch.

Probar si el resultado de identificacion mediante BIOLOG se ve influenciado por cambios en el protocolo de preparacion de fluido de inéculo.
Realizar extraccion de ADN de aislados puros y masificados en medio liquido para obtener ADN de buena calidad y alto peso molecular.

Es necesario secuenciar las cepas cuyo resultado fue negativo ante los primers MKCgF y MKCgR.

Corroborar que los fragmentos EF no generen palindromos después de la PCR.
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