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OBJETIVOS

* |dentificar los hongos de madera en las principales zonas productoras
de palto Hass en la costa del Perd

 Caracterizar morfologica y molecularmente los principales hongos de
madera de palto Hass.

 Evaluar la distribucion de las diferentes especies hongos de madera
gue afectan a cultivo de palto en |la costa peruana.
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611 N° de muestras

Piura
Lambayeque
....................................................... . St aisE v Glies
La Libertad
........................................................ Proyecto Chavimochic
Ancash

------------------------------------------------------- . Casma

Canete, Huaura y Barranca

.......................................................: Nazca, Ica y ChInCha

611 Muestras Totales



g
Rl
Z
%
o
v
™




+ HOMINEM

Aislamiento

Alcohol 70%
NaOCL 1% Agua Destilada estéril
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Caracterizacion morfoldgica

°n el estudio de:

Morfologia de la colonia.




Caracterizacion molecular

» Extraccion y purificacion de ADN

Colonias de los
aislados fungicos
con un dia de
crecimiento.

/" Lisis mecanica
con micropistilo
estéril entre

micelio y buffer
\_ de extraccion. /

Se agrego 300ul
de Cloroformo:
Alcohol

\Isoaml’lico (24:1) )

4 )

Se centrifug6 a
12000 rpm por 10

min. a 20°C.
N\ )
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[ Se extrajo 300 } [ Se colocaron en J [ Bafio maria a ] Se agregd 300l
de fase acuosa. nuevos tubos. 37°C por 30 min. de 2 propanol (1:1)

Se centrifugo6 a
12000 rpm por 10

Se centrifugo6 a Se realizaron
12000 rpm por 5 movimientos suaves

Se agrego 1ml de

) etanol 70% :
min. a 4°C. min. a 4°C. con la mano. 10




Se desecho fase Se dejo secar por Se resuspendioé en Se realizo la lectura
acuosa. una noche. 50ul de EDTA. en Nanodrop.

PCR en
termociclador

[Fotodocumentador} [ Transiluminador J Electroforesis
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» PCR

La reaccion en cadena polimerasa (PCR) se realizd6 en un termociclador usando dos
marcadores diferentes: cebadores oligonucleotidos (espaciador transcrito interno) ITS1 y
ITS4 (White et al 1990); y EF1-728F y EF1-986R para el factor de elongacion de la

traduccion (TEF 1) (Carbone & Kohn 1999).

» Secuenciamiento

Las muestras se secuenciaron en el laboratorio de la Universidad de California en Riverside
(UCR) a cargo del Dr. Akif Eskalen.

=~

> Arbol filogenético | ’/g .

Molecular Evolutionary Genetics Analysis
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Prueba de patogenicidad

> Inoculacioén

Se realizé la , . .

. Se coloc6 disco S coloes elizeily
herida con un el himedo y se forré
sacabocado BOLY =, con PARAFILM.

/.




> Reaislamiento

Se realizaron cortes cerca al Los trozos se desinfestaron con alcohol
punto de inoculacion Cortes de aprox. 0.5cm de 70%, se enjuagaron con agua destilada
abarcando el cancro y tejido ancho y largo. estéril, se secaron y sembraron en

sano. PDAO.
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RESULTADOS

Caracterizacion morfologica

» Morfologia de la colonia

L. pseudotheobromae L. theobromae L. egyptiacae




» Estructuras microscopicas
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Dimension de conidios
35
30
25

20

um

15

10

5

0

L\ pseudotheobromae L. theobromag L. egyptiacae
23.02

13.56

mlLargo
Ancho

Ancho
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» Tasas de crecimiento CNRE N o
0 15 No
Temperaturas (°C) > 15 ol
10 15 Si
10.0 15 4 Si
20 3 Si
25 2 Si
8.0 R
g 30 2 Si
S 35 3 S!
4
(@) 6.0 0 15 Si
% 45 15 No
= 50 15 No
© 40
e .
- « DE: Dias de D
' Evaluacion
L I . MCDP: Muestran
0.0 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 Crecimiento Después
L. pseudotheobromae 0.0 0.0 3.2 8.0 9.0 9.0 9.0 8.4 0.8 0.0 0.0 \ de Prueba 4
L. theobromae 0.0 0.0 1.2 7.3 9.0 9.0 9.0 7.0 0.8 0.0 0.0
m L. egyptiacae 0.0 0.0 15 6.0 9.0 9.0 9.0 7.1 0.8 0.0 0.0
mL. parva 0.0 0.0 0.7 7.6 9.0 9.0 9.0 4.6 0.8 0.0 0.0
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L. pseudotheobromae L. egyptiacae




[ L. pseudotheobromae ] [ L. theobromae ] [ L. egyptiacae ]

15°C

20°C

25°C




[ L. pseudotheobromae ] [ L. theobromae ] [ L. egyptiacae ]

30°C

35°C

40°C




[ L. pseudotheobromae ] [ L. theobromae ] [ L. egyptiacae ]

45°C

50°C
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Caracterizacion molecular

i1 Alignments r O
|_L. pseudotheobromae | Descrpton o o cuen B ] 5 | Ao
[] Lasiodiplodia pseudotheobromae sirain GXJG4.5 translation elongation factor 1-alpha (tefia) gene, partial cds 1109 1109 100% 0.0 § 100.00% j MH487655.1
] Lasiodiplodia pseudotheobromae isolate MANS3 translation elongation factor 1-alpha (tef1) gene, partial cds 1109 1109 100% 0.0 § 100.00% § K¥024613.1
] Lasipdiplodia pseudotheobromae isolate CHAD3 translation elongation factor 1-alpha (tef1).gene, partial cds 1109 1109 100% 0.0 § 100.00% j K¥024595 1
[ Lasiodiplodia pseudothecbromae strain CDA1352 translation elongation factor 1-alpha gene, partial cds 1109 1109 100% 0.0 § 100.00% J Kx528575.1
E—
i1 Alignments ﬁ O
l L the0br0mae J Description Sp::?e STE:,E:L Sgﬁg vaIIEue IE:;t Accession
[ Lasiodiplodia theobromae strain CDA1169 translation elongation factor 1-alpha gene, partial cds 1098 1098 100% 0.0 § 99.83% Qrx528559.1
|| Lasiodiplodia theobromae strain CMM3612 franslation elongation factor 1-alpha gene, partial cds 1093 1098 100% ©0.0 j§ 99.83% QKF226692.1
[l Lasiodiplodia theobromae strain CMW32245 translation elongation factor 1-alpha (tefia) gene. partial cds 1092 1092 100% 0.0 § 99.67% QKY473016.1
] Lasiodiplodia theobromae strain CMW4695 elongation factor 1 alpha gens,_partial cds 1090 1090 100% 0.0 § 99.66% QKF286730.1
|| Lasiodiplodia theobromae strain CCMF-CNPADS54 elongation factor 1 alpha gene, partial cds 1086 1086 100% ©0.0 § 99.50% QMH481477.1
i1 Alignments h Fo
5 o Max | Total |Query | E Per. .
[ L eqypt'acae ] Rescinion Score Score Cover valu Ident fsceasion
[ Lasiodiplodia egyptiacae strain CMM3611 translation elongation factor 1-alpha gene, partial cds 905 905 100% Q.0 100.00%y KF226591.1
] Lasiodiplodia theobromae strain CDA1169 translation elongation factor 1-alpha gene, partial cds 893 893 100% 00 9959% Kx528550.1
[] Lasiodiplodia theobromae strain CMYW32245 translation elongation factor 1-alpha (tef1a).gene, partial cds 893 893 100% 0.0 9959% KY473016.1
| Lasiodiplodia theobromae strain CMM3612 translation elongation factor 1-alpha gene, partial cds 893 893 100% 00 9959% KF2266921
[] Lasiodiplodia hormozganensis strain CDA1363 franslation elongation factor 1-alpha gene, partial cds 689 869 100% 00 9939% Kx5285711

it Alineaciones o F oy
i .| Cubiert
Descripcion S mubuntai UdI: i Valor i Adhesion
L. parva P puntaje  total Ident
consulta

[ Lasiodiplodia parva cepa CPATUO2 factor de alargamiento de la traduccion 1 gen alfa,_cds parciales; mitocondrial 647 647 100% 0.0 100.00%f KX171635.1
| Lasiodiplodia sp. Factor de alargamiento de |a traduccion LACAM1 1-alfa_cds parciales 647 647 100% 0.0 100.00% KU50T436.1
] Lasiodiplodia sp. CGMCC3.17974 gen de elongacion-factor alfa (tef1-alfa) de |a traduccidn,_cds parciales 641 641 100%  de-180 99JF@% Kx499919.1
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L. pseudotheobromae

L. theobromae

L. egyptiacae

L. parva
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Participacion de las Especies con Respecto al Total de Muestras

L. pseudotheobromae

—

Otros ESPECIES N° %
L. pseudotheobromae 72 12
L. theobromae 251 41
L. egyptiacae 40 7
L. parva 1 0
Otros 247 40
Total de muestras 611 100%
41%
L. theobromae
L. parva |

L. egyptiacae
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Distribucion

70
60
50
S
1% 40
>
=
< 30
z
20
10
o M l - - C BN m O
Ica Lima Ancash La libertad Lambayeque Piura
m L. pseudotheobromae 4 60 1 2 5 0
L. theobromae 51 40 26 35 61 38
m L. egyptiacae 8 22 2 0 4 4
mL. parva 0 1 0 0 0 0

m L. pseudotheobromae =L.theobromae m®L.egyptiacae ®L. parva



Prueba de patogenicidad
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L. pseudotheobromae L. theobromae
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L. parva




LESION EXTERNA

7.0
6.0
5.0
4.0
3.0

> Andlisis g : mbe BEe
cuantitativo 19 I

cm

L.
pseudotheobrom L. theobromae L. egyptiacae L. parva PDA
ae
m Superior 3.4 2.7 1.7 1.8 0.3
Inferior 2.6 2.3 2.1 1.9 0.3
m Diametro 1.9 1.4 1.2 1.3 0.3
m Superior © Inferior ®Diametro
LESION INTERNA
20.0
d
15.0 b
5 b b
10.0 ‘|' “'
5.0
L. pseudotheobromae L. theobromae L. egyptiacae L. parva PDA
® Superior 15.9 8.2 11.1 8.6 0.4
Inferior 8.1 8.0 9.8 7.8 0.3
m Diametro 15 1.2 2.1 1.4 0.3
® Superior = Inferior ™ Didmetro 33




+ HOMINEM
(o]
E ‘\‘lig H
'.D

m\jhb

70 B

Lasiodiplodia pseudotheobromae




L. egyptiacae

ii theobromae

~

o~




+ HOMINEM

ET

PDA




CONCLUSIONES

Las especies de hongos de madera que afectan al palto Hass en la costa peruana son
Lasiodiplodia theobromae, Lasiodiplodia pseudotheobromae, L. egyptiacae y L. parva.

La especies predominante en toda la costa es Lasidiplodia theobromae (41.08%).
Lasiodiplodia pseudotheobromae (11.78%) predomind en costa central. Lasidiplodia
egyptiacae (6.54%) y solo un aislamiento de Lasidiplodia parva (0.16%).

Se registro que las temperaturas optimas para las cuatro especies se encuentran dentro
de los 25°C a 30°C manteniendo una tasa de crecimiento igual; asi mismo, se registro
gue a temperaturas muy bajas como 0°C y 5°C, y muy altas como 45°C y 50°C no hay
crecimiento micelial de ninguna especie. Lasiodiplodia pseudotheobromae sin embargo,
presentd una tasa de crecimiento mucho mayor a las demas especies a 10°C
considerandose como la temperatura minima de crecimiento de Lasiodiplodia
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CONCLUSIONES

Se caracterizd molecularmente cuatro especies de Lasiodiplodia: Lasiodiplodia theobromae L.
pseudotheobromae L. egyptiacae y L. parva mediante el uso de primers ITS y TEF-a, siendo el
mas discriminatorio para especiar a Lasiodiplodia el uso del primer TEF-a con porcentajes de
identidad del 100%, 99%,100% y 100% respectivamente, comparados con el GenBank.

La especie Lasiodiplodia pseudotheobromae fue la que infecto la mayor area de tejido de
palto mostrando diferencias estadisticas con el resto de especies.
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