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RESUMEN

Nuestro pais constituye un amplio campo para el estudio de
hongos, pues por su variedad de climas, existe una gran
diversidad de hongos altamente adaptables, que se
encuentran  presentes en practicamente todos los
ecosistemas. Si bien en su mayoria cumplen con una funcién
indispensable y benéfica, existen algunas especies que,
desde el punto de vista humano, son dafiinas o indeseables
de que se presenten en gran volumen, dado que son los
organismos que mas afectan a los cultivos de importancia
comercial.

El estudio de hongos fitopatdgenos mediante el uso de
técnicas moleculares se ha convertido en una herramienta util
para la diferenciacion de hongos estrechamente relacionados
y que por sus caracteres morfolégicos no pueden ser
clasificados taxonomicamente. En esta investigacion se
analizaron sesenta muestras de hongos de las cuales 41
fueron obtenidas en las plantaciones de banano y 19 de 4
plantas medicinales: Baccharis latifolia, Baccharis obtusifolia,
Piper barbatum y Borreria laevis, todos los hongos fueron
cultivados en Potato Dextrosa Agar (PDA). Mediante PCR vy el
uso de primers universales ITS1, NL4, ITS1F, LR5, se
amplificé la secuencia ITS-5.8S-LSU rDNA con alrededor de
1200pb, estos productos fueron analizados por medio de
electroforesis y finalmente secuenciados. Utilizando el BLAST
del GenBanK se obtuvo como resultado que la mayoria de
hongos de las plantaciones de banano pertenecen al orden
Hypocreales predominando Fusarium; en cuanto a los hongos
obtenidos de plantas medicinales su mayor parte pertenecen
al orden Pleosporales, con predominio del género Alternaria,
estos hongos se encuentran cominmente en el ambiente, sin
embargo en pruebas de antagonismo realizados previamente,
estos tuvieron resultados positivos, considerandolos como
posibles endéfitos de las plantas medicinales.

Palabras clave: Diversidad de hongos, PCR, primers
universales, electroforesis.



ABSTRACT

Our country constitutes a wide field for the study of fungi,
because for its variety of climates, a great diversity of highly
adaptive fungi exists that are present in practically all the
ecosystems. Although in their majority they fulfill an
indispensable and beneficent function, there are some species
that, from the human point of view, they are harmful or
undesirable that they are presented in great volume, since
they are the organisms that more they affect to the cultivations
of commercial importance.

The study of pathogenic fungi by means of molecular methods
has become a useful tool for the differentiation of closely
related fungi were based on morphological characters can't be
classified. In this investigation sixty samples of fungi were
analyzed of which 41 were obtained in banana tree plantations
and 19 from four medicinal plants: Baccharis latifolia,
Baccharis obtusifolia, Piper barbatum and Borreria laevis. All
fungi were cultivated in Potato Dextrosa Agar (PDA). By
means of PCR and using a combination of the universal
primers pairs ITS1-NL4 and ITS1F-LR5, the sequence ITS-
5.8S-LSU rDNA was amplified with around 1200pb. These
products were analyzed by gel electrophoresis and finally
sequenced. BLAST searches on GenBanK shown that most of
fungi of the banana tree plantations belong to the order
Hypocreales mainly Fusarium. The fungi obtained from
medicinal plants mostly belong to the order Pleosporales, with
prevalence of Alternaria. This fungus is frequently foundin the
air, however in tests of antagonism carried out previously,
these they had positive results, considering them as possible
endophytic fungi of the medicinal plants.

Keywords: Fungi diversity, PCR, universal primers,
electrophoresis.



INTRODUCCION

Los hongos constituyen un grupo muy numeroso de
organismos que presentan una amplia distribucion en la
naturaleza, contribuyendo a la descomposicion de la materia
organica y participando en los ciclos biolégicos. La mayor
parte de los hongos juegan un papel de vital importancia en el
mantenimiento de los ecosistemas (Jabra et al. 1999).
Muchos hongos son estrictamente sapréfitos, sin embargo
también existen parasitos (obligados y no obligados),
patégenos de plantas, del hombre y otros organismos,
algunos pueden ser hiperparasitos (incluyendo los mismos
hongos) (Montealegre 2002). La mayoria posee un cuerpo o
talo vegetativo filamentoso llamado micelio. Las ramas del
micelio se denominan hifas, que crecen en todas direcciones,
en algunos hongos el micelio consiste de muchas células que
contienen una o dos nucleos por célula. En otros, el micelio es
multinucleado y puede o0 no tener paredes celulares
(Montealegre 2002).

Una caracteristica importante entre grupos de hongos, usada
como un escalén evolutivo, es la presencia o ausencia de
septos. En ciertos grupos de hongos, considerados mas
primitivos, generalmente no se observan septos, solo en la
base de los 6rganos reproductores o para separar porciones
viejas de las hifas (Popoff 2005).

En cuanto al tipo de nutricion, estos organismos desprovistos
de clorofila e incapaces de sintetizar los glacidos que
necesitan para vivir, han desarrollado tres sistemas de vida:
Los saprobios, que pueden descomponer residuos organicos
para alimentarse, este es el caso de los hongos comidnmente
hallados sobre troncos muertos; otros son parasitos y extraen
las sustancias organicas que necesitan de un hospedador al
que debilitan y a la larga lo matan. El tercer modo de vida es
el de los hongos simbidticos, que extraen las sustancias
organicas de un hospedador, pero que en contrapartida le
procuran cierto niumero de ventajas (Popoff 2005).



Clasificacién de los hongos

La clasificacion de los hongos es muy compleja y discutida. La
ubicacion de un hongo en un grupo u otro es revisada
constantemente, muchos se mantienen en su clasificacion
original para su estudio, sin embargo Hibbet et al. (2007), ha
planteado una nueva clasificacion, la cual abarca a los
organismos monofiléticos del Reino Fungi, es decir los cuales
han evolucionado a partir de un ancestro comun, incluyendo
también formas sexuales y asexuales. Esta clasificacién usa
un lineamiento jerarquico (Tabla 1), modificado por el Cédigo
Internacional de Nomenclatura Botanica (Hibbet et al. 2007).

Tabla 1. Lineamiento jerarquico adoptado por el Caddigo
Internacional de Nomenclatura Botanica (Hibbet et al. 2007).

CATEGORIA TAXON

Reino Fungi

Subreino Dicarya

Phylum -mycota (excepto
Microsporidia)

Subphylum -mycotina

Clase -mycetes

Subclase -mycetidae

Orden (Sufijo —ales)

La nueva clasificacion reconoce un reino, un subreino, siete
phyla, diez subphyla, 35 clases, 12 subclases y 129 érdenes
(Hibbet et al. 2007). Los phylum Ascomycota y Basidiomycota
se encuentra clasificados en el subreino Dikarya (Fig.1),
debido a estudios de las hifas dicaridticas (Hibbet et al. 2007).
Los cambios mas relevantes que se pueden observar en esta



nueva clasificacion, se incluyen en algunos taxa que se

encontraban dentro de los

phylum  Zygomycota

y

Chytridiomycota, ya que basandose en analisis con el rRNA
estos grupos son reconocidos como polifiléticos (Hibbet et al.

2007).

MICROSPORIDIA

Kickxallales
Dimargaritales
Harpellales
Asellariales

Kickxellomycotina

[——————— Zoocpagales

pol s

Zoopagomycotina

Entermophthorales

oromycotina

Blastocl

BLASTOCLADIOMYCOTA
Blastocladiomycetes

Meocallimastigales

Mucorales ™
Endogonales Mucoromycotina )
Mortierallales

NEOCALLIMASTIGOMYCOTA ™,

Neocallimastigomycetes

Monoblepharidales

Monoblepharido mycetea

A

Chytridiales
Spizellomycetales
Rhizophydiales

CHYTRIDIOM 'I'COTA
Chytridiomycetes )

/

GLOMEROMYCOTA
Glomeromycetes

-

BASIDIOMYCOTA

ASCOMYCOTA

Archaeosporales
Diversisporales
Glomerales
Paraglomerales

DIKARYA

" Tradttional —\5
Zygomycota Y,

Tradtional
l \ Chytridiomycota )

Fig 1. Filogenia y clasificacion de los hongos. Hongos Basales y Dikarya

(Hibbet et al. 2007).

Los criterios usados para distinguir entre estos grupos

incluyen

tanto caracteristicas de su estructura basica

(morfologia), patrones moleculares (estudios de la secuencia
de DNA) y ciertos patrones de reproduccion, particularmente
de reproduccién sexual (Guisiano 2005; Mendoza 2000).

Interés biotecnolégico de los hongos

Los hongos son organismos altamente adaptables, que se
encuentra presentes en practicamente todos los ecosistemas.



Ecuador es uno de los paises con mayor biodiversidad de
hongos en el mundo, sin embargo hace falta profundizar en su
estudio, de alli se podrian beneficiar muchas areas como la
medicina, agricultura, la industria ya que constituyen un reto
para las farmacéuticas en la elaboraciéon de antibidticos y
antifingicos. En la agricultura, hoy los hongos estan
reemplazando a los insecticidas porque controlan y evitan el
atague de insectos, nematodos u otros hongos (Martin et al.
2000). Ademas, algunos hongos son empleados como
organismos de laboratorio para el estudio de procesos
biolégicos fundamentales (Saccharomyces, Neurospora,
Coprinus, Schizophyllum, Phycomyces, Aspergillus, Ustilago,
etc). Por ello la importancia de esta investigacion, ya que por
medio de técnicas moleculares se contribuye al estudio de los
hongos, principalmente de aquellos que en la actualidad estan
siendo evaluados en el area bhiotecnoldgica, como son los
hongos que han sido aislados de plantaciones bananeras,
para la determinaciéon de sus metabolitos secundarios; vy, los
aislados de plantas medicinales (Baccharis latifolia, Baccharis
obtusifolia, Piper barbatum y Borreria lavéis), con los cuales
se realiza pruebas de antagonismo.

La identificacion de hongos fitopatégenos presentes en un
ecosistema es de suma importancia para su manejo y
conservacion; nos puede permitir, en primer lugar, manejar las
especies vegetales a cultivar para minimizar enfermedades,
especialmente de aquellas que tienen mayor importancia a
nivel mundial; realizar la utilizacion oportuna y controlada de
fungicidas quimicos o mejor aun, para aplicar metodologias
de control biolégico efectivas (Zambrano 2002; Blanco et al.
2004). En la actualidad muchos investigadores estan
buscando nuevas estrategias para el uso de hongos en el
control de plagas, especialmente del banano, que constituye
uno de los primeros cultivos a nivel mundial. Los bananos son
cultivados en mas de 125 paises del mundo, siendo parte
importante de la economia y alimentacion bésica de muchos
paises (Pocasangre et al. 2006). El uso de hongos
endofiticos, se plantea hoy en dia como una buena
alternativa, ya que la interaccion entre el patogeno y el



antagonista ocurre directamente dentro de un mismo nicho: el
tejido interno de las plantas. Los hongos endofiticos colonizan
los tejidos u 6rganos internos de una planta sin causar ningun
tipo de sintoma, y confieren una proteccién a la planta
hospedera contra el ataque de agentes biéticos y abiéticos.
En diferentes sistemas de produccion de banano comercial de
Centroamérica y el Caribe, se ha identificado que las raices
son colonizadas por hongos endofiticos, denotandose una
dominancia de géneros especificos como Fusarium vy
Trichoderma. Con este hecho, se deduce que estos géneros
podrian tener un mutualismo especifico con las plantas de
banano, que podria resultar en efectos de supresividad al
ataque de plagas (Menesses 2003). En diversos estudios,
Fusarium spp se ha reportado como endofitico natural en
cultivares diversos de banano, pertenecientes a genomas
diploides, triploides y tetraploides. Por ejemplo, Pocasangre
(2000), reporta una frecuencia mayor de Fusarium, tanto en
las raices, la corteza y el cilindro central del cormo, en
diferentes cultivos de banano. El cultivo del banano es
atacado por diversos patégenos, que incluyen hongos,
bacterias y virus. Entre las principales plagas y enfermedades
que han tenido impactos negativos en la historia del banano
estan: Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis var. diiformis),
Sigatoka Amarilla (M. musicola), Moko (Ralstonia
solanacearum) y Mal de Panama (Fusariumoxysporum var.
cubense), Neméatodos (Radopholus similis, Pratylechus spp,
Meloydogine incégnita y Helicotylenchus spp) (Meneses
2003).

Al igual que en las plantaciones bananeras, el cultivo de
plantas medicinales es de gran importancia en nuestro pais.
Datos sobre asociaciones de hongos a plantas ecuatorianas
son muy escasos, en especial de plantas medicinales. Sin
embargo, los hongos en asociacién endofitica con estas
especies vegetales podrian jugar un rol importante en las
propiedades medicinales de las mismas (Ramirez et al. 2006).



Identificacion morfoldgica y molecular de hongos

Hoy en dia los bhiblogos evolutivos usan tanto datos
morfolégicos como moleculares para establecer relaciones
filogenéticas entre organismos. Sin embargo, es comudn
observar incongruencias entre los andlisis basados en datos
morfolégicos y los basados en datos moleculares.

El principal argumento en favor de la utilizacion de caracteres
moleculares es que son universales. En muchos casos,
principalmente cuando se requiere comparar linajes con
divergencia temprana, es imposible establecer hipotesis de
homologia morfoldgica; en cambio, existen genes presentes
en todos los genomas celulares como los ribosomales, que
pueden proveer de informacion para reconstrucciones
filogenéticas, donde los caracteres morfolégicos son
inaplicables. En los estudios morfolégicos, en cambio, los
caracteres deben ser descubiertos y delimitados
generalmente sin ningun criterio explicito para la seleccién o
la codificacién del caracter, por lo que tienen el potencial de
ser arbitrarios (Rentaria 2007).

Por todo lo mencionado anteriormente resulta oportuno la
identificacion rapida y confiable de hongos, sin embargo, la
limitaciébn de los caracteres morfolégicos para diferenciar
hongos estrechamente relacionados, asi como la laboriosidad
requerida en su estudio y, en algunos casos, la insuficiente
resolucion que proporcionan a nivel taxonémico, ha propiciado
el uso de las técnicas moleculares (Franco 2005). Hasta el
momento han sido usadas numerosas técnicas moleculares
para el estudio taxondémico de los hongos, desde las clasicas
técnicas de DNA, basadas en la determinacion del contenido
guanina/citosina del DNA nuclear hasta la hibridacién DNA-
DNA, para establecer la identidad o no de cepas
morfolégicamente similares (Solé 2002).



Técnicas de biologia molecular en taxonomia fingica

Existen varias técnicas reportadas para el andlisis del DNA y
busqueda de informacién de su secuencia en regiones
especificas. Dentro de las técnicas mas importantes, se
pueden utilizar por ejemplo alguna de las siguientes para la
caracterizacion de hongos fitopatdgenos. RFLP (Restriction
Fragment Length Polimorphism Analysis), esta técnica
permite obtener, para cada organismo, una serie de
fragmentos del DNA de diferentes tamafios que dan lugar a
un patrén de bandas PCR/RFLP. Ello se consigue
fragmentando la region amplificada mediante el uso de
enzimas de restriccion (Iturralde 2005; Solé 2002; Zabeau
1993). Con el mismo objetivo se ha usado la técnica de RAPD
(Random Amplification of polimorphic DNA). Este método fue
propuesto como una alternativa al estudio de las relaciones
genéticas entre organismos, generando patrones de bandas
polimérficas, producidas por iniciadores de secuencias
arbitrarias a través de la técnica de la PCR (Xena 2000;
Davila 2001; Luna 200; Rocha 2005). AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism Analysis). El analisis por
AFLP en los hongos ha permitido discriminar variacion
genéticainterespecifica asi como intraespecifica de
Cyphomyrmex minutus, mycorhizas yFusarium spp. (Ayra
2001; Zambrano 2002; Pratap 2006). Todas éstas técnicas se
basan en la PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa).

Apoyandose en el empleo de las técnicas antes mencionadas,
existen una serie de métodos que analizan el genoma
completo para lograr la identificacion de los organismos,
desde el andlisis del DNA mitocondrial, hasta el DNA nuclear,
aunque siguen siendo los genes del RNA ribosomal los més
estudiados.

DNA mitocondrial (mtDNA)

Las moléculas de DNA mitocondrial (mtDNA) son genomas
relativamente pequefios que coevolucionan a su propia tasa
evolutiva en relacion con el genoma nuclear de los



organismos en los cuales ellos estan alojados.
Particularmente en animales y hongos dichos genomas
evolucionan mas rapidamente que su contraparte de DNA
nuclear (Uribe et al. 2007).

El mtDNA es ampliamente empleado para la determinacién de
relaciones taxonOmicas y filogenéticas entre los grupos de
organismos eucariéticos que poseen dicho organelo. Las
razones para su popularidad reside en caracteristicas
intrinsecas de esta molécula tales como su reducido tamario,
la alta tasa evolutiva, la falta de bases metiladas, el alto
contenido de residuos adeninatimina (AT) y el hecho de ser
una molécula haploide donde la mayoria de los alelos poseen
la misma funcién e inclusive poseen regiones universalmente
conservadas. Dentro del genoma mitocondrial las secuencias
de RNA ribosomal (rRNA) han sido empleadas como
herramienta molecular para identificar relaciones filogenéticos
a diferentes niveles taxondémicos. A pesar de las diferencias
en tamafios, todos los genomas mitocondriales pertenecientes
a hongos examinados hasta la fecha poseen un nimero
similar de genes, incluyendo una serie de genes de rRNA, 23-
26 RNA de transferencia (tRNA) y varios genes codificantes
de proteinas. La diferencia en tamafio en relaciéon con los
genomas mas grandes estd determinada principalmente por
intrones y regiones ricas en A-T (Uribe et al. 2007).

El genoma mitocondrial (mtDNA) tiene un tamafio de 15 a 17
kb y su longitud varia considerablemente entre especies: 20
micrémetrosen Neurospora; 25 micrometros en levaduras; 30
micrémetros en plantassuperiores; 5 micrémetros en algunos
animales metazoarios (multicelulares). Se considera que la
mayoria del mtDNA de hongos y plantas no codifica, yaque el
mtRNA contiene intrones (Rentaria 2007).

DNA ribosémico (rDNA)

La revolucién molecular en cuanto a taxonomia de hongos
comenzé a inicios de 1990, con la amplificacion del rDNA, con
la ayuda de la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
(Hibbet et al. 2007). Efectivamente, las regiones de DNA



mitocondrial y nuclear que tienen un mayor interés tanto en
estudios de filogenia como en taxonomia de hongos, son las
que codifican para el RNA ribosémico (rDNA) (lturralde 2005).
El rDNA puede encontrarse en mitocondrias, cloroplasto y
nacleo, y contiene la informacién para el RNA que conforma
los ribosomas, por lo que es informacién que se transcribe
pero no se traduce (Rentaria 2007). La principal razén para el
estudio de rDNA es que es un gen multicopia que contiene
regiones que no codifican para proteinas, y que estas copias
estan repetidas en tdndem, (facilitando asi su amplificacion)
(Calle 2005). En el DNA ribosémico existen fragmentos con
distinto grado de conservacion de una longitud cercana a 6Kb,
lo que permite realizar estudios a diferentes niveles. Las
regiones que se encuentran altamente conservadas nos
permiten realizar estudios evolutivos a nivel de géneros y
familias y suelen usarse para el disefio de cebadores
universales. La heterogeneidad de estas secuencias
nucleotidicas ha sido utilizada para clasificar
filogenéticamente a los microorganismos (Rivera 2006; Solé
2002; Baschien 2003; Franco 2005). Entre las secuencias
altamente conservadas de los genes de esta regién se
encuentran regiones variables, denominadas
espaciadores(internal transcribed spacers), cuya funcién es
desconocida (Peintnen et al. 2004). La tasa de variabilidad en
estas regiones espaciadoras es mas elevada que en los
genes, pero sus secuencias se pueden alinear con confianza
entre taxones estrechamente relacionados (Insua 2003).

La regién del rDNA incluye el gen 18S (esta region también
se denomina SSU), el espaciador intergénico ITS1, el gen
5.8S, el espaciador ITS2 y el gen 28S (también denominado
LSU). Las regiones 18S, 5.8S, 28S estan relativamente
conservadas entre los hongos, facilitando una base molecular
para buscar relaciones filogenéticas a diferentes niveles, el
gen 5.8S esta conservado evolutivamente como los genes
18S y 28S, pero su tamafio pequefio limita su utilidad en
comparaciones filogenéticas (Luna et al. 2001; Said et al.
2007; Yang et al. 2005).



El gen mas pequefio, 5S rRNA puede o no estar incluido en la
unidad de rDNA dependiendo del grupo taxonémico que se
esté analizando. Cuando se transcribe el rDNA que codifica
los genes para cada uno de los rRNAs que forman los
ribosomas eucariontes, las regiones espaciadoras (ITS), no
codificantes, quedan representadas en este transcrito
primario, por lo que estas secuencias son removidas por un
mecanismo especifico de procesamiento del RNA ribosémico
y s6lo después de estas modificaciones los rRNAs pasan a
formar parte del ribosoma (Said et al. 2007). Comparando con
los genes los espaciadores ITS1 e ITS2 son mucho mas
variables porque sus transcriptos son cortados desde el rRNA
y descargados en lugar de hacerse parte del ribosoma (Fig. 2)
(Herrera 2007; Tedersoo et al. 2006; Guevara 2004).
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Fig 2. Representacién esquemética de las regiones estudiadas del
DNAribosomal y los diferentes cebadores(Solé 2002).

Se encuentran también regiones espaciadoras no codificantes
denominadas IGS, que incluyen cada una de ellas dos
regiones espaciadoras externas (ETS1 y ETS2) que no
codifican pero que se transcriben y otras que no se
transcriben NTS. La secuenciacién de las regiones variables
D1/D2 se utilizan en estudios genéticos de levaduras y
también se han empleado en estudios de biodiversidad y
sistematica en levaduras pertenecientes a los basidiomicetos
(Hernandez 2005; Iturralde 2005).

White et al. (1990), disefiaron y describieron iniciadores
especificos para amplificar y secuenciar varios segmentos del



rDNA mitocondrial y nucleico de hongos, abriendo Ila
posibilidad de realizar estudios filogenéticos utilizando estos
genes (Calle 2005). La region ITS completa de 600 a 800 pb
puede amplificarse facilmente con iniciadores universales
(Tabla 2); la naturaleza multicopia de las repeticiones del
rDNA hace de esta region una secuencia facil de amplificar
aln cuando se utilicen muestras de DNA pequefias, muy
diluidas, o altamente degradadas (DNA obtenido de material
viejo y especimenes de herbarios) (Villalobos et al. 2005; Suvi
2005).

Tabla 2. Primers universales utilizados en esta investigacion

PRIMER | SECUENCIA FUENTE

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG (Binder 2003)

ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA (Suvi 2005)

LR5 TCCTGAGGGAAACTTCG (Suvi 2005)

NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG (O’Donnell 1993).

Debido a que el cambio en las secuencias de los genes de
rRNA es muy lento, la comparacién de éstas puede ser
utilizada para estudiar la evolucibn entre organismos
distantemente relacionados, mientras que las regiones no
codificantes, ITS e IGS, cambian ripidamente y son Uutiles
para la comparacion de especies de hongos dentro de un
género o cepas dentro de una especie. Por este motivo, las
regiones espaciadoras internas de transcripcion de los RNA
ribosémicos, ITS, surgen como un concepto de la Biologia
Molecular para la tipificacion genética de microorganismos
(Said et al. 2007).



Reaccion en Cadena de la Polimerasa y Electroforesis

Desde su primera descripcion por Kary Mullis en 1983, la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ha tenido un
efecto importante en muchos de los campos de investigacion
de la Biologia (Ayra et al. 2007). La técnica amplifica
fragmentos especificos de DNA desde un pequefiisimo
namero de células flngicas, de una sola espora, 0 ain mas,
de material de herbario seco, incluyendo especimenes que
estan extintos. La primera vez que se utilizé este tipo de
andlisis en micologia consistio en la amplificacion vy
secuenciacion del rDNA, estableciéndose relaciones
filogenéticas de hongos. Uno de los aspectos més relevantes
en el desarrollo de esta metodologia fue el disefio de los
cebadores, los cuales fueron elaborados a partir de regiones
conservadas. Ello permitié la amplificacion de los fragmentos
del rDNA en la mayoria de los hongos, conduciendo al
desarrollo de los estudios taxonémicos vy filogenéticos intra e
inter especies fungicas (Said et al. 2007; Gutiérrez et al.
2002; Costa 2004).

Su principio es muy simple y se basa en la amplificacién in
vitro del DNA, lo que trae como resultado la replicacion
exponencial de la secuencia blanco hasta en un millén de
veces, aun en presencia de gran cantidad de moléculas de
DNA no relacionadas, obteniéndose como producto un DNA
altamente homogéneo que se convierte en fuente excelente
para diversas manipulaciones moleculares(Ayra et al. 2001).
Para la amplificacién del DNA se requiere la preparacion del
master mix que consiste en la adicion de una DNA
polimerasa, los primers adecuados para la amplificacion de la
cadena de DNA deseada, desoxinucledétidos trifosfato (ANTP)
(Vierstraete 2000).

La reaccion consiste en la repeticion de un ciclo de tres
etapas, cada una de las cuales se realiza a una temperatura
determinada. En la primera etapa, la muestra se calienta,
hasta lograr la separacion de las dos cadenas que constituyen
el DNA, hecho que se conoce como "desnaturalizacion”, la



temperatura oscila entre 92-95°C. En el segundo paso, la
temperatura se reduce para permitir el "anillamiento" de cada
una de dos cadenas cortas de nucledtidos (oligonucleétidos)
con cada una de las hebras separadas del DNA molde. Se
trata de segmentos de DNA de cadena simple, sintetizados en
el laboratorio y disefiados de manera tal que permiten definir
los limites del tramo de DNA que se desea replicar.
Obviamente, para que se pueda producir el apareamiento,
cada uno de estos oligonucledtidos, a los que se denomina
"iniciadores” o primers, debe ser complementario del tramo al
que tienen que unirse en las cadenas separadas del DNA
molde. En la tercera etapa, la enzima DNA polimerasa,
sintetiza las secuencias complementarias de las hebras del
DNA molde. Para ello, la enzima usa desoxidonucleésidos
trifosfato (ANTPs) agregados a la mezcla de reaccion. La
temperatura a la que se realiza el tercer paso esta
condicionada por aquélla a la cual "trabaja” la enzima DNA
polimerasa. Al cabo del primer ciclo de tres reacciones
(desnaturalizacién, anillamiento, extension) el tramo de DNA
elegido se ha duplicado y el doble de su cantidad original se
encuentra disponible para ser nuevamente replicado en un
segundo ciclo. El resultado de la aplicacion de numerosos
ciclos "en cadena" da lugar a la amplificacion geométrica del
segmento de DNA delimitado por los primers (Costa 2004).

Los ciclos se repiten de 25 a 45 veces. La estandarizacion del
funcionamiento del termociclador es esencial para garantizar
la calidad y repetibilidad de los resultados.Los productos de la
reaccion se separan por tamafio (peso) en un gel de
electroforesis.

La electroforesis en gel de agarosa es de las mas utilizadas
para analizar y caracterizar &cidos nucleicos de distintas
procedencias. Los geles se comportan como un tamiz
molecular y permiten separar moléculas cargadas en funcién
de su tamafio y forma. Asi, moléculas de DNA de diferente
tamafio van a emigrar de forma distinta en una electroforesis
en gel de agarosa.



Los materiales mas comunes para separar moléculas de
acidos nucleicos son polimeros como la poliacrilamida o la
agarosa. Estos geles se colocan en la cubeta de
electroforesis, sumergidos en un tampo6n de pH alrededor de
8. De esta forma, las moléculas de DNA o RNA sometidas a
electroforesis se desplazaran al polo positivo ya que a pH
superiores a 5 poseen carga nhegativa. Es importante la
utilizacion de marcadores de tamafio conocido porque nos
permitirdn calcular los pesos moleculares de las muestras de
DNA problema.

En el caso de los geles de agarosa, se le afiade bromuro de
etidio, sustancia que se intercala entre las bases del DNA y es
fluorescente cuando se ilumina con luz ultravioleta. Tras la
electroforesis, se visualiza el gel con una lampara de luz UV, y
se veran las bandas correspondientes a las muestras de DNA
aplicado y los marcadores de peso molecular (Padilla et al.
2006).

Secuenciacion del DNA

El andlisis méas detallado de la estructura del DNA consiste en
averiguar la secuencia de nucleétidos. A lo largo del tiempo se
han desarrollado diferentes métodos para obtener la
secuencia de nucleétidos del DNA, sin embargo, actualmente
los métodos mas utilizados son el de secuenciacion
automatica y el método enzimatico de terminacién de cadena
de Sanger también conocido por el método dideoxi (Pérez
2007, Rentaria 2007).

El proposito de la secuenciacion es determinar el orden de los
nucleétidos de un gen, para lo cual se parte desde fragmentos
de PCR o genes clonados. Hay tres pasos en la reaccion de
secuenciacion (como en la PCR), que son repetidos por 30 a
40 ciclos (Vierstraete 2000).

Desnaturalizacién a 94°C: Durante la desnaturalizacion, la
doble cadena se funde abriéndose para dejar DNA de cadena
simple.


http://www.ucm.es/info/genetica/AVG/practicas/secuencia/Secuencia.htm#Metautomatico
http://www.ucm.es/info/genetica/AVG/practicas/secuencia/Secuencia.htm#Metautomatico
http://www.ucm.es/info/genetica/AVG/practicas/secuencia/Secuencia.htm#Metautomatico
http://www.ucm.es/info/genetica/AVG/practicas/secuencia/Secuencia.htm#MetDideoxi
http://www.ucm.es/info/genetica/AVG/nobel/nobel.htm#Sanger2

Anillamiento a 50°C: Se usa s6lo un primer, asi se copia una
sola cadena (en PCR: se usan dos primers, y dos cadenas
son copiadas). Se forman enlaces i6nicos entre la cadena
simple del primer y la cadena plantilla simple. La polimerasa
copia la plantilla generando una nueva cadena de DNA.

Extensién a 60°C: Normalmente es a 72 °C, por que la
polimerasa tiene que incorporar ddNTP's (dideoxinucle6tidos
trifosfato) que estan quimicamente modificados con un
marcador fluorescente.

Cuando un ddNTP es incorporado, la reaccion de extensién
se detiene, porque un ddNTP contiene un atomo H en el 3er
atomo de carbono (dNTP's contienen un atomo OH en esta
posicion). Desde que el ddNTP's es marcado
fluorescentemente, es posible detectar el color de la ultima
base de este fragmento en un secuenciador automatico
(Vierstraete 2000).

Después de la reacciébn de secuenciacion, la mezcla de
cadenas, todas de diferente longitud y todas terminadas en
una marca fluorescente ddNTP tienen que ser separadas.
Esto se hace en un gel de acrilamida, que es capaz de
separar una molécula de 30 bases de una de 31 bases, y
también una molécula de 750 bases de una de 751 bases
(Vierstraete 2000).

Los fragmentos marcados fluorescentemente que migran a
través del gel, se pasan por un haz de laser en el gel. El laser
excita la molécula fluorescente, que despide luces de distinto
color. Esta luz es condensada y enfocada por lentes en un
espectrografo. Basado en la longitud de onda, el
espectrografo separa las luces a través de una camara CCD
(charge coupled device). Cada base tiene su propio color, asi
el secuenciador puede detectar el orden de las bases en el
gen secuenciado. Cuando todos los fragmentos son
secuenciados, un programa de computadora ajusta
apropiadamente las diferentes partes y redne la secuencia del



gen total (Vierstraete 2000), que finalmente podra ser
comparada en el BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) del GenBank, para
determinar el posible organismo que pueda ser.

OBJETIVOS

En esta investigacion se plante6 como objetivo principal
identificar molecularmente 60 hongos que forman parte del
cepario micolégico del C.B.C.M, de los cuales 41 fueron
obtenidos de plantaciones bananeras y 19 hongos fueron
extraidos de 4 plantas medicinales: Baccharis latifolia,
Baccharis obtusifolia, Piper barbatum y Borreria lavéis.

Para la identificacion del género de los hongos se amplificé la
region ITS-5.8S-LSU rDNA con alrededor de 1200 pb
utilizando los primers universales ITS1, NL4, ITS1F, LR5. Asi
mismo se pretende determinar las mejores condiciones para
la realizacion de la PCR y electroforesis. Finalmente las
secuencias obtenidas seran alineadas y comparadas con la
base de datos provista por BLAST.



MATERIALES Y METODOS

EJEMPLARES DE HONGOS

Los hongos utilizados en esta investigacién fueron obtenidos
de distinta procedencia, los cuales previamente ya han sido
objeto de estudio en el area biotecnolégica del Centro de
Biologia Celular y Molecular de la UTPL. De los 60 hongos
aislados, 41 fueron obtenidos de plantaciones bananeras, y
19 a partir de hojas de plantas medicinales (Baccharis latifolia,
Baccharis obtusifolia, Piper barbatum y Borreria lavéis). Estos
hongos fueron cultivados en medio PDA (Potato Dextrose
Agar), para lograr un crecimiento mas rapido de los hongos.

EXTRACCION DE DNA

Es importante trabajar con micelios puros, a fin de asegurar la
identidad de las muestras. Para la extraccion del DNA se
utilizaron micelios obtenidos del cultivo de hongos en medio
PDA. Una pequefia porcién de micelio fangico fue extraido
desde los cultivos aislados y colocados en microtubos 1.5 ml
(Eppendorf). EI DNA fue extraido usando el kit y protocolo:
DNeasy Plant Mini Kit extraccion (Qiagen), incluyendo un
paso previo de trituracion del tejido con el uso del molino de
extraccion.

AMPLIFICACION DEL DNA

La amplificacion del DNA se realizé mediante el uso de la
PCR. La secuencia amplificada fue ITS-5.8S-LSU rDNA con
alrededor de 1200pb, con el uso de primers universales ITS1,
NL4, ITS1F, LR5,

Las condiciones de amplificacion que se utilizaron fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 min; 35
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30s, anillamiento
dependiendo de la combinacion de los primers por 45s y



extension a 72°C por 1 min; y una extension final a 72°C por
7 min para finalizar la PCR (Suarez et al. 2006). El volumen
de reaccién de la PCR fue de 50 ul, con concentraciones de
1.5 mM MgCI2, 200 mM de cada dNTP, 0.5 mM de cada
primer, Bovine Serum Albumin (BSA-SIGMA) 10%, 1U Taq
polimerasa, con un buffer free Mg 10 X de amplificacién
(Suarez et al. 2006). Para la optimizacion de los resultados se
llevaron a cabo ensayos con diferentes concentraciones de
algunos de los componentes de la reaccién: MgCI2, dNTPs,
BSA, primers universales.

Las combinaciones de los primers universales que se
utilizaron para la amplificacion del DNA por medio de la PCR
fueron: ITS1/NL4 (5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3'/ 5-
GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3) o ITS1F/LR5 (5'-CTT
GGT CAT TTA GAG GAA GTA A-3' / 5-TCC TGA GGG AAA
CTT CG-3). ITS1F/LR5 (5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-
3'/5’- TCCTGAGGGAAACTTCG-3)

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Una vez terminado el proceso de amplificacion, todas las
muestras fueron analizadas por medio de electroforesis.
Tomando de cada reaccion 5ul de producto de PCR (+ 2ul de
azul de bromofenol) y colocando en geles de agarosa al 0.7%
disuelta en buffer TBE 1X (Trisborato, EDTA). Se corrié a
128V, 300mA, aproximadamente por 20 min., para finalmente
ser tefiida con una solucién de bromuro de etidio 0.5 ug mi™
durante 20 min y un lavado final de 15 min. Como control se
utilizé marcador de peso molecular de 1000pb.

Los productos de PCR que se observaron como bandas
claras fueron purificados usando el kit de purificacion de DNA
y protocolo QlAquick PCR Purification Kit Protocol (Qiagen).
Los productos de DNA fueron secuenciados en la empresa
Macrogen (Seoul, Korea), las reacciones se llevaron a cabo
utilizando los primers ITS1, NL4, ITS1F, LRS5, para
secuenciar la region ITS-5.8S-LSU rDNA. La edicion de



secuencias fue realizada con el programa Sequencher 4.6
(Gene Codes, Ann Arbor, MI). Las secuencias generadas
fueron alineadas ycomparadas con la base de datos provista
por BLAST. www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.

ENSAYO CON AISLADOS DIFICILES DE SECUENCIAR

Este ensayo se llevd a cabo con 24 muestras de las cuales se
obtuvo productos de PCR pero no se obtuvieron buenos
resultados durante la secuenciacion. Doce productos fueron
almacenados a temperatura ambiente y 12 en refrigeracion
después de la PCR, durante un periodo de 17 dias que es el
tiempo maximo que requiere el transporte de las muestras
para secuenciacién. Ademas se tomaron en cuenta otros
factores (anexo 1) para determinar la calidad de los
productos de PCR obtenidos, tales como: el uso de colorantes
0 sustancias sin colorantes en la PCR, asi como también se
probdé dos polimerasas de diferentes casas comerciales, esto
con el fin de determinar si existia alguna diferencia en la
obtencién de los productos de PCR. Finalmente se tomé en
cuenta el factor de purificacién, para determinar si luego de
este proceso, se perdia cantidad considerable del DNA, de tal
manera que la mitad de las muestras almacenadas a
temperatura ambiente fueron purificadas y la otra mitad no; lo
mismo fue para los productos almacenados en refrigeracion.
Alos 5, 10 y 17 dias respectivamente después de la PCR, se
realizé la electroforesis para analizar los productos de PCR.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 41 hongos endofiticos aislados de plantaciones
bananeras se realizé la comparacién de secuencias utilizando
BLAST del GenBank de 22 aislados; mientras que de los 19
hongos obtenidos de plantas medicinales (Baccharis latifolia,
Baccharis obtusifolia, Piper barbatum y Borreria lavéis), se
logré caracterizar 11 muestras.

No se obtuvieron secuencias de todos los aislados debido
posiblemente a problemas durante la secuenciacioén. Por este
motivo se realizé un ensayo para determinar la calidad del
DNA durante el almacenamiento y transporte de las muestras
a ser secuenciadas por la empresa MACROGEN (Seoul,
Korea). El tiempo requerido para este ensayo fue de 17 dias,
y las muestras fueron almacenadas tanto a temperatura
ambiente como en refrigeracion.

Alos 5, 10 y 17 dias respectivamente después de la PCR, se
realiz6 la electroforesis para analizar los productos vy
determinar si a diferentes condiciones de almacenamiento se
producia degradacién del DNA. Sin embargo los productos de
PCR se observaron como bandas claras en las diferentes
etapas del ensayo (anexo 2). Lo que sugiere que el DNA no
se degrada en el transcurso de los 17 dias ya sea a
temperatura ambiente o en refrigeraciéon y que posiblemente
durante el proceso de secuenciacién existen algunos errores
gue impiden que se realice la reaccion. No se observaron
diferencias de las bandas con el uso de las sustancias
empleadas en la PCR, asi mismo no se manifesté diferencia
en la electroforesis con los productos purificados y no
purificados.

Entre algunas de las causas que pueden influir en la
secuenciacién constan las siguientes: el primer no encuentra
el sitio de hibridacién o estd mal disefiado o la temperatura de
melting no es la adecuada; el primer tiene varias dianas o se
encuentra degenerado; o que, la cantidad entre el DNA y el
cebador no es la equilibrada. Una causa muy comudn para que



se presenten problemas durante la secuenciacion es la
insuficiente cantidad de DNA en la muestra, asi como la
presencia de compuestos contaminantes (mala calidad del
DNA). Esto depende en gran medida de un proceso previo a
la secuenciacién, la purificacion del DNA. La calidad del DNA
molde es el factor mas importante para una secuenciacién
exitosa. Cualquier resto de proteinas, RNA, sales,
carbohidratos, fenol, cloroformo, etanol, detergentes, va a
contribuir a la obtencién de una mala secuencia.

De cualquier manera, se puede afirmar que el protocolo
utilizado para la extraccion de DNA es el adecuado, asi como
los procesos de PCR y de purificaciébn con los cuales se
realizé esta investigacion, asi lo indican las bandas claras de
DNA de alto peso molecular en el gel de agarosa, obtenidas
después de la PCR.

Para la identificacion molecular de los hongos se utilizé la
combinacion de primers universales: ITS1/NL4 e ITS1F/LR5.
Con los que se obtuvo productos de DNA de buena calidad,
los mismos que fueron purificados y enviados a secuenciar
por la empresa MACROGEN (Seoul-Korea), los primers
utilizados para la secuenciacién fueron ITS1 y NL4; sin
embargo en el momento de la secuenciacién los productos
que fueron amplificados con ITS1/NL4 obtuvieron buenos
resultados, mientras que los amplificados con ITS1F/LR5
mostraron errores en las secuencias obtenidas.

Algunos aislados mostraron problemas en la obtencion de
productos de PCR. Para dar solucién a esto se vari6 en las
concentraciones MgCl y de BSA (Bovine Serum Albumin). Se
obtuvo buenos productos de PCR en forma de bandas claras,
con la adicion de 0.2ul de BSA al 10%. Se recomienda el uso
de BSA en la PCR ya que permite la captura de sustancias
que pueden inhibir o inactivar a la Taq Polimerasa.



Caracterizacion Molecular de los aislados de Banano

En cuanto a las secuencias obtenidas de los diferentes
aislados, una vez comparadas en el BLAST se observé que
la mayoria de los hongos pertenecian al filum Ascomycota (26
aislados); 1 al filum Basidiomycota y también otros
organismos fangicos no clasificados (5 aislados). Esto
concuerda con Pocasangre et al. (2001), que sugieren que la
mayoria de los hongos endofiticos son ascomicetos y estan
presentes en la mayoria de su ciclo de vida dentro del tejido
de las plantas.

En la presente investigacion especies de Fusarium fueron
encontrados con elevada frecuencia (Tabla 3) y un género
Crinipellis sp., perteneciente al filum Basidiomycota, en cuanto
a los aislados obtenidos de banano.

Tabla 3. Secuencias obtenidas de aislados del Banano

Secuencias con mayor similitud en la regién ITS-5.8S -LSU
obtenidas de la busqueda en el GenBank utilizando Blast

Cédigo |Busqueda en | Orden Similitud
Endofito | Blast
50M Fusarium solani Hypocreales 948/960
(98%)
52M Crinipellis sp. Agaricales 605/625
(96%)
53M Uncultured 508/510
endophytic fungus (99%)
57M Fusarium sp Hypocreales 980/981
(99%)
58M Uncultured environmental 806/815
Saccharomycetales | samples (98%)




60M Fusarium solani Hypocreales 810/823
(98%)
65M Fusarium sp Hypocreales 1021/1022
(99%)
66M Fusarium sp Hypocreales 758/763
(99%)
68M Fusarium solani Hypocreales 1037/1052
(98%)
69M1 Fusarium equiseti | Hypocreales 979/983
(99%)
71M Fusarium Hypocreales 1028/1031
chlamydosporum (99%)
73M Fusarium solani Hypocreales 854/872
(97%)
78M Fusarium Hypocreales 1004/1004
chlamydosporum (100%)
80M Uncultured 464/500
endophytic fungus (92%)
82M Fusarium solani Hypocreales 1033/1047
(98%)
85M Fusarium sp Hypocreales 511/524
(97%)
88M Fusarium sp Hypocreales 628/633
(99%)
95M Fusarium solani Hypocreales 913/927
(98%)
97M Fusarium sp Hypocreales 599/611
(98%)
104M Fungal endophyte 973/1001
(97%)
110M Fungal sp. 556/568
(97%)
119M Fusarium sacchari | Hypocreales 633/633

(100%)




Segun Menesses (2003), en diversos estudios, Fusarium spp.
se ha reportado como endofitico natural en cultivares diversos
de banano pertenecientes a genomas diploides, triploides y
tetraploides. Por ejemplo, Pocasangre (2000) reporta una
frecuencia mayor de Fusarium, tanto en las raices, la corteza
y el cilindro central del cormo, en diferentes cultivos de
banano, en un estudio hecho en Centroamérica y Cuba.

Zum Felde (2002), encontr6 una dominancia de hongos
endofiticos pertenecientes a Fusarium y Trichoderma, en
suelos de plantaciones bananeras de Guatemala. Con estos
antecedentes, se deduce que estos géneros podrian tener un
mutualismo especifico con las plantas de banano que podria
resultar en efectos de supresividad al ataque de plagas,
especialmente de nematodos.

Es importante resaltar que a nivel de patégenos de suelo, un
buen numero de investigadores estan de acuerdo en
privilegiar los hongos endofiticos del género Trichoderma vy
Fusarium como excelentes controladores de nemétodos
(Osorio 2006).

Los hongos endofiticos colonizan los tejidos u dérganos
internos de una planta sin causar ningun tipo de sintoma, y
confieren una proteccién a la planta hospedera contra el
ataque de agentes bidticos y abidticos (Menesses 2003).
Existen estrategias fundamentalmente distintas para que los
hongos endofiticos presenten una simbiosis con las plantas:
(a) desarrollando una infeccién que induce algun tipo de
resistencia sistémica; (b) produciendo potentes toxinas que
presentan un efecto letal hacia patégenos de la plantas y (c)
mediante un mutualismo inducido, que envuelve una simbiosis
menos precisa 0 mas difusa entre el hospedero y el endofitico
(Osorio 2006).

La utilizacion de hongos endofiticos podria considerarse
como una buena estrategia para el control biolégico de
plagas, como por ejemplo, en diferentes sistemas de
produccion de banano comercial de Centroamérica y el Caribe



donde no se reportan niveles altos de neméatodos, se ha
identificado que las raices son colonizadas por hongos
endofiticos, denotdndose una dominancia de géneros
especificos como Fusarium y Trichoderma (Pocasangre et al.
2000).

Cabe destacar que especies de género Fusarium también
actian como fitopatégenos causando enfermedades, tal es el
caso de Fusarium oxysporum, aungque en esta investigacion
no se lo encontrd, se debe mencionar que cepas patogénicas
de este hongo producen la enfermedad de Panaméa o
Marchitamiento en el banano que ataca a las hojas de la
planta. En diversos estudios se ha demostrado que no es
posible controlar esta plaga mediante el uso de
microorganismos.

Chaves (2007), ha encontrado la presencia de Fusarium
solani junto con Fusarium moniliforme, Cylindrocarpon musae
y Acremonium stromaticum en lesiones causadas por
diferentes nematodos en el sistema radical de las plantas del
banano. Fusarium solani es una especie altamente distribuida
y diversa con un gran rango de hospederos, estos hongos son
parte de la flora radical de tal manera que se convierten en
patogénicos cuando hay heridas en la raiz.

F. equiseti es una especie con menor distribucién que la
anteriormente descrita, y en esta investigaciébn no se la
encontré significativamente.

Las cepas patogénicas y no patogénicas de Fusarium son
comunes en todo tipo de suelos. Las cepas no patogénicas
viven saprofiticamente, aunque pueden colonizar la superficie
de las raices de las plantas sin inducir sintomas de dafio,
incluso pueden penetrar en el interior de las raices y generar
reacciones de defensa (Chaves 2007).

Adicionalmente, se estan realizado estudios con Trichoderma
viride y Cylindrocarpom destructan, como agentes de control
bioldgico, los cuales han sido aislados de las lesiones frescas



causadas por R. similis en las plantaciones de las zonas
bananeras de nuestro pais (Trivifio 2003).

Crinipellis sp. es el agente causal de la enfermedad "escoba
de bruja" del cacao, no se ha reportado la presencia de este
hongo en los diferentes estudios realizados en el banano, sin
embargo este hongo afecta las plantaciones de cacao en gran
medida en nuestro pais (Quiroz 2002).

Caracterizacion Molecular de los aislados de Plantas
Medicinales

El la tabla 4 se muestran los resultados de la caracterizacion
molecular de los aislados de plantas medicinales que nho
fueron identificados por Ramirez (2006), y se encontré el
predominio de los géneros: Alternaria y Phoma, seguido por
Mycosphaerella, Sphaeriothyrium y Fusarium.

Tabla 4. Secuencias obtenidas de aislados de Baccharis
latifolia, Baccharis obtusifolia, Piper barbatum y Borreria
lavéis.

Secuencias con mayor similitud en la region ITS-5.8S -LSU
obtenidas de la busqueda en el GenBank utilizando Blast

Cédigo |Busqueda en |Orden Similitud
Enddfito | Blast
1 Fusarium solani | Hypocreales 1070/1097
(97%)
DJ1 Phoma sojicola 998/1004
(99%)
DJ-3 Mycosphaerella | Capnodiales 1300/1308
iridis (99%)
DJ6 Phoma 1020/1025
herbarum (99%)




DJ7 Sphaeriothyrium 967/977 (98%)
filicinum

DJ 8 Alternaria Pleosporales 1055/1055
tenuissima (100%)

DJ9 Mycosphaerella | Capnodiales 995/1016
linorum (97%),

DJ 10 Alternaria Pleosporales 881/884 (99%)
arborescens

DJ 11 Sphaeriothyrium | Pezizomycotina 1031/1050
filicinum incertae sedis (98%)

DJ 12 Alternaria Pleosporales 719/720 (99%)
arborescens

DJ 13 Phoma 1025/1035
medicaginis (99%)

DJ 14 Alternaria Pleosporales 621/626 (99%)
arborescens

En cuanto a los géneros: Alternaria y Phoma se los puede
considerar como hongos ambientales comunes, estos se los
encuentra en el aire, también como epifitos 0 en asociacién
con numerosos sustratos. Su presencia en las plantas
analizadas podria ser indicativa de una colonizacion eventual
temporanea de los tejidos del hospedero, sin excluir un
eventual significado ecolégico como enddfitos (Ramirez
2006). El género Phoma posee més de 2000 especies
descritas (Calle 2005). Las especies de este género son
generalmente saprdéfitas, pero también, existen especies
econdmicamente importantes que afectan diversos cultivos.
Las especies de Fusarium estan ampliamente distribuidas en
los suelos y sustratos organicos, y ademas, es el hongo mas
frecuentemente aislado por los fitopat6logos (Calle 2005).

A diferencia de la investigacién realizada por Ramirez (2006),
se encontro la presencia de Mycosphaerella, Sphaeriothyrium,



cuyo rol dentro de la planta es desconocido, ya que podrian
actuar como fitopatdbgenos o como endofiticos beneficiosos
para las plantas. Los hongos que se pueden encontrar en
asociacion endofitica con estas especies vegetales podrian
jugar un rol importante en la propiedad medicinal de las
mismas (Ramirez 2006).



CONCLUSIONES:

- Los procedimientos de extraccion de DNA, PCR,
electroforesis y purificacion, seguidos en esta
investigacién son los adecuados para la obtencion de
DNA a partir de hongos en medios de cultivo. Los
aislados de los que se obtuvo malas secuencias,
luego de la purificacién mostraron bandas claras de
DNA en el gel de agarosa, lo que permite afirmar que
si se obtuvo DNA de estas muestras, y que
posiblemente durante la secuenciacion hubieron
errores que no permitieron obtener secuencias de
calidad.

- Con la combinacién de los primers universales
ITS1/NL4 e ITS1IF/LR5, se obtuvo bandas claras de
alto peso molecular, lo cual se pudo evidenciar
mediante la electroforesis. Ademas, el uso de BSA al
10%, permiti6 la obtencion de productos PCR de
buena calidad.

- Los hongos mas frecuentemente aislados son
pertenecientes al filum Ascomycota mas cercanos
principalmente a los oOrdenes Hypocreales vy
Pleosporales y también algunos organismos flungicos
todavia no clasificados.

- Se encontrd predominio del género Fusarium sp. de
los aislados obtenidos de plantaciones bananeras.

- La especie Crinipellis sp, identificada en esta
investigacién, no ha sido reportada anteriormente en
otros trabajos realizados en las plantaciones del
banano.

- Las especies de Alternaria mas frecuentes
encontradas en las plantas medicinales fueron
Alternaria arborescensy Alternaria tenuissima; y de
Phoma fueron P. sojicola, P. herbarum, P.



medicaginis. Estos hongos se encuentra libremente
en el ambiente, sin embargo en las pruebas de
antagonismo realizadas por Ramirez (2006), con
estos aislados, los resultados fueron positivos.

Mycosphaerella iridis y Sphaeriothyrium filicinum, no
se reportd la presencia de estos hongos en el trabajo
realizado por Ramirez (2006), sin embargo estos
podrian ser contaminantes de los hongos aislados en
los medios de cultivo.



PERSPECTIVAS FUTURAS

Seria necesario continuar con la identificacion de todos los
demas aislados aun no secuenciados, y realizar la
secuenciacion con otros primers, asi como también ajustar la
temperatura del melting(Tm) para que no existan errores en
las secuencias. Ademas se podria hacer cloning con las
muestras, ya que con este método se obtienen secuencias
mas claras.

Con los resultados obtenidos de los aislados del banano
podrian realizarse nuevas investigaciones para determinar si
realmente el género Fusarium podria ser utilizado como
control biolégico de plagas, ya que actualmente en nuestro
pais se estan utlizando quimicos para el control de
enfermedades, que resultan en dafios para el hombre y para
el ecosistema.
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Anexo 1: Cuadro de condiciones del ensayo

CONDICIONES para refrigeracion
y temperatura ambiente Temperatura
No. |Refrigeracion No. [ambiente
Colorante y Got
1 |61A Taq Purificacién 13 |56A
Colorante y Got
2 |64A Taq Purificacion 14 |85A
Colorante y Got Sin
3 |61Asp Taq purificacion 15 |56Asp
Colorante y Got Sin
4 |64Asp Taq purificacion 16 [85Asp
Sin colorante y Got
5 |61B Taq Purificacién 17 |56B
Sin colorante y Got
6 |64B Tag Purificacién 18 |85B
Sin colorante y Got |Sin
7 |61Bsp Taq purificacion 19 |56Bsp
Sin colorante y Got [Sin
8 |64Bsp Taq purificacion 20 [85Bsp
Colorante y Taq
9 |61C Flexi Purificacion 21 |56C
Colorante y Taq Sin
10 |61Csp Flexi purificacion 22 |56Csp
Sin colorante y Taq
11 |64D Flexi Purificacion 23 |56D
Sin colorante y Taq |Sin
12 |64Dsp Flexi purificacion 24 |56Dsp




Anexo 2. Fotos del ensayo

Fig a: A los 5 dias del ensayo
dias. Marcador de peso molecular
1Kb. Productos en refrigeracion
(sup): 61A, 64A, 61Asp, 64Asp,
61B, 64B, 61Bsp, 64Bsp, 61C,
61Csp, 61D, 61Dsp. Productos a
temperatura ambiente (inf): 56A,
85A, 56Asp, 85Asp, 56B, 85B,
56Bsp, 85Bsp, 56C, 56Csp, 56D,
56Dsp.

Fig b: A los 10 dias del ensayo
dias. Marcador de peso molecular
1Kb. Productos en refrigeracion
(sup): 61A, 64A, 61Asp, 64Asp,
61B, 64B, 61Bsp, 64Bsp, 61C,
61Csp, 61D, 61Dsp. Productos a
temperatura ambiente (inf): 56A,
85A, 56Asp, 85Asp, 56B, 85B,
56Bsp, 85Bsp, 56C, 56Csp, 56D,
56Dsp.



Fig c: A los 17 dias del ensayo
dias. Marcador de peso molecular
1Kb. Productos en refrigeracion
(sup): 61A, 64A, 61Asp, 64Asp,
61B, 64B, 61Bsp, 64Bsp, 61C,
61Csp, 61D, 61Dsp. Productos a
temperatura ambiente (inf): 56A,
85A, 56Asp, 85Asp, 56B, 85B,
56Bsp, 85Bsp, 56C, 56Csp, 56D,
56Dsp.



