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RESUMEN

El cultivo de orégano (Origanum vulgare) es de gran importancia econémica
después del cultivo de olivo en Tacna. Sin embargo, la presencia de hongos
fitopatdgenos representa un desafio para su produccion. Este estudio tuvo como
objetivo caracterizar a nivel morfoldgico y molecular el agente causal de la
pudricion de la corona y raiz en un campo de cultivo en el distrito de Alto Camilaca,
Candarave, Tacna. En marzo del 2023, se observaron sintomas de amarillamiento,
necrosis apical y marginal, defoliacién, abarquillamiento, marchitez de ramas y
muerte ascendente. A nivel radicular, se observo necrosis negra en la raiz principal,
secundaria y corona, mientras que las raicillas mostraron necrosis marrén oscuro,
descortezamiento generalizado y decoloracion vascular en la corona. Se
recolectaron muestras de las que se aislaron e identificaron 8 aislados puros en
funcién a las caracteristicas macroscopicas y microscépicas de las estructuras
fangicas, las cuales fueron identificadas como pertenecientes a los géneros
Fusarium y Dactylonectria. El analisis filogenético, agrupd los aislados como
Dactylonectria torresensis, Fusarium oxysporum, F. iranicum, F. redolens. Las
pruebas de patogenicidad demostraron que la pudricion radicular de la corona y raiz

del cultivo de orégano es causada por un complejo de hongos fitopatdgenos.

Palabras clave: Orégano, Pudricion de corona y raiz, Dactylonectria y Fusarium.
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ABSTRACT

The cultivation of oregano (Origanum vulgare) is of great economic importance
after the cultivation of olive trees in Tacna. However, the presence of
phytopathogenic fungi represents a challenge for its production. This study aimed
to characterize at a morphological and molecular level the causal agent of crown
and root rot in a crop field in the district of Alto Camilaca, Candarave, Tacna. In
March 2023, symptoms of yellowing, apical and marginal necrosis, defoliation,
curling, branch wilting, and dieback were observed. At the root level, black necrosis
was observed in the main root, secondary root and crown, while the rootlets showed
dark brown necrosis, generalized barking and vascular discoloration in the crown.
Samples were collected from which 8 pure isolates were isolated and identified
based on the cultural and microscopic characteristics of the fungal structures, which
were identified as belonging to the genera Fusarium and Dactylonectria. The
phylogenetic analysis grouped the isolates as Dactylonectria torresensis, Fusarium
oxysporum, F. iranicum, F. redolens. Pathogenicity tests demonstrated that root rot
of the crown and root of the oregano crop is caused by a complex of

phytopathogenic fungi.

Keywords: Oregano, Crown and root rot, Dactylonectria and Fusarium



I.INTRODUCCION

El Peru sobresale como uno de los principales productores y exportadores
de orégano en Sudamérica. A nivel regional, Tacna se posiciona como lider en la
produccion de esta especia, destacando especialmente el distrito de Camilaca en
Candarave como el segundo mayor productor segun el informe del DRAT en 2023.
Por lo tanto, la produccion de orégano constituye una de las principales fuentes de

ingreso para la poblacion de Candarave.

Los hongos fitopatogenos causan pérdidas econdémicas debido a que
comprometen el rendimiento y la calidad de los cultivos. De esto se desprende la
importancia de identificar al agente causal de una enfermedad. A nivel global, en el
orégano se han reportado especies fitopatdgenas asociadas a diferentes géneros, con
un soporte a nivel morfolégico (Zimowska,2015; Gaetan et al., 2007a, b; Chugnas,

2018; Hume, 2007).

En la actualidad se considera que las descripciones morfoldgicas no son
suficientes para determinar una especie segun el Cdédigo Internacional de
Nomenclatura para Algas, Hongos y Plantas (CINB) (Turland et al., 2018). De
modo que ofrecer una identificacion robusta requiere de la parte morfoldgica y

molecular, siendo esto apenas la primera parte de todo un programa para la



implementacién de medidas de control. Es por ello que el objetivo de este estudio
fue caracterizar morfologica y molecularmente a los agentes fangicos causales de

la pudricion de la corona y raiz en el cultivo de orégano.

1.1. Planteamiento del problema

El cultivo de orégano es de gran importancia econdémica después del cultivo
de olivo en nuestra region. A nivel regional, Tacna es considerado el principal
productor de orégano con 2 085 ha y una produccion de 10 182 t, debido a las
ventajas de clima y suelo, siendo Candarave la segunda provincia con mayor
superficie de cosecha de este cultivo (DRAT, 2023). Su produccion y
comercializacion constituye la principal fuente de ingreso de su poblacion; sin
embargo, las enfermedades por hongos fitopatdgenos constituyen una limitante en
la produccion agricola, provocando pérdidas en cuanto al rendimiento, calidad y su
valor econémico conjuntamente con la disminucién del tiempo de vida util de las
plantaciones de orégano, ademas de aumentar el costo de produccién asociado a
medidas de control.

Este trabajo de investigacion surgié por observaciones personales de los
sintomas de la enfermedad en la parte aérea de plantas de orégano debido a la
pudricion de la corona y raiz, en los campos de cultivo de Candarave, sin ninguna
solucion. Asimismo, la escasa informacion de los hongos asociados a la pudricién
radicular demandaba hacer este estudio al constituirse en un problema para los

agricultores. Por tal motivo se plante6 la siguiente interrogante: ¢Cual es el agente



fangico causal de la pudricion de la coronay raiz en el cultivo de Origanum vulgare
(Orégano) caracterizado mediante analisis morfologico y molecular en Candarave,
Tacna?
1.2. Justificacién

Esta investigacién es crucial por varias razones fundamentales. En primer
lugar, desde un punto de vista tedrico, genera nuevo conocimiento sobre el agente
causante de la pudricién de la corona y raiz en el cultivo de orégano en Candarave,
Tacna. Asimismo, este conocimiento no solo profundizard nuestra comprension
cientifica de la fitopatologia del orégano, sino que también servird como base para
futuras investigaciones en el campo. En segundo lugar, tiene relevancia practica
porque contribuira al disefio y desarrollo de programas efectivos para la prevencion
y manejo de enfermedades, lo cual no solo prolongara el ciclo productivo de los
cultivos, sino que también se espera que aumente la produccion. Ademas, tiene un
impacto social, al elevar la conciencia entre los agricultores sobre la importancia de
la gestion integrada de enfermedades, fomentando précticas agricolas mas
sostenibles. Por otro lado, econémicamente, asegura la estabilidad y rentabilidad de
las operaciones agricolas, beneficiando tanto a los productores como a la economia

regional en Tacna, impulsando un desarrollo agricola mas sostenible y resistente.



1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Caracterizar al agente fangico causal de la pudricion de la corona y raiz en
el cultivo de Origanum vulgare (Orégano) mediante analisis morfolégico y
molecular en Candarave, Tacna.

1.3.2. Objetivo especifico

Aislar y caracterizar mediante analisis morfol6gico al agente flngico causal
de la pudricion de la corona y raiz en el cultivo de Origanum vulgare (Orégano) en
Candarave, Tacna.

Caracterizar mediante andlisis molecular al agente fingico causal de la
pudricion de la corona y raiz en el cultivo de Origanum vulgare (Orégano) en
Candarave, Tacna.

Determinar la patogenicidad de las especies de hongos aislados de la
pudricion de la corona y raiz en el cultivo de Origanum vulgare (Orégano) en

Candarave, Tacna.



I1. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

A nivel global existen estudios acerca de hongos fitopatdgenos que causan
la pudricion de la corona y raiz en las plantaciones de orégano que producen dafios
significativos durante su desarrollo. En Polonia, Zimowska (2015) en la
investigacion titulada “Hongos que amenazan el cultivo de orégano (Origanum
vulgare L.) en el sureste de Polonia” reportd el aislamiento de Fusarium spp. y
Rhizoctonia solani a partir de raices con necrosis y desintegracion del tejido en tres
plantaciones de cultivo de orégano de dos afios de edad que mostraron sintomas de
manchas necréticas, marchitez y defoliacion prematura a nivel del follaje en la
provincia de Lublin en las comunas Fajslawice y Suchodoly del 2012 a 2014.
Asimismo, en Italia, Martini et al. (2009) en su estudio titulado “Primer informe de
Phytophthora tentaculata causante de pudricion de la raices y tallos de orégano en
Italia” reportaron a Phytophthora tentaculata como agente causal asociado a
pudricion de raices y tallo en plantaciones de orégano que mostraron sintomas de
enrojecimiento, clorosis de las hojas, marchitez, defoliacion, muerte regresiva de
ramas, oscurecimiento del tallo basal y la muerte de las plantas de orégano, en un
vivero en Lujuria en octubre del afio 2007, el mismo que fue confirmado mediante
prueba de patogenicidad. También, en Argentina, Gaetan et al. (2007b) en su
estudio titulado “Brote reciente de pudricion de corona y raiz por Fusarium causada

por Fusarium solani en orégano en Argentina” reportaron a Fusarium solani como



agente causal de la enfermedad que fue confirmada mediante prueba de
patogenicidad. Los sintomas mostrados a nivel aéreo fueron: amarillamiento,
marchitez, necrosis de hojas, defoliacion prematura y decoloracién del tallo y a
nivel de raiz y corona fue la pudricion seca ocasionando la muerte del cultivo de
orégano en la provincia de Cérdoba, Luyaba en el afio 2005. Adicionalmente,
Gaetéan et al. (2007a) en la investigacion titulada “Ocurrencia reciente de marchitez
por Fusarium causada por Fusarium oxysporum en orégano en Argentina” en un
campo en Luyaba, en el afio 2006 reportaron a Fusarium oxysporum como agente
causal asociado a marchitez vascular que fue confirmada mediante prueba de
patogenicidad. Los sintomas observados fueron: marchitamiento, necrosis foliar y

decoloracidn vascular que ocasionaron la muerte de plantaciones de orégano.

Ademas, a nivel global existen estudios sobre la enfermedad a nivel de
cuello y raices en diversos cultivos agricolas, que es transmitida por el suelo que
involucra varios géneros de la familia Nectriaceae, como Cylindrocarpon,
Campilocarpon, Cilindrocladiella, Dactylonectria, llyonectria, Neonectria y
Thelonectria, lo cual constituye un problema significativo en la agricultura, siendo
Dactylonectria torresensis el agente causal mas comun en Europa en vid (Gramaje

etal., 2018).

Sin embargo, no existen reportes de Dactylonectria torresensis en el cultivo
de orégano, pero se ha registrado su presencia en otros cultivos afectando la corona

y la raiz. En el cultivo de vid, en Republica Checa, (Pecenka et al., 2018), en el



Olivo, Italia, (Nigro et al., 2019), en fresas, en Kirguistan (Erper et al., 2021), en
Bletilla striata en Yunnan, China (Li et al., 2021), en Astragalus membranaceus en
el noreste de China (Guan et al., 2021). Ademas, se ha reportado en Espafia a
Dactylonectria novozelandica, Dactylonectria macrodidyma, Ilyonectria
liriodendri en el cultivo de vid junto con Dactylonectria torresensis y
Dactylonectria alcacerensis (Tolosa, 2015) y estas dos UGltimas en Turquia
(Glngor-Savas et al., 2020). En Ecuador, la enfermedad del pie negro en la mora
andina es causada por Dactylonectria  torresensis, Illyonectria
vredehoekensis, Ilyonectria robusta, Ilyonectria venezuelensis (Sanchez et al.,
2019). Por otro lado, la pudricion oxidada de la raiz del ginseng es causada por un
complejo fangico que incluye esta especies: llyonectria robusta, llyonectria
communis, Illyonectria mors-panacis, Ilyonectria pseudodestructans , Ilyoenctria
changbaiensis, llyonectria gitaiheensis, Neonectria obtusispora, Dactylonectria
torresensis, y Rhexocercosporidium panacis , y cuatro especies
nuevas, Thelonectria ginsengicola , Thelonectria jixiensis , Thelonectria
mulanensis y Thelonectria fusongensis , entre todas, Ilyonectria robusta destaca
como la especie més prevalente y dafiina (Guan et al., 2020). En China, se ha
observado la presencia de Dactylonectria novozelandica, Dactylonectria
pauciseptata y Dactylonectria torresensis asociadas a la pudricion negra de la raiz

en fresas (Chen et al., 2021).



También, a nivel global, no se han documentado casos de Fusarium
redolens en el cultivo de orégano; sin embargo, se ha observado su presencia en
otros cultivos, donde afecta principalmente la coronay las raices. Ha sido reportada
en el cultivo de esparrago (Baayen et al., 2000), soja en Minnesota (Bienapfl et al.,
2010), ginseng en China (Fan et al., 2021), trigo y cebada en Marruecos (Qostal et
al., 2021), trigo en Kazajistan (Bozoglu et al., 2021), comino negro en Turquia
(Olmez et al., 2021), tabaco en China (Gai et al., 2023), baya de Goji en China (Xu
et al., 2024). Ademas, se ha reportado a Fusarium commune y Fusarium redolens,
causantes de podredumbre de corona y raiz en Argelia (Hamini et al., 2010). En
Finlandia ~a  Fusarium  oxysporum, Fusarium  proliferatum y Fusarium
redolens asociados con la podredumbre basal de la cebolla (Haapalainen et al.,
2016) y en Francia a Fusarium avenaceum, Fusarium oxysporum, Fusarium
redolens y Fusarium solani como causantes de pudricién de la raiz en guisantes

(Gibert et al., 2022).

Asi mismo, a nivel nacional en Cajamarca, Chugnas (2018) en su tesis
titulada “Etiologia y patogénesis de fungosis del orégano (Origanum vulgare L.) en
la provincia de Cajamarca”, reportd a Fusarium moniliforme, Fusarium roseum y
Fusarium oxysporum como agentes asociados a la pudricién en la raiz. Los
sintomas observados a nivel del sistema radicular fueron necrosis y en la parte aérea

clorosis y muerte regresiva.



A nivel local, hay informacion sobre la reduccion en la produccion del
cultivo de orégano por fitopatdgenos causantes de pudricion de la raiz. En Tacna,
Hume (2007) en su tesis titulada “Efecto protector de diferentes dosis de Glomus
spp. frente al hongo patégeno causante de pudricion radicular en plantas de
Origanum vulgare (Orégano) bajo condiciones de invernadero”, reportd a
Cylindrocarpon destructans como agente causal de la pudricion radicular en el
orégano mediante caracterizaciéon morfolégica y prueba de patogenicidad. Los
sintomas fueron: marchitez, clorosis y defoliacion a nivel foliar. A nivel radicular,
pudricion seca, necrosis y descortezamiento a nivel de raices conduciendo a la
muerte de las plantas de un afio de edad del centro poblado menor de Cambaya,
provincia Jorge Basadre Grohmann. También, se reportd el aislamiento de
Fusarium oxysporum, Fusarium solani y Rhizoctonia solani en plantaciones de

orégano.

2.2. Fundamento tedrico
2.2.1. Orégano

2.2.1.1. Origen. Segun la Comision para la promocion de exportaciones
(PROMPEX, 1997 citado por Villalobos, 2018) en el Per( la incorporacion del
orégano es desconocida, probablemente sea a través de inmigrantes europeos que

se ubicaron en Tacna y Arica en el transcurso de la ocupacién espariola.

2.2.1.2. Variedades. En distintas zonas del Perd se cultivan diversas

variedades de orégano. En la region de Tacna se han identificado variedades como
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mejorado, chinito, floracion temprana 1, floracion temprana 2, nigra comun, oreja
de elefante, italiano y cocotea (Southern Copper Per; citado por Salas & Alagon,
2016). Segun Arela (2017), en Candarave las variedades de orégano que hay, son

todas excepto las dos ultimas mencionadas.

2.2.1.3. Distribucion geografica y produccion del orégano. El orégano
tiene una distribucion amplia que abarca todo el Mediterraneo, incluyendo regiones
de Europa, Asia, América e incluso el Norte de Africa. Se destacan dos especies
principales de esta planta: Origanum vulgare, originaria de Europa, y Lippia

graveolens, propia de América (Garcia et al., 2012).

Segun el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA, 2001
citado por Limache, 2012), los principales paises productores de orégano a nivel
mundial son: Turquia, Albania, Grecia, Marruecos, Egipto y México. En
Sudamérica, Argentina, Chile, Per(i y Bolivia destacan como los mayores
productores (Tarapa, 2010). Segun el Ministerio de Agricultura y Riego
(MINAGRI, 2019) en el Perq, las regiones con mayor produccion de orégano
durante el afio 2019 fueron: Tacna con 11,2 mil seguido por Arequipa con 2,6 mil
y Moguegua con 2,1 mil toneladas. Ademas, Tacna concentra la mayor produccion

nacional de orégano, representando el 69,6 % del total (MINAGRI, 2019).

Segun la Direccion Regional de Agricultura de Tacna, (DRAT, 2023) en la

region de Tacna los principales distritos productores del orégano son: En Tacna, el



11

distrito de Los Palos destaca con una produccién anual de 3 262 t, en Candarave,
Camilaca 2 133 t, en Jorge Basadre, Ilabaya registro 787 t y en Tarata, Susapaya

lider6 con 635 t, sequido de Tarata con 519 t (Figura 1).

Figura 1
Principales distritos de produccién del orégano segin cada provincia de la

region de Tacna
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2.2.1.4. Taxonomia. Segun el Sistema Integrado de Informacion
Taxonomica (ITIS), presenta la siguiente clasificacion taxonémica del cultivo de

orégano (Goetz & Ghedira, 2012 citado por Pineda, 2021).

Reino: Plantae

Subreino: Viridiplantae

Infrareino: Streptophyta

Superdivisién: Embryophyta

Divisién: Tracheophyta

Subdivision: Spermatophytina

Clase: Magnoliopsida

Superorden: Asteranae

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Género: Origanum

Especie: Origanum vulgare
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2.2.1.5. Descripcion botanica del orégano. El orégano es una planta de
tipo herbacea y de apariencia lefiosa, conocida por su polimorfismo que se ve
influenciado por factores como las condiciones del suelo, el clima, la estacion del
afio y las practicas de cultivo. Estas variables pueden provocar variaciones en las

caracteristicas morfoldgicas de las plantas de orégano (Klauer, 2009; Aros, 2021).

El orégano desarrolla hojas de forma eliptica a ovalada y muy pequefias con
dimensiones generalmente comprendidas entre 15y 42 x 8 a 25 mm (Benitez et al.,
2014). El Centro de Investigacion Biologica (C1B, 2013 citado por Miranda, 2016)
menciona que las hojas se disponen de manera opuesta, tienen vellosidades en el
enveés y son lisas en el haz. El color de las hojas es verde, aunque mas claro en el
envés, y las diminutas vellosidades contienen esencia en ambas caras (Klauer,

2009).

Sus flores son pequefias, generalmente de color blanco, aunque
ocasionalmente pueden ser rosadas o lilas. Estas flores se agrupan en
inflorescencias formando glomérulos. Los pétalos tienen una longitud que varia
entre 2 y 3 mm (CIB, 2013 citado por Miranda, 2016). El caliz es tubuloso y mide
aproximadamente 3 a 3,5 mm mientras que la corola puede alcanzar hasta los 10

mm de longitud (Benitez et al., 2014).

Los tallos son ramificados de manera cuadrangular y erectos, alcanzando

hasta 1 m de altura. Presentan dos caras con pelos y las otras dos sin ellos (Benitez
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etal., 2014; Binda et al., 2010). Su color tipico es verde, aunque puede variar hacia

tonos verde rojizos o violaceos dependiendo de su genotipo (Klauer, 2009).

La raiz del orégano es fasciculada o fibrosa altamente ramificada y presenta
pequefas raicillas. La raiz principal se desarrolla desde el nudo inferior del esqueje.
Esta planta es muy vulnerable a enfermedades flngicas, especialmente cuando hay

un exceso de humedad (Villalobos, 2018; Klauer, 2009).

2.2.1.6. Caracteristicas ecoldgicas del cultivo de orégano. El cultivo de
orégano es polimorfo, debido a las condiciones edafocliméticas donde se desarrolla
y la estacion del afio, lo cual da origen a las diferentes variedades de orégano. Se
desarrolla mejor a una altura comprendida entre los 2 200 a 4 200 m s. n. m.
(Villalobos, 2018). Para su crecimiento ideal el orégano tiene que tener una
temperatura minima de 7 °C durante la noche y alrededor de los 15 °C durante el
mediodia, aunque temperaturas superiores a 30 °C como inferiores a 5 °C pueden
retardar su crecimiento, siendo las temperaturas por debajo de 5 °C capaces de
quemar los bordes de las hojas (Klauer, 2009). Las condiciones ideales oscilan entre
17,7 °C y 22,7 °C durante el dia, y de 15 °C a 17 °C por la noche. En cuanto a la
humedad relativa esta no debe exceder el 75% (Delgado & Padilla, 2010 citado por

ZGfiga, 2016).

El orégano es adaptable a diversos climas, aunque su rendimiento 6ptimo se

observa en climas templados y soleados. En estas condiciones, es capaz de producir
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un mayor rendimiento de aceite esencial, especialmente cuando recibe alrededor de

7 a 8 horas diarias de radiacion solar (Villalobos, 2018).

El orégano se desarrolla mejor en suelos ricos en materia organica, pero
muestra una preferencia particular por los suelos franco arenosos, donde puede
prosperar y producir de manera Optima hasta 14 afios. En contraste, en suelos
arcillosos, su vida util se reduce a unos 5 afios (Klauer, 2009). No obstante, el
orégano puede adaptarse a una variedad de tipos de suelos siempre y cuando tengan
un buen drenaje. Ademas, prospera bien en suelos pedregosos e incluso tolera
valores de pH alcalinos. Es crucial asegurar una adecuada disponibilidad de fosforo
y nitrégeno a lo largo de su ciclo de crecimiento mediante préacticas de fertilizacion
(Arguello et al., 2012). Sin embargo, en suelos con alta salinidad, la planta requiere
mas energia para absorber agua y nutrientes, lo que puede llevar a una marchitez
mas rapida y afectar negativamente su crecimiento optimo (Jiaping & Wenjuan,

2021).

El orégano muestra una leve sensibilidad al estrés hidrico, lo cual puede
resultar en una reduccion del crecimiento y del rendimiento de la planta (Hancioglu
etal., 2021). Debido a esta sensibilidad, es necesario aplicar riegos frecuentes pero
moderados, ya que un exceso de agua puede causar el anogamiento del cultivo y la
pudricion de las raices, creando condiciones propicias para la infeccion por

fitopatdgenos (Estrada, 2020).
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2.2.2. Hongos fitopatdgenos
Los hongos destacan como patdgenos vegetales con mayor relevancia
ecoldgica y economica. Las especies de hongos fitopatdgenos se encuentran

primordialmente en los filos Ascomycota y Basidiomycota.

Las infecciones por hongos causan una amplia gama de sintomas.
Tradicionalmente, los hongos fitopatdgenos se clasifican en dos grupos principales:
biotroficos, que establecen interacciones cercanas con las plantas y utilizan sus
tejidos vivos, en cambio los necrotroficos, causan la descomposicion del tejido para

obtener nutrientes (Doehlemann et al., 2017).

2.2.2.1. Mecanismos de infeccion de hongos fitopatégenos. Los hongos
fitopatdgenos causan enfermedades mediante diferentes mecanismos para adherirse
a la superficie de la planta hospedera, siguiendo una secuencia de etapas conocida

como patogénesis.

A) Union a la superficie de la planta

Las hifas generalmente estan envueltas en sustancias mucilaginosas, y
parece que su adhesion a la planta ocurre mediante fuerzas intermoleculares que se
generan cuando el patdgeno se une estrechamente a la superficie de la planta

(Agrios, 2005).
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B) Germinacion y formacion de estructuras de infeccion

Tras el contacto inicial, la porcion de la hifa que se adhiere a la superficie
del hospedador evalua la disponibilidad de nutrientes y las condiciones ambientales
favorables, como la alta humedad, temperatura y luz. Esta se incrementa y forma
una estructura aplanada en forma de bulbo conocidad como apresorio. Esta
estructura facilita la unién entre ambos organismos y permite que el patégeno se

adhiere a la planta (Agrios, 2005).

C) Penetracion en el huésped

Después de que se forma el apresorio, se desarrolla un punto de penetracién
delgado que atraviesa la cuticula y la pared celular de la planta. Este punto puede
usar métodos mecénicos, digestion enzimética o aberturas naturales para penetrar.
Las cutinasas producidas por ciertos hongos son cruciales porque hidrolizan la
cutina, componente clave de la cuticula de las plantas. Ademas, las pectinasas
degradan la pectina en las paredes celulares, facilitando la penetraciéon al
descomponer las capas externas de la pared celular y permitir el acceso a polimeros

internos (Agrios, 2005).

D) Colonizacién de los tejidos del huésped
Las hifas que penetran en la planta generan hifas primarias y multiples hifas
secundarias filamentosas que colonizan el tejido vegetal a través de crecimiento

intercelular e intracelular. Los hongos biotréficos se caracterizan por colonizar con
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hifas ramificadas mediante crecimiento intercelular, mientras que los hongos
necrotréficos utilizan el crecimiento intracelular, a menudo provocando la muerte
de la célula huésped mediante la secrecion de enzimas pectoliticas y toxinas (Figura

2) (Agrios, 2005).

Figura 2

Esquema de un hongo fitopatdgeno penetrando directamente en una planta

—

Nota. La figura describe: a) propagulo; b) tubo germinal; c) apresorio; d) hifa de
penetracién y vesicula; e) haustorio. Adaptado de Biologia de hongos (p. 9), por

Cepero et al., 2012, Uniandes-Universidad de los Andes.
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2.2.3. Enfermedades del cultivo de orégano

Los cultivos pueden enfermarse cuando las condiciones ideales para el
desarrollo estan presentes, tales como exceso de humedad, intensidad solar,
desequilibrio nutricional que puede acidificar el pH y el uso excesivo de
fertilizantes sintéticos. Estos dos Ultimos factores propician la proliferacion de

hongos, bacterias e incluso insectos (Klauer, 2009).

A nivel global, se han identificado varios hongos del suelo que causan
pudricion en el cuello y raices de las plantas de orégano. Entre ellos destacan
Rhizoctonia sp, Fusarium sp. y Phytophthora cryptogea, que afectan a hierbas
como el salvia, tomillo y romero (Klauer, 2009), asi como Phytophthora

tentaculata (Martini et al., 2009) y Pythium sp. (Alarcon, 2011)

En Chile, diversos hongos fitopatogenos afectan el cultivo de orégano,
siendo Cylindrocarpon sp., Fusarium spp., Pythium spp., Fusarium solani y
Fusarium oxysporum que provocan sintomas como amarillamiento, marchitez y
necrosis foliar. Estos patdgenos también causan necrosis y pudricién en las raices,
afectando tanto las raicillas como el cuello de la planta. Ademas, Rhizoctonia solani
ocasiona amarillamiento y necrosis foliar, junto con lesiones necroticas en el cuello
y las raices (Acufa, 2008). En Argentina, mediante pruebas de patogenicidad se
confirmd a Fusarium oxysporum y Fusarium proliferatum causantes de sintomas a

nivel foliar como amarillamiento, marchitez, necrosis y defoliacion. A nivel
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radicular, necrosis de la raiz y corona a nivel radicular en el orégano (Yossen et al.,

2010; Yossen & Conles, 2012, citado por Yossen & Conles, 2014).

2.2.4. Hongos nectriaceos

Los hongos de la familia Nectriaceae tienen una distribucion global y se
encuentran de forma natural en areas tropicales y subtropicales. Son patdgenos que
afectan a una amplia variedad de cultivos agricolas y forestales en todo el mundo

(Crous, 2002; Chaverri et al., 2011).

La mayoria de las especies pertenecientes a la familia Nectriaceae se
encuentran en el suelo y desempefian una variedad de roles como saprofitos,
patdgenos débiles, patdgenos obligados, patdgenos oportunistas, micoparasitos o
entomopatogenos (Lombard et al., 2015). Muchas de estas especies son de gran
importancia en la agricultura, y se ha observado que varias causan dafios severos en
las raices transmitidos a través del suelo, como es el caso de Fusarium spp. y
Dactylonectria spp. que es responsable del pie negro de la vid (Lombard et al.,
2014a), mientras que Calonectria ilicicola, provoca enfermedades agresivas en
varios hospedantes, incluida la pudricion negra de la raiz del aguacate (Dann et al.,

2012).

2.2.4.1. Fusarium. El género Fusarium fue descrito por primera vez por
Link en 1809 en plantas de Malamaceae, y desde entonces se han identificado mas

de mil especies de Fusarium (Wei & Wu, 2020). Este hongo se considera ubicuo y
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saprofito comun del suelo, asociado tanto con insectos y materia organica en
descomposicion. Su amplia distribucion se debe a su capacidad para crecer en
diversos sustratos y a los mecanismos de dispersion que involucran lluvia y viento
(Linares, 2010). Ademas, es reconocido como un patégeno multihuésped con
grandes implicaciones tanto en la salud humana como en la agricultura, causando
multiples enfermedades en plantas, humanos y animales (\Van Baarlen et al., 2007).
La mayoria de las especies fitopatdgenas de Fusarium producen micotoxinas, que
representan una amenaza significativa para la seguridad alimentaria humana y

animal (Munkvold, 2017; Suga & Hyakumachi, 2004).

Los factores ambientales, como las altas temperaturas, intensa luminosidad,
elevada humedad relativa entre 75% y 95% Yy alta densidad de plantas juegan un
papel crucial en la incidencia y gravedad de las enfermedades (Chen et al., 2013;
Paulitz & Belanger, 2001). La temperatura puede alterar los mecanismos de defensa
de las plantas huésped, lo que puede aumentar su susceptibilidad a enfermedades,
como se ha observado en garbanzos y lechugas, que al superar los 22 °C y 28 °C,
respectivamente, pasan de ser moderadamente resistentes a susceptibles cuando se
inoculan con especies de Fusarium especificas (Landa et al., 2006; Stuthman et al.,
2007; Scott et al., 2010). Ademas, el pH del suelo influye en el comportamiento de
Fusarium spp., afectando su crecimiento, la adherencia de esporas a las raices de
las plantas y la manifestacion de sintomas en las plantas huéspedes en diferentes

condiciones de temperatura (Chen et al., 2013; Gatch & du Toit, 2017).
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El cultivo tiene mayor probabilidad de ser atacado por Fusarium spp.
cuando se utiliza una alta cantidad de fertilizante de nitrégeno. Esto hace que las
plantas retengan més agua y tengan defensas naturales menos resistentes, lo que

aumenta su susceptibilidad a ser afectadas por plagas (Paulitz & Belanger, 2001).

Las especies patogenas de Fusarium tienen diversas estrategias
reproductivas. Algunas producen esporas sexuales y tres tipos de esporas asexuales:
macroconidias, microconidias y clamidosporas, aunque no todas generan ambos
tipos (Hassan, 2020; Rana et al., 2017). La reproduccién asexual es la principal
forma de reproduccion de los hongos, mientras que la reproduccion sexual es la
forma de reproduccién menos comun en las especies de Fusarium, se caracteriza
por la produccién de ascosporas contenidas en ascas dentro de un peritecio (Leslie

& Summerell, 2006).

A) Taxonomia
Segln Leslie & Summerell (2006), Fusarium presenta la taxonomia que
sigue:

Reino: Fungi

Division: Ascomycota

Subdivision: Pezizomycotina

Clase: Sordariomycetes.

Subclase: Hypocreomycetidae
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Orden: Hypocreales

Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

B) Ciclo de vida de Fusarium spp.

El proceso de enfermedad en las diversas especies de Fusarium
generalmente muestra similitudes y puede dividirse en tres etapas: latente,

parasitaria y saprofitica (Figura 3).

Primero, en la etapa latente, los propagulos presentes en el suelo, tales como
el micelio del hongo, esporas como macroconidias 0 microconidias, y estructuras
de resistencia denominadas clamidosporas, permanecen inactivos debido a
condiciones desfavorables. No obstante, estos pueden reactivarse al entrar en
contacto con los exudados de raiz liberados en la rizosfera por una planta
hospedadora (Steinkellner et al., 2008). Es importante sefialar que también pueden
activarse a través de exudados de una planta no hospedadora los cuales sirven como
fuente de carbono, nitrégeno y &cidos organicos, estimulando su germinacion o
mediante restos vegetales remanentes (Steinkellner et al., 2008; Castillo et al.,
2022). En la etapa parasitica, el proceso comienza cuando el propagulo se activa 'y
penetra los tejidos de la planta a través de alguna apertura en la epidermis,
generalmente causada por la formacion de nuevas raices secundarias, lesiones por

otros paréasitos o por las practicas de manejo del cultivo (Rodriguez-Molina, 2003).
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Una vez dentro, el hongo prolifera y sus hifas invaden el tejido de la planta,
desencadenando una variedad de sintomas. Durante la infeccion, se producen
numerosas esporas y clamidosporas que pueden liberarse al suelo a medida que se
descomponen los restos de la planta infectada, permitiendo asi que el hongo pueda
infectar otras plantas o permanecer latente en el suelo hasta que encuentre un nuevo
hospedador. Algunas cepas de Fusarium pueden colonizar los tejidos de las plantas
sin mostrar sintomas visibles. Estos hospederos alternativos actlan como
reservorios del hongo y representan posibles fuentes de infeccion. En especies de
Fusarium capaces de penetrar el xilema de la planta, la proliferacion del micelio
del hongo causa el colapso de estos vasos, generando una carencia de agua y

nutrientes en la planta infectada (Walter et al., 2010).

Figura 3

Diagrama que ilustra el ciclo de infeccion de Fusarium spp.
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2.2.4.2. llyonectria. La forma asexual del géenero Ilyonectria presenta una
gran cantidad de microconidias y clamidosporas de color pardo dispuestas de
manera intercalar, siendo globosas, simples o agrupadas en cadenas. Tanto los
macroconidios como los microconidios son transparentes y tienen hilios visibles,
cicatrices en la base donde se unen al conidiéforo (Chaverri et al., 2011). Los
macroconidios tienen forma cilindrica de 1 a 3 septos, normalmente con longitudes
que van de 25 a 55 um, mientras que los microconidios varian de elipsoidales a
ovoides y de aseptados a 1 septa tipicamente midiendo entre 3 y 15 um de longitud
(Lombard et al., 2014a; Chaverri et al., 2011). Ambos tipos de conidios se originan
en el mismo conidioforo. Estos conidioforos pueden ser simples, sin ramificaciones
0 escasamente ramificados en ocasiones, de forma irregular o verticilada, y

raramente densamente ramificados (Chaverri et al., 2011).

2.2.4.3. Dactylonectria. La forma asexual del género Dactylonectria se
distingue por su morfologia que incluye conidi6foros simples dispuestos
individualmente o en pequefios grupos para formar esporodoquios. Estos
conidioforos son septados y tienen escasa o nula ramificacion, produciendo hasta
tres fidlides. Estas ultimas tienen forma mas o menos cilindrica, con una ligera

constriccion en la parte superior hacia el apice (Lombard et al., 2014a).

Los macroconidios se caracterizan por ser rectos, aungque ocasionalmente
ligeramente curvados, de forma cilindrica y transparente, con uno y cuatro septos.

La célula apical presenta un diminuto pico que a menudo se inclina levemente hacia
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un lado, mientras que en la base se observa un hilio central o lateral visible. En
contraste, los microconidios son elipsoides u ovoides, hialinos, rectos y
generalmente sin septos o con uno, y poseen un hilio lateral. Las clamidosporas de
Dactylonectria son globosas o subglobosas, lisas, aunque a menudo parecen
rugosas debido a los depdsitos, de paredes gruesas, y se encuentran principalmente

en cadenas, aunque son poco frecuentes (Lombard et al., 2014a).

Las formas sexuales se presentan como peritecios superficiales de tono rojo
oscuro, ya sea en forma singular o agrupados, con una estructura que varia de
ovoide a obpiriforme, y una superficie que puede ser lisa o ligeramente verrugosa,
destacando un apice papilado (Lombard et al., 2014a; Lombard et al., 2015). Las
ascas, con capacidad para 8 esporas, tienen una forma que va de clavada a
estrechamente clavada, con un apice redondeado que muestra un anillo minusculo
a la vista. Las ascosporas exhiben una forma elipsoide a oblongo elipsoide, con un
estrechamiento hacia los extremos, tienen una cantidad moderada de septos y una
textura que varia de lisa a finamente verrugosa (Lombard et al., 2014a; Lombard et

al., 2015).

Inicialmente, se consider6 que Dactylonectria spp. formaban parte de
Ilyonectria spp., dado que ambos géneros compartian caracteristicas morfologicas
similares. Sin embargo, en el 2014, mediante un analisis multigenético de diferentes

aislados se reveld la existencia de un nuevo grupo, Dactylonectria, que engloba
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especies previamente clasificadas como parte de Ilyonectria (Lombard et al.,

2014a).

No obstante, en cuanto a su morfologia, Dactylonectria se distingue de
Ilyonectria por tener peritecios de forma ovoide a obpiriforme, de color rojo oscuro
y superficie lisa a finamente verrugosa, mientras que Ilyonectria presenta peritecios
globosos a subglobosos, de tonos naranja a rojo, con una textura escamosa o
ligeramente verrugosa (Lombard et al., 2014a). Ademas, ambos géneros producen
abundantes macroconidios y microconidios, pero Dactylonectria raramente forma
clamidosporas en cultivo, a diferencia de llyonectria, que las produce con

frecuencia (Lombard et al., 2014a).

2.2.5. Andlisis molecular

En el analisis molecular, técnicas como la extraccion de ADN, PCR,
electroforesis y secuenciacion son fundamentales para la identificacion de
microorganismos. Estas han contribuido significativamente a mejorar la
clasificacion de hongos y el entendimiento de sus relaciones filogenéticas (Arenas,

2014).

2.2.5.1. Extraccion de ADN. La extraccion de ADN es un procedimiento
que implica varias etapas esenciales. Comienza con la lisis celular, donde se rompe
la pared celular para liberar el ADN. Luego sigue un proceso de purificacion para

eliminar residuos del lisado, como proteinas, lipidos y estructuras celulares.
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Finalmente, el ADN se eluye, es decir, se recupera de la matriz de purificacion

utilizando agua o una solucién tampon.

2.2.5.2. Reaccion en cadena polimerasa (PCR). La PCR posibilita la
amplificacion de ADN mediante secuencias que delimitan la region a amplificar,
permitiendo generar millones de copias de esa region especifica. Cada reaccion
requiere la presencia de ADN molde, cebadores, nucle6tidos y ADN polimerasa, la
cual cataliza la sintesis de nueva cadena de ADN en direccion 5'a 3' (Serrato et al.,

2014).

La PCR consta de tres fases: En la primera fase, conocida como
desnaturalizacion, se produce la separaciéon de las hebras de ADN mediante la
ruptura de los enlaces de hidrégeno a una temperatura entre 92 a 95 °C. En la
segunda fase, Ilamada alineamiento, se da un descenso en la temperatura entre 40
°C y 60 °C para que se alineen los cebadores a sitios especificos complementarios
de las cadenas sencillas de la region que se va a amplificar. Finalmente, en la tercera
fase llamada extension, se incrementa la temperatura, por lo general a 72 °C, es la
temperatura Optima para la enzima Taq polimerasa la cual es resistente a las
temperaturas elevadas, ya que fue extraida de la bacteria termdéfila Thermus
aquaticus (Vera, 2013). A partir de cada extremo de la hebra de ADN la Taq
polimerasa incorpora los nucleétidos, sintetizando una nueva cadena en sentido 5’
a 3’. Estas tres fases del ADN se repiten en cada ciclo, generando millones de copias

del fragmento elegido (Serrato et al., 2014).
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2.2.5.3. Electroforesis en gel agarosa. La electroforesis es una técnica que
separa fragmentos de ADN y ARN segun su tamafio. En un campo eléctrico, las
moléculas migran hacia el anodo, pero debido a la friccion del medio las de mayor
tamafio avanzan mas lentamente que las mas pequefias. Para visualizar los
fragmentos de ADN, se emplea un colorante como el Gel Red. Este proceso de
tincion permite determinar el contenido de &cidos nucleicos en una muestra,

proporcionando una estimacion de su concentracion e integridad (Fierro, 2014).

2.2.5.4. Secuenciacion de Sanger. La secuenciacion de Sanger es una
técnica especifica y relativamente sencilla para determinar la secuencia de ADN.
Emplean cebadores de oligonucledtidos para localizar regiones especificas del
ADN. EIl proceso comienza con la desnaturalizacion de la doble hélice de ADN,
seguida de la replicacion por parte de la ADN polimerasa, que inicia la sintesis de
una nueva cadena de ADN. Esta cadena se alarga mediante una mezcla de
dideoxinucleotidos, cada uno marcado con un fluorescente. Se utiliza la
electroforesis capilar, que incorpora un laser para inducir fluorescencia. Asi, el
equipo mide la intensidad de la fluorescencia y la interpreta como un pico

(Valderrama et al., 2020).

2.2.6. Postulados de Koch
En 1882, Robert Koch introdujo una serie de postulados experimentales
para comprobar si un microorganismo en particular es la causa de una enfermedad

especifica en un huésped. Estos postulados se describen de la siguiente manera:
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El patogeno de la enfermedad debe encontrarse siempre en los hospederos

enfermos.

El patdégeno debe ser aislado y cultivado in vitro en condiciones asepticas,

apartir del huésped enfermo.
El patégeno aislado debe causar la misma enfermedad cuando se inocula.

El patdgeno debe ser reaislado de los hospederos inoculados, obteniendo
un cultivo que mantenga las mismas caracteristicas del aislamiento

original (Madigan et al., 2010).
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I1l. MARCO METODOLOGICO

3.1. Tipo y disefio de estudio

El disefio de estudio es no experimental, porque esta investigacion se realiza
sin manipular deliberadamente las variables, lo cual quiere decir que consiste en
observar y describir como se manifiesta la enfermedad en las condiciones naturales
del cultivo de orégano, sin alterar esas condiciones mediante intervenciones o
manipulaciones experimentales. Es de tipo transversal porque se recolectaron
muestras de orégano en un solo momento, en un tiempo unico (Hernandez-Sampieri

& Mendoza, 2018).

3.2. Material bioldgico

En un campo de cultivo del distrito Alto Camilaca, provincia de Candarave
(Figura 4), durante el mes de mayo del 2023, se colectaron plantas de orégano que
presentaron sintomas a nivel aéreo como amarillamiento de ramas basales, necrosis
apical y marginal, defoliacion, abarquillamiento, marchitez de ramas y muerte
ascendente (Figura 5). A nivel radicular, se observd necrosis negra de la raiz
principal, secundaria y corona, pero en las raicillas mostraron necrosis marron

oscuro, descortezamiento y decoloracion vascular de la corona (Figura 6).
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Figura 4

Cultivo de orégano en el distrito de Alto Camilaca, Candarave

Figura 5

Sintomas a nivel foliar del cultivo de orégano, Alto Camilaca, Candarave
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Nota. A) y B) Amarillamiento ascendente y marchitez, A) Muerte de ramas.
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Figura 6

Sintomas a nivel radicular del cultivo de orégano, Alto Camilaca, Candarave

D)

Nota. A) Corona con necrosis, B) Decoloracion vascular de la corona, C) y

D) Raiz principal y secundaria con ennegrecimiento.

Se hicieron cinco colectas, utilizando el método de muestreo cinco de oros
descrito por Sulca (2023) (Figura 7). Por cada punto de muestreo se colectd una
planta de orégano. Las coordenadas geogréaficas del lugar son: 17° 14' 34,8" S de

latitud y 70° 23' 16,1" W de longitud, con una altitud de 3 851 ms. n. m.
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Figura 7

Esquema de muestreo en cinco de oros

Nota. Tomado de Sulca (2023).

3.3. Aislamiento de los hongos asociados a pudricion de la corona y raiz del
orégano

El aislamiento se realiz6 mediante el método para inducir esporulacién y el
método de aislamiento directo segun lo establecido por French & Hebert (1980).
Las muestras de raices con sintomas caracteristicos de la enfermedad fueron lavadas
con agua corriente y se cortaron segmentos de 4 cm de la zona de avance de la
enfermedad. Luego se desinfectaron por inmersion en una solucion de hipoclorito
de sodio al 1% durante 2 minutos, seguido de tres enjuagues con agua destilada
estéril y finalmente se secaron sobre papel toalla estéril. Algunos segmentos se
colocaron en cadmara himeda a 25 °C para inducir esporulacion; las esporas
obtenidas se sembraron en el centro de placas de Agar Papa Dextrosa (PDA). Por

otro lado, se cortaron pequefios segmentos de 1 cm de la zona de avance de la
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enfermedad del resto de segmentos desinfectados, los cuales se distribuyeron en
cuatro puntos equidistantes sobre el PDA e incubaron a 25 £ 1 °C hasta su

desarrollo.

3.4. Purificacion de los hongos asociados a pudricién de la corona y raiz del
orégano

La purificacion de los hongos aislados se realizd utilizando el método de
cultivo monosporico descrito por French & Hebert (1980), que consistié en sembrar
una suspension de esporas mediante la técnica de diseminacion en superficie sobre
el medio de cultivo Agar Agua (AA) al 2% e incubar a 25 °C durante 24 horas.
Posteriormente, con la ayuda de un microscopio se cortd un blogue de agar que
contenia una sola espora y se transfirio al centro del medio del cultivo PDA para

finalmente incubar a 25 °C por 14 dias para su posterior caracterizacion.

3.5. Caracterizacion morfoldgica e identificacion de los aislados de la pudricion
de la coronay raiz del orégano

La caracterizacion morfoldgica macroscépica de los aislados fungicos en
Agar Papa Dextrosa (PDA) fueron descritas después de 14 dias de incubacion a 25
°C, evaluando la forma de la colonia, elevacion, borde, superficie, aspecto, color en
el anverso como el reverso y tamafio (Watanabe,2010). Para la induccion de
macroconidias y microconidias se sembré en Agar Hoja de Clavel (CLA) y PDA.
También, para la induccion de microconidias en Agar Sintético Bajo en Nutrientes

(SNA) como clamidosporas.
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La caracterizacion morfoldgica microscopica se realizd mediante la
observacion microscopica de montajes de los aislados en CLA, PDA y SNA,
utilizando el liquido de montaje azul de lactofenol. Se describieron las estructuras
fangicas tales como macroconidias, microconidias y clamidosporas. Se realizaron
30 mediciones de cada estructura utilizando un microscopio Nikon Eclipse Si

Trinocular.

La identificacion morfoldgica se realizo siguiendo las claves taxonémicas
descritas por Leslie & Summerell (2006), Lombard et al. (2015), Cabral et al.

(2012b) y Torbati et al. (2018).

3.6. Identificacion molecular de los aislados de la pudricion de la coronay raiz
del orégano

La identificacion por métodos moleculares se llevo a cabo en el Laboratorio
de Biologia Molecular de Plantas de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la
Universidad de Tarapaca y en el laboratorio de Biotecnologia Microbiana de la
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann.
3.6.1. Extraccion de ADN

El ADN genomico del hongo se extrajo utilizando el kit Nucleo Spin
Microbial DNA, siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello, se empled
aproximadamente 40 mg de micelio aéreo de cultivos de 15 dias en PDA. Las
muestras fueron trituradas en nitrégeno liquido, hasta obtener un polvo fino.

Posteriormente, se afiadieron 100 pL tampon de elucion (BE) y resuspendieron. La
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suspension celular se transfirié a un tubo de perlas. Se agregaron 40 uL de Buffer
MG y 10 puL de Proteinasa K y se homogenizé en el vortex. Despues, se afiadieron
600 uL de Buffer MG, se mezcl6 brevemente en el vortex por 5 s y se procedio a
centrifugar a 11 000 g por 30 segundos. El sobrenadante se transfiri6 a una columna
de Nucleo Spin Microbial colocada en un tubo de recoleccion de 2 mL y se
centrifugd a 11 000 g por 30 segundos.

Después, se desechd el tubo de recoleccion con flujo continuo y se coloco
la columna en un nuevo tubo de recoleccion. La columna se lavo dos veces con
Buffer BW y Buffer BS, usando 500 uL cada vez y centrifugando a 11 000 g durante
30 s. Se descarto6 el flujo residual después de cada lavado y se volvio a colocar la
columna en el tubo de recoleccion. Posteriormente, se secé la membrana
centrifugando a 11 000 g durante 30 segundos.

Finalmente, se coloco la columna en un tubo libre de nucleasas de 1,5 mL
afiadiendo 100 pL de buffer BE, y se incub6 a temperatura ambiente durante 1 min
y se centrifugd a 30 s por 11 000 g. La integridad del ADN extraido, se verifico por

electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

3.6.2. Amplificacion por PCR
Después de la extraccion del ADN gendmico de los aislados, se procedio a
realizar la amplificacion utilizando los genes TEF, TUB, HIST, ITS y LSU

mediante la técnica de PCR (Tabla 1).
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Se prepar6 una solucion final de 25 L. que contenia 12,5 uL de Master Mix
(GoTag®), 1 uL del cebador forward (10 pmol/uL), 1 uL (10 pmol/uL) del cebador
reverse, 8,5 pL de agua libre de nucleasas y 2 pL de la muestra de ADN. Las
amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador con condiciones especificas

para cada locus detalladas en las Tablas 2 a 6.

Tabla 1

Primers utilizados en la amplificacion de PCR

Gen/Loci Primers Secuencias Referencias
Factorde  grr708F CATCGAGAAGTTCGAGAAGG (Carbone &
elongacion de Kohn,1999)
la traduccién (O’Donnell et
1 EF2 GGARGTACCAGTSATCATG
o al., 1998)

AACATGCGTGAGATTGTAAGT (O'Domnellet

T1
Gen beta- al., 1997)
tubulina
CYLTUBIR
(TUB2) AGTTGTCGGGACGGAAGAG  (Crousetal,

2004)




Tabla 1. Primers utilizados en la amplificacion de PCR (Continuacion)
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Gen/Loci  Primers Secuencias Referencias
(Crous et al.,
CYLH3E AGGTCCACTGGTGGCAAG
2004)
Gen
histona (Crous et al.,
CYLH3R AGCTGGATGTCCTTGGACTG
2004)
NLL  GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG  (O'Domnell
1993)
285 ,
L GGTCCGTGTTTCAAGACG (O’Donnell,
1993)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC (White etal.,
1990)
ITS
ITS5  GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG  (Whiteetal,
1990)

Nota. Se describen las secuencias de los primers por cada locus.
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Tabla 2

Condiciones de PCR para el gen factor de elongacion de la traduccion

Procedimiento Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacion 95 30s
Alineacion 53 45s 40
Extension 72 1 min
Extension final 72 5 min 1

Tabla 3

Condiciones de PCR para el gen tubulina

Procedimiento Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacion 95 30s
Alineacion 52 455 40
Extension 72 1 min

Extension final 72 5 min 1




Tabla 4

Condiciones de PCR para el gen histona
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Procedimiento Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacién 95 30s
Alineacion 61 30s 35
Extension 72 1 min
Extension final 72 5 min 1
Tabla s
Condiciones de PCR para 28S
Procedimiento Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacion 95 30s
Alineacion 53 30s 35
Extension 72 1 min
Extension final 72 5 min 1




Tabla 6

Condiciones de PCR para ITS4y ITS5
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Procedimiento Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacion 95 30s
Alineacion 53 30s 35
Extension 72 1 min
Extension final 72 5 min 1

3.6.3. Electroforesis en gel de agarosa

Una vez que se prepar6 la agarosa al 1,5%, se mezcld con 4 ul. de SYBR

Safe DNA gel stain. Esta mezcla se verti6 en la cdmara de electroforesis junto con

el peine para crear los pozos de muestra. Después de que el gel se solidifica, se

retira el peine y se cubre con buffer TBE 0,5X. Se cargaron 3 uL del marcador de

peso molecular de 1000 pb y de cada producto PCR en los pozos correspondientes.

Luego se conectd la camara de electroforesis a una fuente de poder, aplicando 90 V

durante 30 minutos. Finalmente, se visualizaron los geles bajo luz UV en el

transiluminador para verificar la calidad de los productos PCR, y luego se

almacenaron a 4 °C.



43

3.6.4. Secuenciacion

Después de confirmar los resultados de la amplificacion por PCR mediante
electroforesis, las muestras amplificadas para ITS, LSU, EF1-a, TUB y HIST se
mandaron a secuenciar en ambas direcciones por la secuenciacion Sanger en el

laboratorio de Psomagen, EE.UU.

3.6.5. Andlisis filogenético

Los resultados de la secuenciacion se procesaron con el software
Sequencher 5.0.1 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA) para ensamblar
secuencias y visualizacion de los cromatogramas, para corroborar la calidad de las
lecturas. Se obtuvieron secuencias consenso para cada locus de aproximadamente
500 a 600 pares de bases y se obtuvieron 381 secuencias del GenBank (90 de ITS,
65 de LSU, 56 de TUB, 110 de TEF y 60 de HIST) con un total de 110 taxones
descritos en las Tablas de 9 a 12. Las secuencias obtenidas en este estudio y las
obtenidas a través del GenBank fueron alineadas por cada locus utilizando el
servidor web MAFFT v.7 (Katoh et al., 2019). Las alineaciones fueron revisadas y
corregidas manualmente segun fue necesario, utilizando Mesquite v3.40 (Maddison
& Maddison, 2018). Para cada una de las matrices de los cinco fragmentos (ITS,
28S, TEF, TUB e HIST) se calcularon los modelos de sustitucion en jModelTest
(2.1.6) (Darriba et al., 2012) para los regiones no codificantes (ITS y 28S), y se
seleccionaron los modelos 6ptimos segun el criterio de informacién de Akaike

(AIC) e W-IQ-TREE (Trifinopoulos et al., 2016) para cada codon de los genes
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codificantes (TEF, TUB e HIST). Finalmente se obtuvo una matriz concatenada de

los marcadores en Mesquite v3.40 (Maddison & Maddison, 2018).

Los arboles filogenéticos se construyeron con la matriz concatenada a través
del portal de CIPRESS (Miller et al., 2010) utilizando dos métodos probabilisticos:
Maéxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (IB). Para el analisis de ML se
utilizé el programa RaxMLv8.2 (Stamatakis, 2014) con 1 000 réplicas, boostrap.
Para el analisis de 1B se uso el programa MrBayes (3.2.7) (Ronquist et al., 2012),
donde se realizaron dos corridas independientes de 20 000 000 de generaciones con
cuatro cadenas. Los arboles se muestrearon cada 1 000 generaciones y se
descartaron los arboles iniciales aplicando un valor de burning de 5 000
generaciones. Los arboles restantes fueron usados para generar un arbol de
consenso de mayoria. Se verifico la convergencia de la ejecucion utilizando el
programa Tracer v1.7.2 (Rambaut et al., 2018). La inspeccién del arbol final se

llevd a cabo mediante FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2018).

3.7. Prueba de patogenicidad de los aislados de la pudricién de la coronay raiz
del orégano

Las pruebas de patogenicidad se realizaron en condiciones de invernadero
utilizando plantulas de orégano de cuatro meses de edad de la variedad nigra
mejorada dispuestas en bolsas almacigueras de 1 kg, que fueron cultivadas a partir
de esquejes de 10 cm. Estos esquejes se obtuvieron de plantas sanas originarias de

Tarata.



45

Primeramente, los hongos aislados se multiplicaron en placas petri con
PDA y se incubaron 25 °C durante 15 dias. Para preparar el indculo, se agregd agua
esteril al cultivo y se raspd suavemente el micelio con un bisturi estéril. Luego, las
suspensiones resultantes se filtraron con gasa estéril para obtener una suspension
homogeénea. Se contaron los conidios de cada suspension utilizando una camara de
Neubauer y, con estos datos, se ajustd la concentracién a 1x 10°conidios/mL,

utilizando la formula de concentracion VxC,;=V,xC,

La inoculacion se realizé utilizando el método descrito por Gaetan et
al. (2007b) con ciertas modificaciones, con tres repeticiones por cada aislamiento y

control. Inicialmente las plantas fueron desprovistas de todo el sustrato que contenia

las raices y luego sumergidas en una suspension 1x 10° de conidios/mL durante 30
minutos. Después fueron trasplantadas a bolsas almacigueras de 1 kg que contenian
una mezcla estéril de tierra y arena (2:1) como sustrato. EI control fue inoculado
con agua destilada estéril (Figura 8). Se evalu6 diariamente los sintomas y el riego
de acuerdo a la necesidad. Finalmente se realizaron nuevos aislamientos de la raiz

y corona en el medio de cultivo PDA.



Figura 8
Prueba de patogenicidad de los aislados del cultivo de orégano, Alto Camilaca,

Candarave

Nota. A) Separacion del sustrato de la raiz del orégano, B) Inoculacion de
plantas por inmersion en una suspension, C) Planta control inoculada con agua

estéril y D) Plantas de orégano inoculadas en el invernadero.
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3.7.1. Evaluacion de la prueba de patogenicidad

A. Incidencia

Se considerd que una planta estaba enferma si se observaban sintomas en
cualquier 6rgano de la planta inoculada y con las evaluaciones registradas, se
calculo la incidencia utilizando la férmula matematica recomendada por la

Sociedad Inglesa de Micologia:

Incidencia(1)% Numero de plantas afectadas
ncidencia(I) %=

Numero total de plantas

B. Severidad
Se desarrollaron escalas de evaluacion especificas de acuerdo a los sintomas

en campo (Tabla 7 y Tabla 8).



Tabla 7
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Escala de severidad para Dactylonectria torresensis y Fusarium oxysporum

Grado

Porcentaje (%)

Descripcion del dafio

0

21-40

41-60

61-80

81-100

Planta aparentemente sana

Algunas raices secundarias con necrosis de color
marron oscuro y lesiones pequefias en la raiz
principal, sin repercusion en la parte aérea

Algunas hojas basales con amarillamiento,
abarquillamiento, epinastia, defoliacion leve.
Necrosis de la raiz principal y algunas raices
secundarias de color marrén oscuro, raicillas
necrosadas de color marrén. Corona con necrosis
marron y decoloracion vascular leve.

Algunas ramas basales con amarillamiento,
abarquillamiento de varias ramas, marchitez,
epinastia, necrosis de hojas y defoliacion leve.
Necrosis de color negro de la raiz principal, corona
y algunas raices secundarias, descortezamiento de
la raiz secundaria, necrosis de raicillas de color
marron oscuro; ademas decoloracién vascular en
la corona.

Amarillamiento foliar de toda la parte aérea y
defoliacion de ramas basales. Raiz principal y
varias raices secundarias con necrosis de color
negro. Corona con decoloracion vascular y
Necrosis negra.

Planta muerta.




Tabla 8
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Escala de severidad para Fusarium iranicum y Fusarium redolens

Grado

Porcentaje de

infeccion (%)

Descripcion del dafio

21-40

41-60

61-80

81-100

Planta aparentemente sana

Lesiones pequefias en la raiz principal, sin
repercusion en la parte aérea

Algunas raices secundarias con necrosis de color
marron y decoloracion leve en la corona, con
marchitez leve

Algunas hojas basales con amarillamiento,
abarquillamiento y marchitez leve, epinastia,
defoliacion leve y muerte de las ramas centrales.
Necrosis de la raiz principal, algunas raices
secundarias y raicillas con necrosis de color
marrén oscuro. Corona con necrosis marron
oscuro y decoloracidon vascular leve.

Amarillamiento foliar de toda la parte aérea y
defoliacion de ramas basales y varias ramas
muertas. Raiz principal y varias raices
secundarias con necrosis de color marrén oscuro.
Corona con necrosis y decoloracion vascular
severa.

Planta muerta.




Tabla 9

Especies de Dactylonectria e llyonectria utilizados en el analisis filogenético
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GenBank Accesion N°

Especies Aislados
ITS LSU TUB2 TEF HIS

Campylocarpon fasciculare CBS 112613 AY677301 HM364313 AY677221 JF735691 JF735502
Campylocarpon pseudofasciculare CBS 112679 AY677306 KJ022328  JF735692 JF735503
Dactylonectria estremocensis CBS 129085 MH865182 KM231630 JF735448  JF735806 JF735617
Dactylonectria estremocensis Cyl135 JF735804 JF735615
Dactylonectria estremocensis Cy243 JF735329 JF735457  JF735815 JF735626
Dactylonectria macrodidyma CBS 112601 AY677284 KM515899 AY677229 JF735833 JF735644
Dactylonectria novozelandica CBslelggfg(’)fls 17, 0Q119078 KM515901 OR258684 OR258682 OR258686
Dactylonectria novozelandica Cy}%g’g\é\/l'gm%%’ 0Q119077 MH571719 JF735460  JF735823 JF735634
Dactylonectria novozelandica KARjEzlggél/g(')A‘g'\él 186, 0Q119076 MH571722 MK409874 MK409951 MK409909
Dactylonectria novozelandica KAREA474, WAM180, 0Q119075 MH571721 MK409875 MK409952 MK409910

JZB3310038




Tabla 9. Especies de Dactylonectria e llyonectria utilizados en el analisis filogenético (Continuacion)
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GenBank Accesion N°

Especies Aislados
ITS LSU TUB2 TEF HIS

Dactylonectria torresensis CBS 129086 JF735362 KM231631  JF735492 JF735870 JF735681
Dactylonectria torresensis CBS 113555 JF735350  NG_069231  JF735483 JF735850 JF735661
Dactylonectria torresensis KARE1173, N37IL  MK400298 KP411808 MK409865 MK409942 MK409900
Dactylonectria hordeicola 3S7, EFA 443 MF350482  MF467250 MF350428 MF350509 MF350455
Dactylonectria pauciseptata CBS 120171 EF607089 KM515903  EF607066  JF735776 JF735587
Dactylonectria pinicola CBS 173.37 JF735319 KM515905  JF735447 JF735803 JF735614
Dactylonectria vitis CBS 129082 MH865179  KM515907  JF735431 JF735769 JF735580
Dactylonectria anthuriicola CBS 564.95 NR_121494 KM515897  JF735430 JF735768 JF735579
Dactylonectria ecuadoriensis MUCL55425 MF683705 MF683725  MF683642 MF683663 MF683684
Dactylonectria ecuadoriensis MUCL55205 MF683700  MF683720 MF683637 MF683658 MF683679
Dactylonectria hispanica Cy-FO-45 KY676882 KY676876 KY676870 KY676864
Dactylonectria valentina Cy-FO-133 KY676881 KY676875 KY676869 KY676863
Dactylonectria valentina KARE2112 MK400314 MK409881 MK409958 MK409916
Dactylonectria palmicola MUCL55426 MF683708  MF683728  MF683645 MF683666 MF683687
Dactylonectria amazonica MUCL55430 MF683706  MF683726  MF683643 MF683664 MF683685
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GenBank Accesion N°

Especies Aislados
ITS LSU TUB2 TEF HIS
Dactylonectria polyphaga MUCL55209 MF683689 MF683710  MF683626 MF683647 MF683668
Dactylonectria polyphaga MUCL55428 MF683692 MF683713  MF683629 MF683650 MF683671
Ilyonectria capensis CBS 132816 JX231160 KM515909  JX231112  JX231128 JX231144
Ilyonectria communis 1512 MF350456 MF350402 MF350483 MF350429
Ilyonectria communis J410 MF350457 MF350403 MF350484 MF350430
CBS 139.30, CBS
lilyonectria crassa 129083, NW- ON853909 KM515912 JF735393 JF735723 JF735534
FVA1829
lilyonectria crassa CBS 158.31 JF735276 KM515911 JF735394 JF735724 JF735535
lilyonectria destructans CBS 264.65 AY677273 KM515927  AY677256  JF735695 JF735506
Ilyonectria europaea CBS 152397052’ CBS MH865175 KM515914  JF735421 JF735756 JF735567
Ilyonectria europaea CBS 102892 JF735295 JF735422  JF735758 JF735569
Ilyonectria leucospermi CBS 132809 JX231161 KM515917  JX231113  JX231129 JX231145
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GenBank Accesion N°

Especies Aislados
ITS LSU TUB2 TEF HIS

Ilyonectria leucospermi CBS 132810 JX231162 KM515918  JX231114 JX231130 JX231146
Ilyonectria liliigena CBS 189.49 PP527753 KM515919  JF735425  JF735762  JF735573
Ilyonectria liliigena CBS 732.74 JF735298 KM515920  JF735426  JF735763  JF735574
Ilyonectria liriodendri CBS 110.81 MH861308 KM515921 DQ178170 JF735696  JF735507
Ilyonectria liriodendri CBS 117526 DQ178164 DQ178171 JF735697  JF735508
Ilyonectria palmarum DiGeSA-HF7 HF937432 HF922609 HF922615 HF922621
Ilyonectria palmarum DiGeSA-HF3 HF937431 HF922608 HF922614 HF922620
Ilyonectria protearum CBS 132811 JX231157 MH878255  JX231109 JX231125 JX231141
Ilyonectria protearum CBS 132812 JX231165 JX231117 JX231133  JX231149
Ilyonectria pseudodestructans CBS 129081 MH865178 KM515926 MN101796 MN101818 MN105733
Ilyonectria pseudodestructans ZP2 MT678561 MT810734 MT800962 MT800945
Ilyonectria pseudodestructans CBS 129081 MH865178 KM515926 JF735752  JF735563
Ilyonectria gitaiheensis H309 MF350472 MF350418 MF350499 MF350445
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GenBank Accesion N°

Especies Aislados
ITS LSU TUB2 TEF HIS
Ilyonectria gitaiheensis R3-2 MT678569 MT810742 MT800970 MT800953
Ilyonectria robusta CBS 117818 JF735267 JF735382 JF735712 JF735523
Ilyonectria robusta CBS 129084 JF735273 MH876619 JF735391 JF735721 JF735532
Ilyonectria rufa CBS 640.77 JF735277 KM515930 JF735399 JF735731 JF735542
Ilyonectria rufa CBS 153.37 MH855863 JF735729 JF735540
Ilyonectria strelitziae ST6 KY 304649 KY304674 KY304755 KY304727 KY304621
Ilyonectria strelitziae ST28 KY304671 KY304675 KY304728 KY304643
Ilyonectria vredenhoekensis CBS 132807 JX231155 NG_070048 JX231107 JX231123 JX231139
Ilyonectria vredenhoekensis CBS 132808 JX231159 MH878253 JX231111 JX231127 JX231143
Ilyonectria zarorii CPC 37835 MW114893 NG_079556 MW119263 MW119261 MW119259
Ilyonectria zarorii CPC 37837 MW114894 MW119264 MW119262 MW119260




Tabla 10

Especies del complejo de Fusarium tricinctum utilizados en el analisis filogenético

GenBank Accession N°

Especies Aislados
ITS LSU TEF

Fusarium torulosum 23KaPT8 1, DI0O1 PP087417 KC292842 PP094241
Fusarium torulosum 23KaPT7 1 PP087416 PP094243
Fusarium acuminatum NL19-077002 MZ890557 MZ890413 MZ921910
Fusarium acuminatum NL19-048014 MZ890556 MZ890412 MZ921909
Fusarium alpinum LC6037 MW016687 MW620148
Fusarium avenaceum GUCC 191095 MZ724838 OR039362 OR043880
Fusarium avenaceum LC7584, SICAUCC 18-0001 MWO016674 MK392034 MW620135
Fusarium flocciferum NL19-97008 MZ890564 MZ890422 MZ921917
Fusarium flocciferum NL19-048013 MZ890563 MZ890421 MZ921916
Fusarium gamsii OrSaAg4 LT970824 LT970824 LT970788
Fusarium gamsii OrSaAg3 LT970823 LT970823 LT970787
Fusarium iranicum OrSaAg?2 LT970821 LT970821 LT970785




Tabla 10. Especies del complejo de Fusarium tricinctum utilizados en el analisis filogenético (Continuacion)

GenBank Accession N°

Especies Aislados
ITS LSU TEF

Fusarium iranicum OrSaAg5 LT970822 LT970822 LT970786
Fusarium tricinctum LC13818, F749 MW016692 KM249103 MW620153
Fusarium tricinctum LC0453, F748 MW016690 KM249102 MW620151
Fusarium tricinctum LC0459, F747 MW016691 KM249101 MW620152
Fusarium petersiae CBS 143231 MG386078 MG386131 MG386159
Fusarium petersiae JW14005 MG386079 MG386132 MG386160
Fusarium redolens NRRL 25123 MW397140 JF740748
Fusarium redolens SMCD 2402 MW397142 JF272612

Fusarium hostae NRRL 29888 NR_171109 MT409455

Fusarium hostae DAOMC235655 KR909426 KR909346




Tabla 11

Especies del complejo de Fusarium redolens y otros utilizados en el anélisis filogenético

GenBank Accesion N°

Especies Aislados

ITS LSU TEF
Fusarium redolens MIAEO00129 HM584896 HQ147594 HM584900
Fusarium redolens MIAEO0131 HM584897 U88113 HM584901
Fusarium hostae NRRL 29888 NR_171109 MT409455
Fusarium hostae DAOMC235655 KR909426 KR909346
Fusarium hostae 0-2095 AF331822
Fusarium graminearum HGO6-1 ON416876 AB084297 ON398958
Fusarium graminearum HGO8-4 ON416875 ON398957
Fusarium pseudograminearum CBS 131261 MHB865930 MH877363 JQ429338
Fusarium fujikuroi LC7147 MW016452 AB084300 MW580492
Fusarium fujikuroi LC6973, NRRL 13620 MW016451 NG_060442 MW580491
Fusarium oxysporum QX-3, KUSF1404 ON398072 MF136406 0Q148161
Fusarium oxysporum JX2-10, KUSF501 ON351026 MF136403 0Q130017




Tabla 12

Especies del complejo de Fusarium oxysporum y otros utilizados en el analisis filogenético

GenBank Accesion N°

Especies Aislados TEE
Fusarium oxysporum MW316853 NIBIO 231724
Fusarium oxysporum MW316854 NIBIO 231725
Fusarium pharetrum MH485042 CPC 30822
Fusarium pharetrum MH485043 CPC 30824

Fusarium veterinarium 0OP487249 LLC3932
Fusarium cugenangense ONO032413 NFCCI:2872
Fusarium cugenangense MW594323 LC13738
Fusarium cugenangense MH485012 CBS 130304
Fusarium cugenangense MH484970 CBS 620.72
Fusarium glycines ONO032459 NFCCI:1788
Fusarium glycines MH484979 CBS 200.89
Fusarium glycines MH484959 CBS 176.33
Fusarium duoseptatum MW594327 LC13741
Fusarium duoseptatum MW594326 LC13740
Fusarium fabacearum ONO032385 NFCCI:3239
Fusarium fabacearum ONO032439 NFCCI:5200
Fusarium vanleeuwenii MZ921891 JW 10002
Fusarium vanleeuwenii MZ921890 JW 10001
Fusarium redolens JF740748 NRRL 25123
Fusarium redolens JF272612 SMCD 2402
Fusarium hostae MT409455 NRRL 29888
Fusarium hostae KR909346 DAOMC235655
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW316853.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=46YCSA0T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW316854.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=46YCSA0T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=2872139&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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IV. RESULTADOS

4.1. Aislamiento de los hongos asociados a la pudricion de la coronay raiz del
orégano

Como resultado de las cinco colectas con sintomas caracteristicos de la
enfermedad se obtuvieron cuatro aislamientos con mayor frecuencia a nivel de
corona, codificados como LUADO0314, LUADO0315, LUAD0316 y LUADO0317 y a
nivel de raiz, los mas frecuentes fueron identificados como LUADO0312,

LUADO313, FARU0310 y FARUO311.

4.2. Caracterizacion morfolégica de los aislados asociados a la pudricion de la
coronay raiz del orégano
4.2.1. FARU03-10, FARU03-11

Las colonias de los 2 aislados, después de 14 dias de crecimiento en Agar
Papa Dextrosa (PDA), tuvieron un diametro de 5,6 cm para FARU03-10 y 5,1 cm
para FARUO03-11 (Figura 9A y 9C). El centro de la colonia en PDA exhibi6é un
color que variaba desde ocre hasta ocre oscuro, con hifas aéreas abundantes de tono
crema a coral, de forma circular, borde irregular, aspecto algodonoso, elevada y

limitada. En el reverso de la colonia predomino un color marrén oscuro.

Microscopicamente presentaron conidioforos septados, simples vy

ocasionalmente ramificados. Sus fidlides eran cilindricas con una parte superior



60

estrechada (Figura 9E y F). Las macroconidias fueron hialinas, rectas, cilindricas y
ligeramente curvadas con la célula apical con apariencia picuda. Presentaron de 1 a
3 septos, pero se observaron con mayor frecuencia de 3 septos con un tamafio de

34,2-47,2 x 4,9-5,6pum (media £ DE =42,8 £ 3,7 x 5,1 + 0,32 um; Figura 9G y H).

Los microconidios fueron de forma eliptica, aseptados y con un septo, con
dimensiones que oscilan entre 9,1y 14,3 x 3,2 y 4,3 um (media + DE =11,8 £ 1,4x
3,5+ 0,4 um; Figura 9G). En el medio SNA, se observaron clamidosporas globosas,
con una pared ligeramente gruesa y lisa, pero a menudo parecen rugosas. Estas se
presentaron principalmente en cadenas y tienen un tamafio que varia entre 8,1 y

14,5umx8,3a13,6 um (media+ DE =11,5+2,07 um x 11,4 £ 1,4 um; Figura 91).
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Figura 9

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los aislados de FARU03-10 y FARU03-11
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Nota. A) y B) Aislado FARUO03-11 en medio PDA y SNA, C) y D) Aislado
FARUO03-10 en medio PDA y SNA, E) Conidiéforo ramificado con conidios a
100X, F) Conididforo simple y septado con conidios a 40X, G y H) Macroconidios
de 1 a 3 septos a 40X y 100X, y microconidios a 40X, I) Clamidosporas dispuestas

en cadenas a 40X.

4.2.2. LUADO3-16

El cultivo en medio PDA alcanzé un diametro de 90 mm a los 10 dias a 25
°C. La superficie de la colonia inicialmente fue blanca, pero posteriormente
desarroll6 un pigmento difusible a rosado claro, exhibié una forma circular, borde
irregular, aspecto algodonoso, aunque no muy prominente y una textura opaca. En
el reverso de la colonia, se observd una variacion de color que iba desde el rosado

hasta el coral oscuro (Figura 10A).

Las caracteristicas microscopicas de los macroconidios presentaron una
célula apical en forma de gancho y una célula basal en forma de pie. Presentaron
mayormente 3 septos y tienen un tamafio de 22,5-42,2 ym x 3,8-4,4 um (media =
desviacion estandar = 33,5 + 4,8 um x 3,9 + 0,4 um; Figuras 10H y 10I). Los
microconidios fueron ovalados a cilindricos, pero a menudo puntiagudos en un
extremo y se encontraron en monofialides simples y ramificadas (Figura 10D vy
10E) con dimensiones de 5,1 a 10,2 um x 2,1 a 3,4 um (media * desviacion estandar
=76 %13 um x 2,7 + 0,4 um; Figuras 10F y 10J). Las clamidosporas eran de

forma esférica a ovalada de pared lisa de ubicacion terminal o intercalar.
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Figura 10

Caracteristicas macroscépicas y microscépicas de los aislados de LUADO03-16

Nota. A), B) y C) Aislado LUADO0316 cultivado a 25 °C en medio Agar Papa
Dextrosa (PDA), Agar de Spezieller Nahrstof-farme (SNA), Agar hoja de clavel

(CLA), D) y J) Monofialides simples y ramificadas a 100X, E) Polifialide, F)
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Microconidios a 100X, G) Clamidospora de ubicacion terminal, H) y I)
Macroconidios a 100X.
4.2.3. LUADO03-14, LUADO03-15

La colonia del aislado LUADO03-14 alcanzé un diametro de 90 mm a los 9
dias y el aislado LUADO03-15 a los 12 dias en PDA. El anverso de la colonia del
aislado LUADO3-14 exhibi6 un color rosado, de forma circular, borde irregular,
aspecto algodonoso, elevada y limitada. El reverso de la colonia de color coral claro
(Figura 11D). El aislado LUADO03-15 exhibié un color magenta oscuro, forma
circular, borde irregular, a terciopelada, plana y extendida. El reverso de la colonia

magenta oscuro (Figura 11A).

Microscopicamente, los macroconidios eran hialinos y con una forma que
varia desde ligeramente falcada hasta recta con una célula apical ahusada y
ligeramente curvada, mientras que la célula basal tenia forma de pie. Generalmente
presentaron 3 septos con un tamafio de 27,2-41,5 um x 2,3-4,8 um (media + DE =
31,47+ 3,5 ym x 3,6 = 0,5 um; Figura 11H). Los microconidios eran hialinos de
forma ovalada y elipsoide con un septo y sin septo con dimensiones que oscilan
entre 5,3y 10,2 um x 2,1y 3,9 um (media£ DE=7,71 £ 1,2 um % 2,6 £ 0,4 um).
Los microconidios se agruparon en falsas cabezas sostenidas por monofialides
cortas (Figura 11F y 11G). Estos aislados formaron muy pocas clamidosporas y
lentamente de forma ovalada de ubicacion intercalar con un tamafio de 4,7 a 10,3

pum x 4,8 a 10,5 um (media £ DE = 6,9 £ 0,7 um x 6,8 £ 0,9 um; Figura 111).



Figura 11

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los aislados LUAD03-14 y LUADO03-15
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Nota. A), B) y C) Aislado LUADO3-15 cultivados a 25 °C en medio PDA, SNA 'y
CLA, D) y E) Aislado LUADO3-14 en medio PDA y SNA, F) Microconidios en
cabezas falsas a 100X, G) Microconidios en monofialides simples con aumento de

100X, H) Macroconidia con tres septos, 1) Clamidospora intercalar a 100X.

4.2.4. LUADO3-12, LUADO3-13, LUADO3-17

La superficie de los aislados LUADO03-12, LUADO03-13 y LUADO03-17
comenzaron siendo blanca y luego adquirié tonalidades citrinas variadas,
conservando los bordes blancos. El aislado LUADO03-12 y LUADO03-13 eran de
aspecto algodonoso, borde lobulado, elevada y limitada, pero LUADO03-13 de
superficie con anillos concéntricos (Figura 12A y 12E). El aislado LUADO03-17
tuvo una forma circular, borde irregular, aspecto aterciopelada, plana y extendida
(Figura 12D). El reverso de la colonia de los aislados present6 tonos que van desde

mostaza hasta citrino oscuro.

Microscopicamente, los conidi6foros eran erectos con paredes lisas y
delgadas, midiendo de 25 a 58 pum de altura (Figuras 12F y 12G). Los
macroconidios fueron hialinos y curvados dorsoventralmente. Sus células apicales
eran ligeramente alargadas con apice redondeado a ligeramente papilado, mientras
que las células basales tenian forma de pie. Se observaron de 3 y 4 septos, con un
tamafio de 27,6-49,7 um x 2,5-4,2 um (media * desviacién estandar = 37,5 + 4,6
pum x 3,1 £ 0,5 um; Figura 12H). Las clamidosporas fueron de forma subesférica

con paredes lisas de color marrén péalido dispuestas en racimos o intercalarmente,
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con un tamario que varia entre 6,9 a 10,1 um x 6,7 a 10,3 um (media £ desviacion

estandar =9,02 + 1,2 um x 9,17 + 1.1 um; Figuras 121 y 12J).



Figura 12

Caracteristicas macroscopicas y microscépicas de los aislados de LUAD03-12, LUADO03-13 y LUADO03-17
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Nota. A), B) y C) Aislado LUADO03-12 cultivados a 25 °C en PDA, SNA, CLA, D)

Aislado LUADO03-17 en PDA, E) Aislado LUADO03-13 en PDA, F) y G)

Conidioforos simples a 100X; H) Macroconidios de 1 a 4 septos a 100X; 1) y J)

Clamidosporas en racimos e intercalares a 100X.

4.3. Identificacion morfologica de los aislados de la pudricion de la corona y

raiz del orégano

Los datos obtenidos de la caracterizacion morfoldgica permitieron identificar a los

aislamientos hasta el nivel de género (Tabla 13).

Tabla 13

Aislados obtenidos de la corona y raiz del cultivo de orégano, Candarave, Tacna

. Cddigo de .
Geénero Aislamiento Hospedante Origen
Dactylonectria EARU0310 Raiz de Orégano Candara_ve, Alto
sp. Camilaca

Dactylonectria EARU0311 Raiz de Orégano Candara_ve, Alto
sp. Camilaca

Fusarium sp. LUADO0312 Raiz de Orégano Candaraye, Alto
Camilaca

Fusarium sp. LUADO0313 Raiz de Orégano Candaraye, Alto
Camilaca

Fusarium sp. LUADO314 Corona de Candarave, Alto
Oregano Camilaca

Fusarium sp. LUADO315 Corona de Candarave, Alto
Oregano Camilaca

Fusarium sp. LUADO316 Corona de Candarave, Alto
Oregano Camilaca

Fusarium sp. LUADO317 Corona de Candarave, Alto
Orégano Camilaca
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4.4. ldentificacion molecular y analisis filogenético de los aislados de la
pudricion de la corona y raiz del orégano

Se amplificaron fragmentos de aproximadamente 560 pb (ITS), 580 pb
(28S), 518 pb (TEF), 566 pb (TUB) y 476 pb (HIST) para los aislados FARU0310
y FARUO0311. En cambio, para los aislados LUADO0312, LUADO0313, LUADO0316
y LUADO0317, se amplificaron fragmentos de aproximadamente 505 pb (TEF), 561
pb (ITS) y 580 pb (28S). Para LUADO0314 y LUADO315, se obtuvo un fragmento

de 501pb (TEF) (Anexos 1, 2, 3y 4).

La matriz concatenada utilizada para la identificacion de los aislados
FARU0310 y FARUO0311 incluyo los loci ITS, TEF, 28S, TUB e HIST, abarcando
un total de 3 361 pares de bases. Se aplicé el modelo GTRCAT predeterminado en
el analisis filogenético de maxima verosimilitud utilizando esta matriz concatenada.
Ademas, se seleccionaron los siguientes modelos de sustitucién para el analisis de
inferencia bayesiana: GTR+I1+G para las secuencias ITS y 28S, K81uf+G para TEF
en las dos primeras posiciones y GTR+I+G para la tercera posicion; para Histona,
se us6 GTR+I+G en la primera posicion y GTR+G en las dos restantes; finalmente,
para Tubulina, se aplicaron GTR+G, HKY+G y K81uf+l en la primera, segunda y

tercera posicion, respectivamente.

Se identificaron dos clados principales correspondientes a los géneros
Dactylonectria e llyonectria (BS=100; PP=1,0). Dentro de estos clados se

observaron subgrupos menores, especificamente, en el clado Dactylonectria, dos
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aislados provenientes de un campo de cultivo de orégano conformaron un grupo
monofilético con un buen apoyo (PP =0,86; BS = 86%). Ambos métodos de analisis
demostraron que los aislados FARU0310 y FARUO0311 se ubicaron dentro del clado
Dactylonectria torresensis, junto con otros aislados de referencia CBS 113555,
CBS 129086, KARE 1173. En consecuencia, se reportan que los aislamientos
utilizados en este estudio fueron identificados como Dactylonectria torresensis

(Figura 13).

Se utiliz6 una matriz concatenada de 2 064 pares de bases con los loci ITS,
28S y TEF, para la identificacion de los aislados LUADO0312, LUADO0313 y
LUADO317. Esta matriz fue utilizada tanto en el analisis de maxima verosimilitud,
donde se emple6 el modelo predeterminado GTRCAT como en el andlisis de
inferencia bayesiana en donde se seleccionaron los siguientes modelos de
sustitucion: JC+l y HKY para ITS y 28S, mientras que para TEF se utilizé el modelo
GTR+G en la primera y tercera posicion, y K2P+G en la segunda posicion. Dentro
del clado del complejo de Fusarium tricinctum, los tres aislados del cultivo de
orégano LUADO0312, LUADO0313, LUADO0317 por ambos métodos probabilisticos
se ubicaron dentro del clado Fusarium iranicum, junto con otros aislados de
referencia OrSaAg5 y OrSaAg2 con un buen apoyo (PP =1,00; BS = 97%) (Figura

14).

La matriz concatenada de 1 856 pares de bases con los loci ITS, 285y TEF,

se utilizd para la identificacion del aislado LUADO0316. Se aplicé el modelo
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GTRCAT por defecto en el andlisis filogenético de maxima verosimilitud
utilizando esta matriz concatenada. Ademas, se seleccionaron los siguientes
modelos de sustitucion para el analisis bayesiano: JC + | para ITS, y HKY + | para
el 28S. Por otro lado, para el gen TEF se utilizaron modelos especificos: K81uf+l,
K81uf+G y HKY+G en las tres posiciones, respectivamente. El aislado LUAD0316
se ubico dentro del complejo redolens con un buen apoyo (PP= 1,0; BS=100%) y
se asocio al clado Fusarium redolens conformando un grupo monofilético con un

buen apoyo (PP = 0,82; BS = 100%) en ambos métodos probabilisticos (Figura 15)

La identificacion de los aislados LUADO0314 y LUADO0315 se basé en una
matriz que incluyo al gen TEF con 624 caracteres. Se realiz6 un analisis filogenético
de inferencia bayesiana utilizando esta matriz con los siguientes modelos de
sustitucion: K2P, HKY y GTR para la primera, segunda y tercera posicién del gen
TEF, respectivamente. Dentro del clado del complejo de Fusarium oxysporum, los
aislados LUADO0314 y LUADO0315 se ubicaron dentro del clado Fusarium
oxysporum, junto con otros aislados de referencia con un buen apoyo (PP = 1,00)

(Figura 16)
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Figura 13

Arbol multilocus de maxima verosimilitud de los aislados de Dactylonectria

1.0/100

1.0/100

0.03

Nota. Filogenia de maéxima verosimilitud de los géneros Ilyonectria y
Dactylonectria utilizando los loci ITS, 28S, TEF, HIST y TUB. Los aislados
FARUO0310 y FARUO0311 estan agrupados dentro del clado de Dactylonectria
coloreado en color celeste, especificamente con la especie Dactylonectria

torresensis coloreada en verde. Los valores de ramas a la izquierda representan
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probabilidades posteriores, mientras que los valores a la derecha indican el soporte

de bootstrap obtenido a partir de un analisis de maxima verosimilitud. La barra de

escala indica el nimero de sustituciones esperadas por sitio.

Figura 14

Arbol multilocus bayesiano del complejo Fusarium tricinctum

1.0/100

1.0/100 —|

098795 A

Fusarium torulosum 23KaPT8_1

0.93/77 Fusarium torulosum 23KaPT7_1

Fusarium gamsii OrSaAg4
Fusarium gamsii OrSaAg3

0.57/66 Fusarium flocciferum NL19-97008

Fusarium flocciferum NL19-048013
Fusarium petersiae CBS 143231
Fusarium petersiae JW14005
Fusarium iranicum OrSaAg5
LUADO313
LUADO0317

1.0/97

0.91/35

1.0 /100

0.98/ 50—

0.99/79/

Complejo

LUADO0312 Tricinctum

Fusarium iranicum OrSaAg2
Fusarium alpinum LC6037
Fusarium avenaceum GUCC 191095
Fusarium avenaceum LC7584
Fusarium acuminatum NL19-077002
Fusarium acuminatum NL19-048014
Fusarium tricinctum LC13818
Fusarium tricinctum LC0453
Fusarium tricinctum LC0459
Fusarium hostae NRRL 29888
— Fusarium hostae DAOMC235655  Grupo

—l Fusarium redolens NRRL 25123 externo
Fusarium redolens SMCD 2402

0.01

Nota. Filogenia de inferencia bayesiana del complejo Fusarium tricinctum

utilizando los loci ITS, 28S y TEF. Los aislados LUADO0313, LUADO0317 y

LUADO0312 estan agrupados dentro del clado de Fusarium iranicum coloreado
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en color verde. Los valores de ramas a la izquierda representan probabilidades
posteriores, mientras que los valores a la derecha indican el soporte de bootstrap
obtenido a partir de un analisis de méaxima verosimilitud. La barra de escala

indica el nimero de sustituciones esperadas por sitio.

Figura 15

Arbol multilocus bayesiano del complejo Fusarium redolens

_l

1.0/ 100

0.68/100/

1.0/ 100

0.02

Nota. Filogenia de inferencia bayesiana, utilizando los loci ITS, 28S y TEF. El

aislado LUADO0316 estan agrupado dentro del clado del complejo redolens
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coloreado en color mel6n, especificamente con la especie Fusarium redolens
coloreada en naranja. Los valores de ramas a la izquierda representan
probabilidades posteriores, mientras que los valores a la derecha indican el
soporte de bootstrap obtenido a partir de un anélisis de maxima verosimilitud.

La barra de escala indica el nmero de sustituciones esperadas por sitio.

Figura 16

Arbol de inferencia bayesiana del complejo Fusarium oxysporum

1.0

1.0

0.005
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Nota. Filogenia de inferencia bayesiana, utilizando el locus TEF. Los aislados
LUADO0314 y LUADO0315 estan agrupados dentro del clado de Fusarium
oxysporum coloreado en color celeste. Los valores de ramas a la izquierda
representan probabilidades posteriores, mientras que los valores a la derecha
indican el soporte de bootstrap obtenido a partir de un andlisis de méxima
verosimilitud. La barra de escala indica el nimero de sustituciones esperadas por
sitio.
4.5. Prueba de patogenicidad de los aislados de la pudricion de la coronay raiz
del orégano

Las pruebas de patogenicidad realizadas con los 8 aislamientos demostraron
sintomas tanto a nivel aéreo como radicular. Todos los aislamientos mostraron una
incidencia del 100%, excepto el aislado LUADO0316, que tuvo una incidencia del
66,67%. La planta control no presentd sintomas a nivel aéreo y radicular (Figura

17).

4.5.1. Dactylonectria torresensis

Los aislados FARU0310 y FARUO0311 de Dactylonectria torresensis
mostraron un grado de severidad de 3, afectando entre el 41% y el 60% a las plantas
de orégano. Los sintomas fueron amarillamiento, abarquillamiento de varias ramas,
marchitez, epinastia, necrosis de hojas y defoliacion leve. Después de 45 dias, se

observo necrosis negra en la raiz principal, corona y algunas raices secundarias,
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descortezamiento de la raiz secundaria, necrosis marron oscuro en algunas raicillas

y decoloracién vascular en la corona (Figura 18).

4.5.2. Fusarium iranicum

Los aislados de Fusarium iranicum muestran un grado 3 con un porcentaje
de afectacion del 41 al 60%, lo cual resulta en sintomas de amarillamiento en
algunas hojas basales, abarquillamiento y marchitez leve, epinastia, defoliacion
leve y muerte de las ramas centrales. Ademas, después de 28 dias se observé la
presencia de necrosis marrén oscuro en la raiz principal, asi como en algunas raices
secundarias y raicillas. La corona exhibe necrosis marron oscuro y una leve

decoloracion vascular (Figura 19).

4.5.3. Fusarium oxysporum

Los aislados LUADO0314 y LUADO315 tuvieron un grado de severidad de
2 y 3 respectivamente, mostraron sintomas de amarillamiento en algunas hojas
basales para LUADO0314 y en ramas basales para LUADO0315, abarquillamiento,
marchitez, epinastia, necrosis de hojas, seguidos de defoliacion leve. En las raices,
se observo necrosis de color marrén oscuro a negro en la raiz principal, corona y
algunas raices secundarias. Ademas, se notd necrosis en las raicillas de color
marron a marron oscuro, descortezamiento en las raices secundarias y decoloracion

vascular en la corona (Figura 20).
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4.5.4. Fusarium redolens
El aislado LUADOQ316 tuvo un grado de severidad de 2 afectando entre el
21y 40% a la planta, mostrando marchitez leve, necrosis de color marron en la raiz

principal y secundaria junto una decoloracion leve en la corona (Figura 21).

Figura 17

Prueba de patogenicidad de la planta control

Nota. A) Planta sin sintomas a nivel foliar, B) Corona sin decoloracion vascular

y C) Raiz principal, secundaria y raicillas de color marroén claro.
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Figura 18

Prueba de patogenicidad de los aislados de Dactylonectria torresensis
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Nota. A) y B) Amarillamiento ascendente y abarquillamiento, C) Amarillamiento
basal de las hojas, D) Necrosis negra de la raiz principal y secundaria con
descortezamiento E) Raiz secundaria con necrosis de color negro, F) Necrosis

apical de las raicillas marrén oscuro, G) y H) Necrosis y decoloracion de la corona.
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Figura 19

Prueba de patogenicidad de los aislados de Fusarium iranicum

Nota. A) y B) Muerte de la rama central, C) Amarillamiento y necrosis
en hojas basales, D) Raiz principal y secundaria de color marrén oscuro,

E) Necrosis de la corona y decoloracion vascular.



82

Figura 20

Prueba de patogenicidad de los aislados de Fusarium oxysporum

W\

Nota. A) y D) Amarillamiento y necrosis de hojas basales, B) Raiz principal y

secundaria de color marron oscuro a negro, C) Corona con decoloracion vascular
de color marrén, E) y F) Necrosis de raices secundarias de color marrén negruzco,

G) Necrosis apical de raicillas.
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Figura 21

Prueba de patogenicidad del aislado de Fusarium redolens

Nota. A) Necrosis y decoloracion vascular de la corona, y B) Necrosis

en la raiz principal y algunas raices secundarias.

Figura 22

Reaislamiento de los aislados inoculados en la prueba de patogenicidad

Nota. A) Aislado FARUOQ310 que corresponde a Dactylonectria torresensis,
B) Aislado LUADO0315, Fusarium oxysporum, C) Aislado LUADO0316,

Fusarium redolens y D) Aislado LUADO0317, Fusarium iranicum.
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V. DISCUSION

La pudricion radicular es la principal enfermedad fungica que afecta la raiz
y corona en plantas de orégano en Candarave, Jorge Basadre y Tarata. En esta
investigacion se demostré la presencia de ocho aislamientos asociados a la
pudricion de la corona y raiz en el cultivo de orégano. De ellos, dos aislados
correspondieron al género Dactylonectria sp y seis a Fusarium spp. Estos géneros

se encuentran entre los patdgenos de plantas mas comunes del suelo.

La caracterizacion morfolégica y molecular de los aislados permitio
identificar a las siguientes especies: Dactylonectria torresensis, Fusarium
oxysporum, Fusarium iranicum y Fusarium redolens. Estos resultados difieren de
los reportados por Hume (2007) que considera a Cylindrocarpon destructans como
agente causal de la pudricién radicular del orégano en llabaya, basado en analisis
morfolégico y prueba de patogenicidad, mas no en andlisis molecular. Asi mismo
el Codigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Hongos y Plantas (CINB)
considera que las descripciones morfoldgicas no son suficientes para determinar
una especie (Turland et al., 2018). La identificacion de hongos basada en
caracteristicas morfoldgicas puede estar propensa a errores debido a que los hongos
presentan una elevada plasticidad fenotipica inducida por el ambiente y factores
genéticos como la hibridacién, especiacion critica y la evolucion convergente

(Naranjo-Ortiz & Gabaldon, 2019).
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El género Cylindrocarpon ha estado sujeto a una continua reevaluacion
taxondmica. La evolucion taxonémica de Cylindrocarpon ha sido modificada por
los analisis filogenéticos de diversos loci genéticos, lo que ha permitido la
identificacion de nuevas especies y una reevaluacion de la forma en que se
clasifican estos patogenos. Por ello, la secuenciacion de ADN se ha vuelto crucial
para una identificacién precisa de los hongos (Antil et al., 2023). De este modo, una

identificacion robusta requiere de la parte morfolégica y molecular.

Asimismo, en una recopilacion de citas, reportes y registros de
fitopatdgenos descritos en Chile, Acufia (2008) reporté a Cylindrocarpon sp.,
Fusarium sp., Pythium spp., Fusarium oxysporum y Fusarium solani relacionados
con la pudricion radicular y el marchitamiento en plantas de orégano. También,
Chugnas (2018), mediante caracterizacion morfoldgica, reportd la presencia de
Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme, Fusarium roseum asociados a la
pudricion de la raiz en orégano en Cajamarca. Esto puede deberse a que en este
estudio solo se limitd a estudio morfoldgico sin prueba de patogenicidad. Las
pruebas de patogenicidad son cruciales para evaluar la capacidad de un
microorganismo en causar enfermedad, permitiendo determinar su capacidad para

invadir, persistir y dafiar un huésped (Bhunjun et al., 2021).
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Por otra parte, se sabe que Pythium spp., Fusarium sp., Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Fusarium moniliforme y Fusarium roseum, son
hongos fitopatdgenos que habitan en el suelo. Sin embargo, Gaetan (2007b) reporto
a Fusarium solani como agente causal de la pudricién radicular de coronay raiz en
Argentina y a Fusarium oxysporum asociado a marchitez vascular en un campo en
Luyaba, en Argentina (Gaetan, 2007a). En contraste con Yossen & Conles (2014)
que determinaron ademéas a Fusarium proliferatum en plantas con sintomas de
amarillamiento generalizado, marchitez, necrosis de hojas, raices y corona, asi
como defoliacion y muerte en orégano en el Valle de Traslasierra en Argentina.
Segin Yang et al. (2023), solo algunas cepas de Fusarium oxysporum estan

asociadas con la pudricion de la raiz y el marchitamiento.

Este es el primer reporte en Tacna y a nivel nacional que demuestra al
complejo Dactylonectria torresenis, Fusarium redolens y Fusarium iranicum como

agente causal de la pudricién de la corona y raiz en el cultivo de orégano.

Los aislados del género Dactylonectria fueron amplificados y secuenciados
utilizando los loci ITS, 28S, TEF, TUB e HIST. Estos loci han sido empleados en
estudios para la identificacion de anamorfos similares a Cylindrocarpon. En la
investigacion de Cabral et al. (2012a), se evidencio que el locus HIST, permite

distinguir entre especies de morfos asexuales del tipo Cylindrocarpon, mientras que
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el locus TEF, facilita la identificacion de hongos del genero Illyonectria. Por otro
lado, Lombard et al. (2014a) reubicaron especies clasificadas previamente en el
género llyonectria en un nuevo género denominado Dactylonectria mediante un

analisis multilocus (ITS, LSU, TEF1, TUB2).

En esta investigacién mediante un andlisis multilocus, los valores obtenidos
al construir un arbol filogenético con los aislados FARU0310 y FARUO0311
indicaron que se agrupan dentro del clado Dactylonectria torresensis, junto con
otros aislados de referencia, con un sélido respaldo (PP = 0.86, BS = 86%). Esto
respalda la afirmacion de Lawrence et al. (2019) de que la inclusion del locus HIST
junto con las secuencias de TEF1 y TUB2 mejoran significativamente la precision

en la identificacion de especies del género Dactylonectria.

Por otro lado, para la distincion de especies de Fusarium, se recurre
frecuentemente a fragmentos de secuencias gendmicas que contienen la
informacion codificante del factor de elongacion 1-a, la B-tubulina, calmodulina y
la regién ITS (Chandra et al., 2011). En este estudio, se optd por utilizar la regién
ITS, 28S y el gen TEF1l-a. Las secuencias ITS confirmaron que los aislados
obtenidos pertenecian al género Fusarium. Sin embargo, para una discriminacion
mas precisa, se requirio el uso de cebadores disefiados a partir de factores de
elongacion de la traduccion. El gen TEF1-a, conocido por su rapida evolucion y

alto grado de polimorfismo entre especies estrechamente relacionadas (Leslie &
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Summerell, 2006; Aoki et al., 2014), ha demostrado ser fundamental en analisis

filogenéticos y taxondmicos de Fusarium spp. (Geiser et al., 2004).

La concatenacion del analisis utilizando ITS, 28S y TEF permitio establecer
que los aislados LUAD0312, LUAD0313 y LUADO317 se agruparon con el clado
Fusarium iranicum, mientras que LUADO316 se clasificd con Fusarium redolens.
Por otro lado, el uso de cebadores para el gen TEF revel6 que los aislados
LUADO0314 y LUADO0315 estan relacionados con Fusarium oxysporum. Las
especies obtenidas mediante la utilizacion del gen TEF alfa mostraron ser efectivas
para detectar variaciones dentro de este género, tal como indican los estudios de

Wulff et al. (2010) y Salazar-Gonzalez et al. (2016).

En la prueba de patogenicidad Dactylonectria torresenis, Fusarium
oxysporum, Fusarium iranicum y Fusarium redolens, demostraron ser causantes de
la pudricion de la corona y raiz en el cultivo de orégano después de 45 dias de

inoculado y en el caso de Fusarium iranicum después de 28 dias de inoculado.

En la prueba de patogenicidad, Dactylonectria torresensis presentd un
grado de severidad clasificado como 3, afectando entre el 41% y el 60% de las
plantas inoculadas, causando diversos sintomas tanto a nivel aéreo como radicular
similares a lo observado en campo. Los sintomas observados en el cultivo de
orégano en Alto Camilaca son similares a los observados en huertos de Olivo en

Apulia, Sur de Italia, segun lo descrito por Nigro et al. (2019) en lo referente al



89

crecimiento reducido de la planta, hojas cloréticas, y a nivel radicular, cuello y raiz
principal con lesiones negras y necrdticas. Sin embargo, no se observaron lesiones
hundidas, grietas en forma lineal ni muerte regresiva. En el orégano se observo

muerte ascendente debido a su naturaleza de ser una planta herbacea.

Asimismo, sintomas similares a nuestro estudio fueron obtenidos por Erper
et al. (2021) en campos de fresa de Bishkek, Kirguistan y por Li et al. (2021) en la
hierba medicinal “baiji” (Bletilla striata) en Yunnan, China con pudricion radicular
causados por Dactylonectria torresensis. En ambos, se han observado en campo,
amarillamiento foliar y lesiones necroticas negras en la raiz, ademas en la hierba
medicinal se observd marchitamiento. También, Erper et al. (2021) observaron
retraso del crecimiento y reduccion del vigor. Sin embargo, no se observaron
lesiones hundidas ni la presencia de raices destruidas en el orégano. Del mismo
modo, Peéenka et al. (2018) reportan a D. torresensis causante de la enfermedad
del pie negro en cultivos de vid, en Republica Checa mediante prueba de
patogenicidad con sintomas como lesiones necroticas negras en las raices,
reduccidon de la biomasa de las raices y retraso en el crecimiento del follaje, lo cual

coincide con esta investigacion.

Dactylonectria torresensis es considerado el agente mas frecuente de la
enfermedad del pie negro en la vid en Europa, en paises como lItalia, Portugal y
Espafia (Carlucci et al., 2017; Reis et al., 2013; Berlanas et al., 2017). Este patdgeno

es transmitido por el suelo y se encuentra en cuatro continentes. Esta asociada con



90

una variedad de arboles frutales, ademas de la vid (Vitis vinifera) como el manzano
(Malus doméstica), la fresa (Fragaria sp.), la mora (Rubus sp.) y el kiwi (Actinidia
chinensis) (Cabral et al., 2012b; Erper et al., 2013; Lawrence et al., 2019; Manici
etal., 2013; Sanchez et al., 2019). Segun Berlanas et al. (2020), Langenhoven et al.
(2018) y Farh et al. (2018) han sugerido que los hongos del pie negro tienen una
fase endofitica que puede volverse patogena. Los factores que desencadenan la
patogenicidad en un endéfito son: el genotipo del hospedador, el estado nutricional,
los cambios en la expresion génica de la planta, el habitat y el estrés abiotico local.
Estos factores pueden comprometer la aptitud del hospedador, alterando el
equilibrio y, consecuentemente, afectando la manifestacién de sintomas en las

plantas (Michal & Oelmiiller 2009).

La capacidad patdgena y el nivel de agresividad de los aislamientos de
Dactylonectria estan principalmente vinculadas a las enzimas que degradan los
polisacaridos vegetales, ocasionando modificaciones en las paredes celulares de las
plantas (Dahm & Strzelczyk, 1987 ; Farh et al., 2018 ). Por otro lado, Manici et al.
(2018) encontraron que los aislados de Dactylonectria torresensis produjeron
metabolitos como la tentoxina, toxina HC y zearalenona que podrian ser fitotoxicos
y contribuir afectando el crecimiento. No obstante, ain no se ha confirmado la

contribucion de estos metabolitos a la patogenicidad de Dactylonectria torresensis.

En cuanto a la prueba de patogenicidad Fusarium redolens presentd una

severidad de grado 2, afectando entre el 21 al 40 % de las plantas inoculadas
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mostrando marchitez a nivel foliar, asi como lo observado mediante pruebas de
patogenicidad por Fan et al. (2021) en el ginseng americano (Panax quinquefolium)
y por Guan et al. (2014) en ginseng (Panax ginseng) en China, ademas en el ginseng
americano hojas de coloracion roja lo cual difiere de este estudio. Asimismo, la
necrosis marron en las raices principales y secundarias observada en este estudio es
consistente con lo reportado por Guan et al. (2014) y a lo observado en un campo
de soya en Minnesota, Estados Unidos (Bienapfl et al., 2010). Por otra parte, en la
investigacion de Fan et al. (2021) la raiz principal mostré lesiones de color marrén
amarillento. Estas discrepancias podrian explicarse por las caracteristicas

especificas del ginseng y la capacidad patogénica del aislado de Fusarium redolens.

De igual modo, sintomas similares a nuestro estudio fueron obtenidos por
Bozoglu et al. (2021) quienes reportaron Fusarium redolens mediante prueba de
patogenicidad causante de la podredumbre de corona con sintomas de crecimiento
atrofiado con decoloracién vascular de color marrén en la corona y raices en trigo
en Kazajstan. Por otro lado, Hamini et al. (2010) reporta la presencia de Fusarium
commune y Fusarium redolens, mediante pruebas de patogenicidad causantes de
podredumbre de corona y raiz con lesiones de color marrén oscuro en la corona y
en las raices en cultivos de tomate en Argelia, lo cual coincide con esta

investigacion.

En el caso de Fusarium oxysporum presento una severidad de la enfermedad

de grado 2, afectando entre el 21 al 40% para LUADO314, y una severidad de grado



92

3 del 41 al 60% para LUADO315, estos aislados exhibieron una variedad de
sintomas similares a los descrito por Yossen & Conles (2014) como amarillamiento,
marchitez, necrosis de hojas, defoliacidn, necrosis de corona y raiz, y muerte. Sin
embargo, los aislados presentes en este estudio no presentaron muerte. En contraste
con Gaetan et al. (2007a) observaron la presencia de Fusarium oxysporum asociado

a la marchitez vascular del cultivo de orégano.

Con respecto a Fusarium iranicum se evidencio una severidad de grado 3
afectando un 41 al 60% en plantulas de orégano, mostrando sintomas de
amarillamiento en algunas hojas basales, abarquillamiento y marchitez leve,
epinastia, defoliacion leve y muerte de las ramas centrales. A nivel radicular,
necrosis marron oscuro en la raiz principal, algunas raices secundarias Yy raicillas;
en la corona se observo necrosis marrén oscuro y decoloracion vascular leve. Sin
embargo, no hay reportes de Fusarium iranicum actuando como fitopatégeno en
plantas. No obstante, Torbati et al. (2018) lo describieron como una especie

asociada a Agaricus bisporus y lo encontraron como endofito en trigo y césped.

El género Fusarium tiene una distribucion global y es capaz de adaptarse a
diversos habitats, tanto tropicales como templados. Se considera uno de los
patogenos vegetales mas destructivos, siendo considerado Fusarium oxysporum
entre los cinco principales patdgenos fungicos de las plantas (Dean et al., 2012).

Como patdgenos hemibiotroficos, Fusarium coloniza a sus huéspedes inicialmente
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como hongos biotroficos y, durante la etapa necrotréfica, producen toxinas y

enzimas celuloliticas (Perincherry et al., 2019).

La capacidad patogénica de Fusarium spp puede atribuirse a la liberacion
de enzimas, efectores y micotoxinas. La mayoria de los hongos fitopatdgenos
producen enzimas activas en carbohidratos (CAZymes), las cuales juegan un papel
en la alteracion o descomposicién de los carbohidratos de la pared celular vegetal,
la cual constituye la primera barrera de defensa de la planta (Lombard et al., 2014b;
Zerillo et al., 2013). Ademas, las proteinas secretadas, especialmente los efectores,
tienen la capacidad de inhibir las defensas de las plantas y modificar los procesos
celulares para favorecer las necesidades de los patégenos (He et al., 2020). En
Fusarium, las micotoxinas mas relevantes son los tricotecenos, las fumonisinas y la
zearalenona (Bakker, 2018). Las fusarinas y el acido fusarico son producidos
comlnmente por Fusarium oxysporum. La crisogina, proporciona a Fusarium
oxysporum resistencia contra condiciones ambientales adversas (Ayada et al.,

2022).

La evidencia sugiere que la pudricion de la corona y raiz en el cultivo de
Origanum vulgare (Orégano) se produjo por un complejo de especies fitopatdgenas,
a saber, Dactylonectria torresensis, Fusarium oxysporum, Fusarium iranicum y
Fusarium redolens, las cuales produjeron una sintomatologia similar a la observada

en un campo de cultivo de orégano en Candarave, Tacna.
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VI. CONCLUSIONES

1. Las caracteristicas morfologicas de los aislados LUADO0312, LUADO0313,
LUADO0314, LUADO0315, LUADO0316 y LUADO0317 corresponden al género
Fusarium, mientras que los aislados FARU0310 y FARUO311 pertenecen al
género Dactylonectria.

2. Los andlisis filogenéticos utilizando multiples loci (ITS, 28S, TEF, TUB, HIST)
revelaron que los aislados FARU0310 y FARUO311 pertenecen al clado de
Dactylonectria torresensis. Asimismo, mediante las regiones ITS, 28S y el gen
TEF, se determin6 que los aislados LUAD0312, LUADO0313 y LUADO0317
estan asociados al clado de Fusarium iranicum, mientras que el aislado
LUADO316 se agrupa con Fusarium redolens. Por otro lado, el andlisis
filogenético del gen TEF indic6 que los aislados LUAD0314 y LUADO0315
pertenecen al clado de Fusarium oxysporum.

3. Losagentes causales de la pudricién de la corona y raiz en el cultivo de orégano,
en Candarave, Tacna son: Dactylonectria torresensis, Fusarium oxysporum,
Fusarium iranicum con una severidad de grado 3, mientras que Fusarium

redolens presento una severidad de grado 2.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Segun los resultados obtenidos en este estudio, se recomienda utilizar estos
hallazgos como punto de partida para futuras investigaciones dirigidas a
desarrollar estrategias efectivas de control. Esto incluye la aplicacién de hongos

biocontroladores y la creacion de métodos de control integrado.

2. Evaluar los hongos asociados a la pudricion de la corona y raiz en diversas

variedades de orégano y en todas las zonas productoras de orégano en Tacna.

3. Evaluar la biodiversidad de hongos endéfitos en el cultivo de orégano.
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IX. ANEXOS

Anexo 1

Electroforesis de productos PCR: Arriba con el marcador ITS y abajo con 28s

LUAD LUAD LUAD LUAD LUAD FARU FARU
0314 0315 0316 0312 0313 0310 0311

600 pb
500 pb
500 pb
LUAD LUAD LUAD LUAD LUAD FARU FARU
0314 0315 0316 0312 0313 0310 0311
- L e i e il
600 pb
600 pb

500 pb
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Anexo 2

Electroforesis de productos PCR: Arriba con el gen TEF y abajo con tubulina

LUAD LUAD LUAD LUAD LUAD FARU FARU
0314 0315 0316 0312 0313 0310 0311

500 pb

500 pb

500 pb
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Anexo 3

Recoleccion de las plantas del cultivo de orégano en Alto Camilaca,

Candarave.

Anexo 4

Preparacion del sustrato para la prueba de patogenicidad
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Anexo 5

Esquejes de orégano en el invernadero de la Facultad de Ciencias

Anexo 6

Preparacion de los productos PCR y electroforesis en gel de agarosa
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Anexo 7

Secuencia consenso ITS para el aislado FARU0310

GTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTT
TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATTTGTTGCCTCGGCGGTG
CCTGTTCCGACAGCCCGCCAGAGGACCCCAAACCCTGATTACATTTAA
GAAGTCTTCTGAGTAAACCGATTAAATAAATCAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCGCTAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCA
ACCCTCAAGCCCCCGGGCTTGGTGTTTGGGGGATCGGCGAGCCTCCGC
GCCCGCCGTCCCCTAAATCTAGTGGCGGTCTCGCTGTAGCTTCCTCTGC
GTAGTAGCACACCTCGCACTGGGAAACAGCGCGGCCACGCCGTTAAA
CCCCCGACTTCTGAACGTTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCT
GAACTTAAGCATATCA

Anexo 8

Secuencia consenso ITS para el aislado FARU0311

TGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGT
TTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATTTGTTGCCTCGGCGGT
GCCTGTTCCGACAGCCCGCCAGAGGACCCCAAACCCTGATTACATTTA
AGAAGTCTTCTGAGTAAACCGATTAAATAAATCAAAACTTTCAACAAC
GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCGCTAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTC
AACCCTCAAGCCCCCGGGCTTGGTGGTTGGGGGATCGGCGAGCCTCCG
CGCCCGCCGTCCCCTAAATCTAGTGGCGGTCTCGCTGTAGCTTCCTCTG
CGTAGTAGCACACCTCGCACTGGGAAACAGCGCGGCCACGCCGTTAA
ACCCCCGACTTCTGAACGTTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGC
TGAACTTAAGCATATC
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Anexo 9

Secuencia consenso 28S para el aislado FARU0310

AAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCA
ACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCTTCGGGTCCGAGTTGTAATTTGTA
GAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGC
CATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTTGGACACCGATCCTCTGTAAAG
CTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGG
TATATGTCTTCTAAAGCTAAATATTGGCCAGAGACCGATAGCGCACAA
GTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTTAAAAA
GTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTCATGACCAGACTTGGGCTT
GGTTGATCATCCAGGGTTCTCCCTGGTGCACTCTTCCAGTTCAGGCCAG
CATCAGTTCGCTGTGGGGGATAAAGGCTTTGGGAATGTGGCTCCCTCG
GGAGTGTTATAGCCCATTGTGTAATACCCTGTGGTGGACTGAGGTTCG
CGCATTCGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAGCGACCCGTCTA

Anexo 10

Secuencia consenso 28S para el aislado FARU0311

GAGGAAAAAGGAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTGAAG
CGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCTTCGGGTCCGAGTTGTAAT
TTGTAGAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGG
GACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTTGGACACCGATCCTCTG
TAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATG
GGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAATATTGGCCAGAGACCGATAGCG
CACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTT
AAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTCATGACCAGACTT
GGGCTTGGTTGATCATCCAGGGTTCTCCCTGGTGCACTCTTCCAGTTCA
GGCCAGCATCAGTTCGCTGTGGGGGATAAAGGCTTTGGGAATGTGGCT
CCCTCGGGAGTGTTATAGCCCATTGTGTAATACCCTGTGGTGGACTGA
GGTTCGCGCATTCGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAGCGACCCG
TC
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Anexo 11

Secuencia consenso TEF para el aislado FARU0310

TCATCGAGAAAGTTCGAGAAGGTTGGTCCTCTTTTTCCGATTTTATCCT
CGATCGTCGGTCGATTCCCACGTCGCCGGTCCTGCACCCGACGCACAT
TCTCACCCCTCGATCAAAATTTCCACACTGCAATTTTTTTTGGTGGGGC
GAATTTTACCCCTCCACACATTTGTGGTTGAAATTTGCCCCGCCCCACC
CTAGCATCTCAACCACAAACTCGAGCCTCGTCACATACTATGCACAGA
ATACTGACAACGTCGCCTTACAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGTT
CCTTCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCTGAGCGTGAGC
GTGGTATCACCATCGATATCGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCCGCT
ACTTCGTCACCGTCATTGGTAAGTCGCAGCTGTCCATTTACCTTGACCT
GCTTGAACTTGTCCTAACTATTTGCCCACAGACGCTCCCGGACATCGTG
ATTTCATCAAGAACATGATCACTGGGTTACCTCCA

Anexo 12

Secuencia consenso TEF para el aislado FARU0311

CATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTGGTCCTCTTTTTCCGATTTTATCCTCG
ATCGTCGGTCGATTCCCACGTCGCCGGTCCTGCACCCGACGCACATTCT
CACCCCTCGATCAAAATTTCCACACTGCAATTTTTTTTGGTGGGGCGAA
TTTTACCCCTCCACACATTTGTGGTTGAAATTTGCCCCGCCCCACCCTA
GCATCTCAACCACAAACTCGAGCCTCGTCACATACTATGCACAGAATA
CTGACAACGTCGCCTTACAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGTTCCT
TCAAGTATGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCTGAGCGTGAGCGTG
GTATCACCATCGATATCGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCCGCTACTT
CGTCACCGTCATTGGTAAGTCGCAGCTGTCCATTTACCTTGACCTGCTT
GAACTTGTCCTAACTATTTGCCCACAGACGCTCCCGGACATCGTGATTT
CATCAAGAACATGATCACTGGGTTACCTCCA
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Anexo 13

Secuencia consenso TUB para el aislado FARU0310

GGTGAGATTGTAAGTTGCCTGCCTCTAGCCGTGCTCTGCTCGCTCTTGA
CGACGCGGTGGTTACCTGCTTGGAGCCGCTGCCCCTGATTCTACCCCG
CTGCAGCATTTCCACCGCCTCGAGCAAAACAAAGCCACGGCTTCAACC
ACGACGTGATTCTGGGACATGATGGCTAATATGACTTCTTGTGCAATA
TAGGTCCACCTCCAGACCGGCCAGTGCGTAAGTGCCTCCTCTTCCTCGT
TGACAACACGGCGGAGATTCTAACAACGCGTGGATAGGGTAACCAAA
TTGGTGCTGCTTTCTGGCAGACCATCTCTGGCGAGCATGGTCTTGACAG
CAATGGTGTCTACAACGGCACCTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAG
CGTCTACTTCAACGAGGTACGTGATCAAACCCTGCTGCCTGCTCTGCCT
CTGGAAGCACGAAACTCACACCACCCAGGCCTCTGGCAACAAGTATGT
CCCTCGCGCCGTCCTCGTCGATCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGT
CCGTGCCGGCCCCTTCGGCCAGCTCTTCCGTCCCC

Anexo 14

Secuencia consenso TUB para el aislado FARU0311

GGTGAGATTGTAAGTTGCCTGCCTCTAGCCGTGCTCTGCTCGCTCTTGA
CGACGCGGTGGTTACCTGCTTGGAGCCGCTGCCCCTGATTCTACCCCG
CTGCAGCATTTCCACCGCCTCGAGCAAAACAAAGCCACGGCTTCAACC
ACGACGTGATTCTGGGACATGATGGCTAATATGACTTCTTGTGCAATA
TAGGTCCACCTCCAGACCGGCCAGTGCGTAAGTGCCTCCTCTTCCTCGT
TGACAACACGGCGGAGATTCTAACAACGCGTGGATAGGGTAACCAAA
TTGGTGCTGCTTTCTGGCAGACCATCTCTGGCGAGCATGGTCTTGACAG
CAATGGTGTCTACAACGGCACCTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAG
CGTCTACTTCAACGAGGTACGTGATCAAACCCTGCTGCCTGCTCTGCCT
CTGGAAGCACGAAACTCACACCACCCAGGCCTCTGGCAACAAGTATGT
CCCTCGCGCCGTCCTCGTCGATCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCCGT
CCGTGCCGGCCCCTTCGGCCAGCTCTTCCGTCCCC



133

Anexo 15

Secuencia consenso HIST para el aislado FARU0310

GTGGCAAGGCCCCTCGCAAGCAGCTTGCTTCCAAGGCTGGTGAGTCCC
ATCGCCGGCGCGCCATTTACTTGACGCGTCGCGTTTCCATCAACAATG
CATCATACTAACTTCAACCATCAACAGCCCGCAAGAGCGCCCCCTCTA
CCGGTGGCGTCAAGAAGCCTCACCGCTACAAGCCCGGTACCGTCGCTC
TCCGTGAGATTCGTCGCTACCAGAAGTCGACCGAGCTCCTCATCCGCA
AGCTCCCCTTCCAGCGTCTCGTGAGTTCAAACACAACACCTTTAACTTT
CAACCACACATTATCTAACATTAGACACAGGTCCGTGAGATCGCTCAG
GACTTCAAGAGCGATCTTCGCTTCCAGTCCTCTGCCATTGGTGCTCTCC
AGGAGTCCGTCGAGTCCTACCTCGTCTCCCTCTTCGAGGACACCAACC
TGTGCGCCATCCACGCCAAGCGTGTCACCATCCAGTCCAAGG

Anexo 16

Secuencia consenso HIST para el aislado FARU0311

GTGGCAAGGCCCCTCGCAAGCAGCTTGCTTCCAAGGCTGGTGAGTCCC
ATCGCCGGCGCGCCATTTACTTGACGCGTCGCGTTTCCATCAACAATG
CATCATACTAACTTCAACCATCAACAGCCCGCAAGAGCGCCCCCTCTA
CCGGTGGCGTCAAGAAGCCTCACCGCTACAAGCCCGGTACCGTCGCTC
TCCGTGAGATTCGTCGCTACCAGAAGTCGACCGAGCTCCTCATCCGCA
AGCTCCCCTTCCAGCGTCTCGTGAGTTCAAACACAACACCTTTAACTTT
CAACCACACATTATCTAACATTAGACACAGGTCCGTGAGATCGCTCAG
GACTTCAAGAGCGATCTTCGCTTCCAGTCCTCTGCCATTGGTGCTCTCC
AGGAGTCCGTCGAGTCCTACCTCGTCTCCCTCTTCGAGGACACCAACC
TGTGCGCCATCCACGCCAAGCGTGTCACCATCCAGTCCAAGG
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Anexo 17

Secuencia consenso ITS para el aislado LUAD0312

TAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTT
ACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTTAATGTTGCCTCGGCGGAT
CAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCAAACT
CTAATGTTTCTTATTGTAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCTGGTATTCCGGCGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGTTTGGTGTTGGGGGATC
GGCTCTGCCTTCTGGCGGTGCCGCCCCCGAAATACATTGGCGGTCTCG
CTGCAGCCTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAACGCGG
CGCGGCCATGCCGTAGAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCA
GGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT

Anexo 18

Secuencia consenso ITS para el aislado LUAD0313

ACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTAC
AACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTTAATGTTGCCTCGGCGGATCA
GCCCGCGCCCCGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCAAACTCT
AATGTTTCTTATTGTAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCA
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACATTGCGCCCGCTGGTATTCCGGCGGGCATGCCTGTTC
GAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCCGGGTTTGGTGTTGGGGATCG
GCTCTGCCTTCTGGCGGTGCCGCCCCCGAAATACATTGGCGGTCTCGCT
GCAGCCTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAACGCGGCG
CGGCCATGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGG
TAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAT



135

Anexo 19

Secuencia consenso ITS para el aislado LUAD0O317

CGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGT
TTACAACTTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTTAATGTTGCCTCGGCGG
ATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCAAA
CTCTAATGTTTCTTATTGTAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCTGGTATTCCGGCGGGCATGCCTG
TTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGTTTGGTGTTTGGGGAT
CGGCTCTGCCTTCTGGCGGTGCCGCCCCCGAAATACATTGGCGGTCTC
GCTGCAGCCTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAACGCG
GCGCGTCCATGCCGTAGAACCCCGACTTCTGAATGTTGACCTCGGATC
AGGTAGGAATACCCCCTCAACTTAAGCATAT

Anexo 20

Secuencia consenso ITS para el aislado LUAD0316

TGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGT
TTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTTACTGTTGCCTCGGCGG
ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTA
AACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCTCGGGTTTGGTGTTGGGGATCG
GCGAGCCTTTCTGGCAAGCCGGCCCCGAAATCTAGTGGCGGTCTCGCT
GCAGCCTCCATTGCGTAGTAGTAAAACCCTCGCAACTGGAACGCGGCG
CGGCCAAGCCGTTAAACCCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAG
GTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATC
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Anexo 21

Secuencia consenso 28S para el aislado LUAD0312

GAGGAAAAGGAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGC
GGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTTTCGGGCCCGAGTTGTAATT
TAGTAGAGGATACTTTTGATGCGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGG
GACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTTGGATGCCAAATCTCTG
TAAAGTTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATG
GGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAATATTGGCCAGAGACCGATAGCG
CACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTT
AAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTATGACCAGACTTG
GACTTGGTTAATCATCTGGGGTTCTCTCCAGTGCACTTTTCCAGTTCAG
GCCAGCATCAGTTTTCGCCGGGGGATAAAGGCAGCGGGAATGTGGCTC
TCTTCGGGGAGTGTTATAGCCCGCTGTGTAATACCCTGGTGGGGACTG
AGGTTCGCGCTTCTGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAACGACCC
GTCTA

Anexo 22

Secuencia consenso 28S para el aislado LUAD0313

AACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCT
CAAATTTGAAATCTGGCTTTCGGGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGAT
ACTTTTGATGCGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGA
GGGTGAGAGCCCCGTCTGGTTGGATGCCAAATCTCTGTAAAGTTCCTT
CGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTATATG
TCTTCTAAAGCTAAATATTGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAG
TGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTTAAAAAGTACGT
GAAATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTATGACCAGACTTGGACTTGGTTAA
TCATCTGGGGTTCTCTCCAGTGCACTTTTCCAGTTCAGGCCAGCATCAG
TTTTCGCCGGGGGATAAAGGCAGCGGGAATGTGGCTCTCTTCGGGGAG
TGTTATAGCCCGCTGTGTAATACCCTGGTGGGGACTGAGGTTCGCGCT
TCTGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAACGACCCGTCT
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Anexo 23

Secuencia consenso 28S para el aislado LUAD0317

GAGGAAAAGGAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGC
GGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTTTCGGGCCCGAGTTGTAATT
TGTAGAGGATACTTTTGATGCGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGG
ACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTTGGATGCCAAATCTCTGT
AAAGTTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGG
GAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAATATTGGCCAGAGACCGATAGCGC
ACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTTA
AAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTATGACCAGACTTGG
ACTTGGTTAATCATCTGGGGTTCTCTCCAGTGCACTTTTCCAGTTCAGG
CCAGCATCAGTTTTCGCCGGGGGATAAAGGCAGCGGGAATGTGGCTCT
CTTCGGGGAGTGTTATAGCCCGCTGTGTAATACCCTGGTGGGGACTGA
GGTTCGCGCTTCTGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAACGACCCG
TCTA

Anexo 24

Secuencia consenso 28S para el aislado LUAD0316

GAGGAAAAGGAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGC
GGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTCTCGGGCCCGAGTTGTAATT
TAGTAGAGGATGCTTTTGATGCGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGG
GACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTTGGATGCCAAATCTCTG
TAAAGCTCCTTCAACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATG
GGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCG
CACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTT
AAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTATGACCAGACTTG
GACTTGGTTAATCATCTGGGGTTCTCCCCAGTGCACTTTTCCAGTTCAG
GCCAGCATCAGTTTTCCCCGGGGGATAAAGGCGGCGGGAATGTGGCTC
TCTTCGGGGAGTGTTATAGCCCGCCGTGTAATACCCTGGGGGGGACTG
AGGTTCGCGCATCTGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAACGACCC
GTCTA
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Anexo 25

Secuencia consenso TEF para el aislado LUAD0312

CATCGAGAAAGTTCGAGAAGGTTAGTCAATATCCCTTCGATTGCGCGC
TCCCATCGATCCCCACGACTCGCCCCTTCACTCGAAACGCATCCATTAC
CCCGCTCGAGCCCGAAAATTTTGCGGTGCGACCGTGATTTTTTTGGTGG
GGTATCTTACCCCGCCACTCGAGTGACGGATGCGCTTGCCCTGTTCCCA
CAAAACCTTACTACCCTGCCGCGCACTATCATATGTCTTGCAGTCACTA
ACCACTGGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGAAAGGGTTCCTTCAA
GTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAAGCCGAGCGTGAGCGTGGTAT
CACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCTCGCTACTATGTC
ACCGTCATTGGTATGTTGTCACTGTCTCATACCACCATGCTTTCATGCT
AACATCCCTCTCAGATGCCCCCGGTCATCGTGATTTCATCAAGAACAT
GATCACTGGGTTACCTCCA

Anexo 26

Secuencia consenso TEF para el LUAD0313

TCATCGAGAAAGTTCGAGAAGGTTAGTCAATATCCCTTCGATTGCGCG
CTCCCATCGATCCCCACGACTCGCCCCTTCACTCGAAACGCATCCATTA
CCCCGCTCGAGCCCGAAAATTTTGCGGTGCGACCGTGATTTTTTTGGTG
GGGTATCTTACCCCGCCACTCGAGTGACGGATGCGCTTGCCCTGTTCCC
ACAAAACCTTACTACCCTGCCGCGCACTATCATATGTCTTGCAGTCACT
AACCACTGGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGAAAGGGTTCCTTCA
AGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAAGCCGAGCGTGAGCGTGGTA
TCACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCTCGCTACTATGT
CACCGTCATTGGTATGTTGTCACTGTCTCATACCACCATGCTTTCATGC
TAACATCCCTCTCAGATGCCCCCGGTCATCGTGATTTCATCAAGAACAT
GATCACTGGGTACCTCCA
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Anexo 27

Secuencia consenso TEF para el aislado LUAD0317

TCATCGAGAAAGTTCGAGAAGGTTAGTCAATATCCCTTCGATTGCGCG
CTCCCATCGATCCCCACGACTCGCCCCTTCACTCGAAACGCATCCATTA
CCCCGCTCGAGCCCGAAAATTTTGCGGTGCGACCGTGATTTTTTTGGTG
GGGTATCTTACCCCGCCACTCGAGTGACGGATGCGCTTGCCCTGTTCCC
ACAAAACCTTACTACCCTGCCGCGCACTATCATATGTCTTGCAGTCACT
AACCACTGGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGAAAGGGTTCCTTCA
AGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAAGCCGAGCGTGAGCGTGGTA
TCACCATTGATATCGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCTCGCTACTATGT
CACCGTCATTGGTATGTTGTCACTGTCTCATACCACCATGCTTTCATGC
TAACATCCCTCTCAGATGCCCCCGGTCATCGTGATTTCATCAAGAACAT
GATCACTGGGTTACCTCCA

Anexo 28

Secuencia consenso TEF para el aislado LUAD0316

CATCGAGAAAGTTCGAGAAGGTTAGTCACTTTCCCTTCGATCGCGCGC
CCTTTTGCCCATCGATTTCCCCTTCGACTCGCCGCTCCCATACAACTCG
AAACCTGCCCGCTACCCCGCTCGAGGCCAAAAATTTTGCGGTGCGACC
GTAATATTTTTTGGTGGGGCATTTACCCCGCCACTCGAGACGGGCGCG
CTTGCCCTCTTCCCACACAATCACAATGAGCGCGGATCATCACGTGTC
AAACAGTAACTAACCACTCAATAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAA
GGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAAGCCGAGCG
TGAGCGTGGTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCT
CGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTAATGTCTCATCACA
ATCATCATTGTACTAACGTTTCATCCAGACGCTCCCGGTCACCGTGATT
TCATCAAGAACATGATCACTGGGTTACCTCCA
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Anexo 29

Secuencia consenso TEF para el aislado LUAD0314

TCATCGAGAAAGTTCGAGAAGGTTAGTCACTTTCCCTTCGATCGCGCG
TCCTTTGCCCATCGATTTCCCCTACGACTCGAAATGTGCCCGCTACCCC
GCTCGAGACCAAAAATTTTGCAATATGACCGTAATTTTTTTTGGTGGG
GCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGAGCGTTTGCCCTCTTAACCA
TTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAGCAGTCACTAA
CCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGT
ACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCA
CCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCTCGCTACTATGTCAC
CGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTTCATTCTACTTCTCTTCGTACTA
ACATATCACTCAGACGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAACATG
ATCACTGGGTACCTCCA

Anexo 30

Secuencia consenso TEF para el aislado LUAD0315

TCATCGAGAAAGTTCGAGAAGGTTAGTCACTTTCCCTTCGATCGCGCG
TCCTTTGCCCATCGATTTCCCCTACGACTCGAAATGTGCCCGCTACCCC
GCTCGAGACCAAAAATTTTGCAATATGACCGTAATTTTTTTTGGTGGG
GCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGAGCGTTTGCCCTCTTAACCA
TTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAGCAGTCACTAA
CCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGT
ACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCA
CCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGAGACTCCTCGCTACTATGTCAC
CGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTTCATTCTACTTCTCTTCGTACTA
ACATATCACTCAGACGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAACATG
ATCACTGGGTACCTCCA
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