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CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE HONGOS FITOPATOGENOS
ASOCIADOS A CUATRO CULTIVARES DE ARROZ (Oryza sativa) DE
PANAMA

Angélica Alejandra Palma Aralz. 2020. CARACTERIZACION MORFOLOGICA
DE HONGOS FITOPATOGENOS ASOCIADOS A CUATRO CULTIVARES DE
ARROZ (Oryza sativa) DE PANAMA. Tesis. Ingenieria Agronémica en Cultivos
Tropicales. Chiriqui, Panama. Facultad de Ciencias Agropecuarias. Universidad
de Panama.

RESUMEN

El presente estudio se desarroll6 en el laboratorio de Proteccion Vegetal del Sub-
centro de Alanje, del Instituto de Investigacion Agropecuaria de Panama (IDIAP);
en el periodo comprendido desde el 7 de enero de 2019 hasta el 13 de diciembre
de 2019, sobre cuatro cultivares de arroz (Oryza sativa L.) del pais. Tres de ellos
cultivares codificados: 1) rendimiento 1, parcela 12, localidad Berba, Barq,
provincia de Chiriqui; 2) rendimiento 1, parcela 20, localidad Berba, Barq,
provincia de Chiriqui; 3) rendimiento 1, parcela 2, localidad Canta Gallo, provincia
de Chiriqui y uno corresponde a la siguiente variedad: 4) cultivar Estrella 71,
localidad Guanico Abajo, Agricola DELI, provincia de Los Santos. El objetivo de
esta investigacion fue la identificacion a nivel taxonémico de especies de hongos
fitopatdgenos asociados a cuatro cultivares de arroz de Panama. Se realizaron
aislamientos en camaras humedas e incubacion en medios de cultivo PDA, CLA
y Agar Agua, para la obtencidén de cultivos puros y posterior caracterizacion de
estructuras macroscopicas y microscopicas. Se emplearon las claves
taxondmicas Ou (1985), Sivanesan (1992) y Seifert (1996. Los resultados
indicaron la presencia de las siguientes especies de hongos: Curvularia cf. lunata,
Curvularia cf. geniculata, Curvularia cf. verruculosa, Fusarium sp., Nigrospora
oryzae, Bipolaris oryzae, Bipolaris sorokiniana, confirmando la existencia de
interaccion entre las especies de hongos fitopatégenos antes mencionadas y el
cultivo del arroz.

PALABRAS CLAVES: Oryza sativa L., hongos fitopatdgenos, aislamiento,
incubacion, cultivos puros, taxonomia, cultivares codificados, Estrella 71.
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MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF PHYTOPATHOGENIC FUNGI
ASSOCIATED WITH FOUR RICE (Oryza sativa) CULTIVARS FROM PANAMA.

Angelica Alejandra Palma Arauz. 2020. MORPHOLOGICAL
CHARACTERIZATION OF PHYTOPATHOGENIC FUNGI ASSOCIATED WITH
FOUR RICE (Oryza sativa) CULTIVARS FROM PANAMA. Thesis. Agronomic
Engineering in Tropical Crops. Chiriqui, Panama. University of Panama. Faculty of

Agricultural Sciences.

ABSTRACT

The present study was developed in the Plant Protection Laboratory of Alanje Sub-
center, of the Agricultural Research Institute of Panama (IDIAP), in the period
between January 7, 2019 and December 13, 2019; on four rice cultivars (Oryza
sativa L.) of the country. Three of them coded cultivars: 1) yield 1, plot 12, locality
Berba, Baru, Chiriqui province; 2) yield 1, plot 20, locality Berba, Baru, Chiriqui
province; 3) yield 1, plot 2, Canta Gallo locality, Chiriqui province, and one
corresponds to the following variety: 4) cultivar Estrella 71, Guanico Abajo locality,
Agricola DELI, Los Santos province. The objective of this investigation was the
identification at a taxonomic level of phytopathogenic fungal species associated
with four rice cultivars in Panama. Isolations were made in humid chambers and
incubation in PDA, CLA and Water Agar culture media, to obtain pure cultures and
subsequent characterization of macroscopic and microscopic structures. The
taxonomic keys Ou (1985), Sivanesan (1992) and (Seifert, 1996) were used. The
results indicated the presence of the following species of fungi: Curvularia cf.
Lunata, Curvularia cf. geniculata, Curvularia cf. verruculosa, Fusarium sp.,
Nigrospora oryzae, Bipolaris oryzae, Bipolaris sorokiniana, confirming the
existence of interaction between the aforementioned phytopathogenic fungal
species and rice cultivation.

KEY WORDS: Oryza sativa L, phytopathogenic fungi, isolation, incubation, pure
cultures, taxonomy, encoded cultivars, Estrella 71.
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|. INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.) pertenece a la familia Poaceae, orden de los Poales. Es
una graminea anual, de tallos redondos y huecos compuesto de nudos y
entrenudos, hojas de lamina plana unidas al tallo por la vaina y su inflorescencia
es en panicula. El arroz es una de las plantas mas adaptables a diversas
condiciones ambientales, se cultiva en casi todas las partes del mundo, tanto en

pequefias parcelas como en grandes extensiones (CENTA, 2018).

Desde el punto de vista de la producciéon mundial de cereales, el arroz ocupa el
segundo lugar en importancia, después del trigo. Es un alimento basico para mas
de la mitad de la poblacibn mundial. Muchos lo consideran el cultivo mas
importante del mundo, principalmente si se toma en cuenta la extension cultivada
y la cantidad de gente que depende de su cosecha. Mas del 40% de la poblacién
mundial depende del arroz para el 80% de su dieta y proporciona el 20% del

consumo de calorias per cépita en todo el mundo (Benavides et al., 2005).

Panama es uno de los paises del area centroamericana con mayor consumo per
capita de arroz, uno de los alimentos indispensables en la dieta del panamefio. En
consecuencia, su produccién tiene una gran importancia a nivel social, politico,

econdmico y, sobre todo, en lo relacionado a la seguridad alimentaria (IICA, 2009).

Debido a las condiciones ambientales de nuestro pais, principalmente el régimen
de lluvias existe una gran incidencia de enfermedades causadas principalmente

por hongos fitopatdgenos, entre ellos resaltan: Fusarium Link, Nigrospora oryzae



(Berk. & Broome) Petch, Curvularia lunata (Wakker) Boedijn, Curvularia geniculata
(Tracy & Earle) Boedijn, Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker. En el caso
de enfermedades fungicas el adecuado diagndstico y la exclusion de sintomas
similares de menor importancia, son factores decisivos en la toma de decisiones

en cuanto al manejo del cultivo.

Un adecuado diagndstico se basa principalmente en la observacion de sintomas
y el estudio de los organismos asociados en comparacidn con registros existentes.
En el caso de los hongos, donde la complejidad de los sistemas reproductivos
permite apreciar una alta diversidad de estructuras tanto asexuales como
sexuales, esta informacion debe ser complementada con la obtencién de cultivos
puros del patdogeno por técnicas microbiolégicas de aislamiento, ademas del
empleo de la microscopia y estudios taxonémicos (Gaitan, 2003). La taxonomia
desempeiia un papel importante ya que resulta una herramienta util para la
identificacion no s6lo del género sino también de la especie del organismo
agresor, apoyada principalmente en la recoleccion de datos cualitativos,

caracterizaciones, y el empleo de claves taxondmicas.

Todas las clasificaciones de organismos, tanto a nivel de especie como de
grandes grupos taxonémicos, se han basado en el uso de analisis anatémicos y/o
morfologicos, producto de la enorme variabilidad de estos organismos en el
entorno en el que se desarrollan, como resultado de la correlaciéon entre forma y

evolucion. (Universidad Complutense de Madrid, 2005).



1.1 Problema o Tema de Estudio

Las enfermedades en el cultivo de arroz constituyen uno de los principales dilemas
a afrontar en la produccion de este rubro, su impacto trae consigo efectos a nivel
social y econémico, como lo son, aumento de los costos de produccion,
disminucién de la produccion agricola, menor calidad de los productos, cambios
en los precios de los productos y productos inadecuados para el consumo humano

o animal (MIDA, 2014).

Pérdidas significativas son causadas por varios fitopatdbgenos agentes causales
de enfermedades, dentro de los cuales resaltan, el nematodo de la punta blanca
(Aphelenchoides besseyi Christie); el afiublo bacterial de la hoja [Xanthomonas
campestris pv. oryzae (Ishiyama)Dye]; el escaldado de la hoja [Microdochium
oryzae (Hashioka & Yokogi) Samuels & |I. C. Hallett (teleomorfo:
Griphosphaerella albescens (Thim.) Arx)]; la mancha parda de la hoja
[Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker] y el quemado o afiublo
[Pyricularia oryzae Cavara (teleomorfo: Magnaporthe oryzae B.C. Couch)]

(CIAT, 1985).

Segun Juarez et al. (2010), a nivel mundial los hongos fitopatdgenos constituyen
el grupo mas importante desde el punto de vista econ6mico en cuanto a su
frecuencia de aparicion y dafio que pueden causar, esto debido a su capacidad
de adaptarse a diferentes agroecosistemas y afectar los cultivos en zonas
templadas, tropicales y bajo cualquier sistema de cultivo, bien sea secano, secano

favorecido o irrigado (Prado, 2016).



El dafio que ocasionan no sélo se refiere a las pérdidas de produccion econémica,
sino también a las pérdidas en la produccion bioloégica. Estos microorganismos
constituyen un grupo de mucha importancia en la agricultura debido a su gran
namero y su enorme capacidad de reproduccion (Juarez et al.,, 2010). Un
diagnéstico oportuno que detecte el agente causal de un evento patologico es
fundamental para el manejo del problema, y ello contribuye a: generar medidas
de control efectivas, permite la optimizacion de los recursos, la reduccién de los
efectos negativos en el medio ambiente y a la vez origina informacion respecto a

la interaccion patégeno hospedante (Rivas et al., 2008).

1.2 Antecedentes

En Panama existen registros de estudios donde se emplea el aislamiento e
identificacibn de hongos utilizando claves taxondémicas, caracterizaciones vy
comparaciones con especimenes de diferentes herbarios.

En el analisis de: “Dos nuevas especies de Appendiculella (Meliolaceae) de
Panam& (Rodriguez y Piepenbring, 2007)”, se llevdo a cabo mediciones de
ascosporas y estructuras celulares, ademas de la preparacion de placas
semipermanentes para su posterior analisis, datos comparados con Hansford
(1961, 1963) donde se presentan descripciones e ilustraciones de todas las

especies conocidas de Meliolales.



Por otra parte, en la investigacion de “Nuevas especies y nuevos registros de
Meliolaceae de Panama (Rodriguez et al., 2015)”, se colectaron plantas con
hongos (Melilales), de donde se extrajeron hifas y peritecios visualizadas en
placas semipermanentes. Estas nuevas colecciones fueron afadidas al Herbario
Nacional de la Universidad de Panama (PMA). Las especies de Meliolaceae
fueron identificadas utilizando Hansford (1961, 1963) y a través de comparaciones
con especimenes prestados del herbario BPI (Beltsville: U. S. National Fungus
Collections, U. S. A), DAR (Plant Pathology Hermarium, New South Wales,
Australia), K (Royal Botanic Gardens, Kew, England, U. K.), M (Botanische
Staatssammlung, Munchen, Deutschland), PMA (Herbario de la Universidad de
Panama), y S (Herbarium, Botany Departments Swedish Museum of Natural

History, Stocklom, Schweden).

1.3 Justificacion

En Panama el cultivo del arroz es el rubro de mayor importancia a nivel nacional,
por lo tanto, resulta fundamental centrar la investigacion en la linea de taxonomia
con el fin de obtener informaciéon referente a la biodiversidad de los
microorganismos y generar una base de datos de hongos asociados a los

cultivares de arroz Estrella 71 y cultivares codificados del IDIAP.

El arroz es uno de los productos agricolas cuya produccién y consumo han
experimentado un gran auge en los ultimos afios (Franquet, 2004). Es el alimento

basico en la dieta del panamefio con un consumo per capita anual de 154.32 libras



(70 kilogramos), lo que nos sitia como uno de los paises de mayor consumo en
América Latina (Lasso, 2017). La siembra de arroz como actividad comercial es
un importante generador de empleo durante todo el afio; ademas, contribuye con

un 2,5% del producto interno bruto del pais (MEF, 2017).

El arroz en Panama forma parte importante de la problematica agropecuaria, por
ser uno de los componentes basicos de la dieta de los panamefios, gran parte de
este problema se da como resultado del cambio climatico, incrementos
considerables en los costos de produccién y una notable disminucion en el
promedio de produccion por hectarea (MIDA, 2014). Como medida atenuante a la
situacion antes planteada, en los ultimos afios los cultivares de arroz han ido
variando, mediante una gradual renovacién de los més antiguos, en funcién de las
mejores caracteristicas, de forma que los nuevos cultivares ofrezcan mejores
rendimientos, mayor resistencia al “encamado”, mejor calidad de grano o bien una
mayor produccion (Franquet, 2004). El reto en la produccion de arroz se centra en
el desarrollo de cultivares con resistencia a factores adversos asociados al cambio
climatico como son la sequia y altas temperaturas, pero los mismos deben llevar
un componente esencial de resistencia a las principales plagas y enfermedades

(Prado, 2016).

Los hongos han sido descritos como los principales causantes de diferentes
enfermedades del arroz. Este fendbmeno se ve grandemente influenciado por las
condiciones ambientales de nuestro pais, principalmente la elevada pluviosidad,
gue propicia un ambiente perfecto para el desarrollo y proliferacion de gran

cantidad de hongos fitopatdgenos de relevancia en este rubro (Almaguer, 2008).



Es por ello que la correcta evaluacion de las enfermedades se convierte en un
medio Util para la toma de decisiones en cuanto al manejo del cultivo, donde
adquiere gran relevancia la exposicion de un diagnostico adecuado de la
enfermedad que nos facilite la identificacion del patégeno. El conocimiento fiable
sobre las causas de cualquier evento patolégico es de singular valor, pues de ello
dependera, en gran medida, la eficacia de las practicas de regulacion que se
apliguen y la sostenibilidad econémica, social y ambiental de las mismas. En el
desarrollo de un sistema de manejo de enfermedades funcional el diagndstico de
casos Yy la evaluacién de riesgos de enfermedades juegan un peso fundamental

(Rivas et al., 2008).

1.4 Objetivos

1.4.1 General

Observar, diagnosticar, identificar y documentar las caracteristicas morfologicas
de hongos fitopatdgenos en los cultivares de arroz Estrella 71 y tres cultivares

codificados del IDIAP.

1.4.2 Especificos

- Observar y analizar lesiones presentes en hojas y granos correspondientes a
los cultivares de arroz Estrella 71 y tres cultivares codificados del IDIAP,
implementando estereoscopio y microscopio de luz.

- Diagnosticar la presencia de hongos fitopatégenos en los cultivares de arroz

Estrella 71 y tres cultivares codificados del IDIAP, a través del aislamiento de



hojas y granos en camaras hiumedas y medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar
(PDA), Hojas de Clavel-Agar-Agua (CLA) y Agar Agua, para la posterior
purificacién del hongo.

- Identificar la presencia de hongos fitopatdgenos en el cultivar de arroz Estrella
71 y tres cultivares codificados del IDIAP, a través del analisis de
descripciones morfolégicas y comparacion de caracteres empleando claves
taxondmicas.

- Documentar hongos fitopatégenos en el cultivar de arroz Estrella 71 y tres
cultivares codificados del IDIAP, mediante la recoleccién y registro de datos
cualitativos, morfométricos y morfologicos, empleando miscroscopio de luz y

camaras fotogréficas.

1.5 Hipétesis

Hipotesis de Investigacion
Hi: El aislamiento y posterior caracterizacion morfolégica de hongos fitopatégenos
permiten la identificacion de estos organismos a nivel taxonémico en el cultivo del

arroz.

Hipodtesis Nula
Ho: El aislamiento y posterior caracterizacion morfolégica de hongos fitopatégenos
no permiten la identificacion de estos organismos a nivel taxonémico en el cultivo

del arroz.



1.6 Alcances y Limitaciones

Alcances

Esta investigacion permiti6 la identificacion a nivel taxonémico de hongos
fitopatdgenos asociados a cuatro cultivares de arroz de Panama, proporcionando
informacion relacionada a la morfologia y caracteristicas principales de estos
organismos. Esto posibilita sentar las bases en un futuro para la elaboracion de
una base de datos de hongos fitopatdgenos asociados al cultivo del arroz en

Panama.

Limitaciones
La principal limitante en el desarrollo de esta investigacion fue la disposicién de
infraestructuras que no contaban con los estandares necesarios para el

procesamiento y analisis de muestras.
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ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 El cultivo del arroz

De acuerdo a Hung-Chun et al. (2016), el arroz es un alimento basico importante
y un pilar para la poblacién mundial y su seguridad alimentaria. Es el segundo
cereal mas cultivado en todo el mundo. Pertenece a la familia Poaceae y tiene dos

subespecies principales, Japonica e Indica.

Segun Beighley (2010), el arroz se cultiva como planta anual, pero en los tropicos
se puede cultivar como planta perenne. El arroz prefiere un clima tropical o calido,
con mucha lluvia. Pero si hay agua de riego disponible, el arroz también se puede
cultivar en areas mas secas o durante la estacion seca. El arroz suele ser una
planta autopolinizante, pero es posible la polinizacion cruzada por el viento.
Dependiendo de la variedad y el suelo, las plantas de arroz suelen tener entre 1y
1,8 metros de altura. El arroz generalmente se cultiva en suelos més pesados que

tienen una buena capacidad de retencion de agua.

2.2 Clasificacion taxondmica

De acuerdo a Rodriguez (2017), la clasificacion taxondmica del arroz es la

siguiente:



Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Subdivisién: Magnoliophytina
Clase: Liliopsida
Subclase: Lilidae
Superorden: Commelinanae
Orden: Poales

Familia: Poaceae
Subfamilia: Oryzoideae
Tribu: Oryzeae
Género: Oryza

Especie: Oryza sativa L.

11

2.3 Descripcidon de los principales hongos fitopatégenos que afectan el

arroz

El arroz es un cultivo que se ve gravemente afectado durante todo su ciclo de

produccion por enfermedades, dentro de ellas las de mayor relevancia son

aquellas causadas por hongos fitopatdgenos, los cuales provocan un gran nimero
de pérdidas economicas en todo el mundo en cualquier sistema de produccion. A
continuacion, una breve descripcion de los principales hongos fitopatégenos

causantes de sintomatologias importantes en el arroz:



12

Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker, Canadian Journal of Botany 37

(5): 883 (1959)

Pertenece a la familia Pleosporaceae, orden Pleosporales, corresponde al estado
anamorfo del hongo; presenta manchas foliares ovales u ovoides, marrones, a
veces purpuras, con borde rojo marrén a marrén oscuro y centro blanco a gris o
gris a marron palido, a menudo rodeado de halo amarillo. Morfologia Asexual en
PDA se caracteriza por presentar hifas hialinas a café palido, ramificadas,
septadas. Los conidioforos surgen solos o en grupos, septados, rectos o flexibles,
a veces geniculados en la parte superior, el tamafio de las células no disminuye
hacia el apice, a veces ramificado, las paredes de las células son mas gruesas
qgue las hifas vegetativas, mononematosas, semi a macronematosas, de color
marrén pélido a marrén a negro, mas pélido hacia el apice, a veces hinchado en
la base. Conidias de paredes lisas, mayormente curvas, naviculares, fusiformes,
obclavadas o cilindricas, de color marrén palido a marrones, células apicales y
basales a veces ligeramente mas palidas que las células medias, (4-) 6-10 (-12)
distoseptos, hilum ligeramente sobresaliente, oscurecido, engrosado.
Esporulacion secundaria en algunos conidios. Caracteristicas culturales:
abundante micelio aéreo que da una apariencia algodonosa, esponjosa; reverso

olivdceo a olivaceo oscuro; superficie grisacea a olivacea (Marin, 2011).

Fusarium sp. Link, Magazin der Gesellschaft Naturforschenden Freunde Berlin 3

(1): 10 (1809)
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Fusarium es un hongo de la familia Nectriaceae, orden Hypocreales, representa
el estado imperfecto. Los géneros que representan a Fusarium como teleomorfo
son Albonectria, Gibberella y Haematonectria (Arbelaez, 2000).

Gaviria (2013), explica que la fidlide es generalmente fina, con forma de botella,
simple o ramificada, cortas o largas, monofialidica (que emergen esporas de un
poro de la fialide) o polifialidica (de varios poros); los macroconidios presentan
forma de medialuna, hialinos y septados; los microconidios, ausentes en algunas
especies, poseen variadas formas (fusiformes, ovales, clavadas, entre otras),
agrupaciones (estructuras mucoides llamadas “falsas cabezas”), en cadenas
largas o cortas; clamidosporas caracteristicas con doble pared gruesa, lisa o
rugosa; de manera aislada, en pareja o en grupo. Mientras que las caracteristicas
macroscopicas propias de las colonias del hongo incluyen textura algodonosa,
rara vez levaduriforme, con pigmentos salmoén, morado, rosado, café claro,

amarillo o gris.

Curvularia sp. Boedijn, Bulletin du Jardin Botanique de Buitenzorg 13 (1): 123

(1933)

Pertenece a la familia Pleosporaceae, orden Pleosporales; sus colonias son de
crecimiento rapido de apariencia afieltrada con anillos concéntricos, de verde
olivaceo oscuro a negro; conidiéforos rectos o flexuosos, solitarios o en grupos,
ocasionalmente geniculados hacia el apice, septados, de pardo a pardo oscuro,
mas claros en el extremo apical; conidios generalmente curvos, elipsoidales o

fusiformes, con cuatro o tres septos mayoritariamente, lisos, las células de los
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extremos de subhialinas a pardo claro, las intermedias pardo medianamente

oscuro, con la central notablemente mas oscura y abultada (Pérez et al., 2009).

Nigrospora sp. Zimmermann, A., Centralblatt fur Bakteriologie und

Parasitenkunde 8: 220 (1902)

Segun Wang et al, (2017), su clasificacibn corresponde a:
Apiosporaceae, Xylariales, Sordariomycetes. Las colonias en PDA al principio son
blancas con pequefios conidios negros brillantes facilmente visibles bajo un
microscopio de diseccién de baja potencia debido a su gran tamafio, que luego se
vuelven marrones 0 negras cuando la esporulacion es

abundante. Micelios sumergidos o parcialmente superficiales.

Conidiéforos ramificados, ondulados, hialinos a marrones, lisos, generalmente
reducidos a células conidiégenas. Células conidibgenas monoblasticas, discretas,
solitarias, determinadas, subesféricas, doliformes, ampuliformes, subcilindricas a
clavadas, hialinas. Conidias solitarias, con una linea hialina ecuatorial o una
hendidura germinal en algunas especies, simple, esférica o ampliamente
elipsoidal o piriforme, comprimida dorsiventralmente, negra, brillante, lisa,

aseptada, rara vez con un mecanismo de descarga violento (Wang et al., 2017).

De acuerdo a Mason (1927), los conidioforos de la mayoria de las especies
de Nigrospora se reducen a células conidiégenas, cada una de las cuales
normalmente produce un solo conidio. Los conidios de Nigrospora estan
profundamente pigmentados, con hendiduras germinales presentes en algunas

especies. Numerosas especies de Nigrospora aparentemente solo difieren en el
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tamafo de las esporas, y hasta ahora la clasificacion tradicional se ha basado

principalmente en dimensiones conidiales.

2.4 Hongos fitopatégenos

Los hongos forman un grupo eucariota grande y heterogéneo de organismos vivos
caracterizado por su falta de pigmento fotosintético y su pared celular quitinosa
(Lastres, 2009). De acuerdo a Gaitan (2003), los hongos comprenden un grupo
de organismos tanto macroscopicos como microscopicos que se encuentran
distribuidos practicamente en la totalidad del habitat del planeta. Los hongos
pueden ser unicelulares o multicelulares, presentando sus células uno o

varios nucleos definidos.

En la gran mayoria de los hongos sus células crecen apicalmente y forman
filamentos denominados hifas, las cuales en conjunto constituyen el micelio
el cual se puede apreciar macroscopicamente como diminutas motas de
algoddn de diversos colores, dependiendo de la capacidad del hongo para

producir pigmentos (Gaitan, 2003).

La mayor parte de los hongos fitopatdégenos pasan la mayoria de su ciclo de vida
en la planta que les sirve de huésped (como parasitos) y otra parte en el suelo, en
los residuos vegetales que se encuentran ahi (como saprofitos). Generalmente,
los cuerpos reproductores del hongo se forman en la superficie de los tejidos de
la planta huésped (o0 muy cerca de ella), lo cual causa que las esporas se

dispersen rapida y facilmente (Juarez et al., 2010).
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2.4.1 Caracteristicas generales

Los hongos presentan diversas fases del ciclo de vida caracterizadas por sus
mecanismos de reproduccion que pueden ser sexuales, asexuales vy
parasexuales. Cuando una fase sexual es conocida, se denomina a este
estado del hongo como el Teleomorfo; si se trata de la fase asexual se le
llama el Anamorfo, y cuando se reconocen las dos se denomina el Holomorfo

(Gaitan, 2003).

Gaitan (2003), indica que los mecanismos asexuales de reproduccion
comprenden la produccién de células llamadas conidias que le permiten una
dispersion efectiva y una colonizacién rapida al organismo. Ademas, con el
fin de sobrevivir a condiciones adversas, los hongos producen células de
resistencia conocidas como clamidosporas, o estructuras celulares
complejas denominadas esclerocios. En los teleomorfos se pueden identificar
diferentes estructuras reproductivas que son la base para la clasificaciéon

taxondmica de los hongos.

2.4.1.1 Division de los hongos

De acuerdo a Gaitan (2003), los hongos se clasifican de la siguiente manera
Oomycetes, Zigomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes y Deuteromycetes,

divisiones que poseen las caracteristicas descritas a continuacion:

Los Oomycetes comprende un grupo particular de hongos, entre los que se

encuentran Phytophthora y Pythium, cuyas paredes celulares contienen celulosa,
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sin quitina, como es lo usual. A cambio de conidias, producen células biflageladas
llamadas zoosporas, y el producto de la union sexual es una espora de paredes

gruesas u oospora.

Los Zigomicetos son un grupo de hongos que al fusionar sus hifas producen una
estructura denominada zigospora. Aqui se encuentra el moho del pan (Rhizopus

spp.) Y la mayoria de endomicorrizas.

Los Ascomycetes agrupan a los hongos que producen ascas, especies de vainas
que contienen ocho ascosporas. Las ascas pueden estar libres (gimnotecios) u
organizadas en cuerpos fructiferos o ascocarpos, conformados por las células
productoras de ascas y unas células de recubrimiento que le dan una forma de
botella al conjunto. Estos cuerpos fructiferos pueden ser de tres tipos: apotecio, si
la botella tiene una abertura ancha; peritecio, si la abertura es estrecha, y

cleistotecio, si no existe la abertura.

Los Basidiomycetes comprenden aquellos hongos que producen basidios,
estructuras en forma de mazo o bate que en su extremo mas grueso generan
cuatro basidiosporas. Los basidios pueden estar organizados en agallas las
cuales se observan como laminas en la parte inferior de las “sombrillas” que
crecen en el campo. Este grupo también comprende algunas levaduras y las

royas, muy importantes en las enfermedades de plantas.
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Finalmente, los Deuteromycetes corresponden a las fases anamoarficas de

muchos hongos, algunos de los cuales no tienen una fase sexual conocida.

2.4.1.2 Hongos Ascomycetes

Los ascomicetos ocupan una gran cantidad de habitats y poseen muchos nichos
ecologicos, pues los hay fitoparasitos, formadores de liquenes y micorrizas,
endofitos, saproétrofos, copréfilos, micoparasitos, acuaticos e incluso algunos son

hipdgeos durante toda su vida (Taylor et al., 2004).

De acuerdo a Agrios (2005), los ascomicetos forman un micelio haploide que
posee septas, conidios en conidiéforos o cuerpos fructiferos y ocasionan
enfermedades en las plantas, que pueden aparecer como tizones, antracnosis,
marchitamientos vasculares, manchas foliares y del fruto, pudriciones del fruto,
tallo y raiz, asi como pudriciones blandas. Producen, esporas sexuales
(ascosporas), sin embargo, en la mayoria de los ascomicetos, las ascosporas rara
vez se observan en la naturaleza y al parecer tienen poca o ninguna importancia
en la supervivencia del hongo y en su capacidad de causar enfermedad en las
plantas. Asi, los ascomicetos se reproducen, propagan, producen enfermedad e

invernan como micelio y/o conidios.
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2.4.1.3 Fases reproductivas de los hongos Ascomycetes

Los ascomicetos (u hongos en forma de saco) producen un micelio que posee
septos, esporas sexuales (ascosporas), dentro de un saco (asca), esporas
asexuales (conidios). Al asca o etapa sexual de los ascomicetos se le denomina
con frecuencia la fase perfecta o teleomorfa, mientras que la fase asexual o
conidial (donde también se da la formacién de clamidosporas) es la etapa
imperfecta o0 anamorfa. En la mayoria de los ascomicetos fitopatdgenos, el hongo
sobrevive durante la estacion de crecimiento en forma de micelio; se reproduce y
ocasiona la mayoria de las infecciones en su fase conidial o asexual. La etapa
sexual o perfecta se forma en hojas infectadas, frutos o tallos sélo al final de la
estacion de crecimiento o bien cuando ha disminuido el suministro alimenticio de

la planta (Agrios, 2005).

Las conidias estan conformadas por hifas septadas o tabicadas y pueden ser
uninucleadas o plurinucledas. Las clamidosporas (estructuras de sobrevivencia)
por otra parte, se desarrollan por la formacién y engrosamiento de septos que dan
lugar a una célula melanizada y mas grande que el resto de la hifa en la que se

forma (Taylor et al., 2004).

2.4.2 Hongos como patdgenos de las plantas

Para colonizar las plantas, los microorganismos fungicos han desarrollado
estrategias para invadir el tejido vegetal, optimizar el crecimiento en la planta y

propagarse (Von-Linné-Weg, 1996).
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Después de la penetracion, el siguiente paso en una estrategia fungica para
colonizar una especie de planta es a menudo la secrecion de toxinas o
compuestos similares a fitohormonas que manipulan la fisiologia de la planta en
beneficio del patégeno. Esta interferencia puede consistir simplemente matar

células vegetales con el propésito de absorber nutrientes (Von-Linné-Weg, 1996).

Después de la infeccién, cuando el patégeno se ha establecido en el huésped,
dependera en gran medida del metabolismo del huésped y, como consecuencia,
el metabolismo del patdgeno y el huésped se entrelazaran estrechamente. (Duan

et al., 2013).

2.5 Aislamiento de hongos fitopatégenos

Muchos patégenos pueden identificarse directamente en el tejido enfermo. Sin
embargo, a veces, este no es el caso y debe aislarse el patbgeno para obtener
cultivos puros que faciliten su identificacion. El procedimiento tipico para el
aislamiento de hongos involucra seleccionar tejidos adecuados, lavarlos, cortar
trozos de la zona de avance de la lesion, desinfectarlos superficialmente,
enjuagarlos con agua estéril y colocarlos sobre una superficie de medio de cultivo
sdlido, previamente acidificado para evitar el crecimiento de bacterias y esperar

gue crezca el hongo (Aradz, 1998).
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2.5.1 Calidad de la muestra

Este aspecto es de suma importancia puesto que con frecuencia las muestras
tomadas no llegan al lugar de destino con la calidad requerida para poder realizar
una labor investigativa eficiente. Al tomar la muestra de la planta enferma no se
deben seleccionar las partes u 6rganos que manifiestan estado avanzado de
desarrollo de la enfermedad tales como: sistema radicular o tallo en avanzado
estado de descomposicion, hojas totalmente necrosadas, sino aquellas partes que
manifiesten aun un proceso de desarrollo intermedio de la enfermedad, en las que
el agente parasitario permanece activo y su observacion se facilita. (Tandazo,

2015).

Igualmente, en casos de avanzado desarrollo de los sintomas, la presencia de
organismos secundarios entorpece gravemente el proceso de diagnostico

(Tandazo, 2015).

2.5.2 Observacioén directa

Para la observacion microscépica de patdgenos y tejidos enfermos se emplea el
estereoscopio para observar en vista tridimensional pequefias anormalidades en
el tejido y determinar la presencia de estructuras fructiferas de los hongos
fitopatogenos de interés. También es util en discernir los tejidos mas adecuados
para la observacion al microscopio de luz. La observacion al microscopio de luz
permite identificar la morfologia de diferentes tipos de estructuras como lo son las

esporas. La microscopia de luz para fines de diagnostico requiere de la
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preparacion de fragmentos de tejido y su colocacién sobre portaobjetos, asi como

el empleo de preservantes para su posterior observacion (Aratz, 1998).

2.5.3 Incubacién en papel secante (camara hiumeda)

Gilchrist et al., (2005) indica que, las camaras humedas son un medio rapido y
directo para obtener esporulacion y ayudar a identificar los agentes causales de
algunas enfermedades. Son de especial utilidad con microorganismos que crecen
rapidamente sobre el hospedero y compiten bien con los saproéfitos dentro de la

camara hiumeda.

La preparacion consiste en: cortar las hojas, tallos, etc., en pedazos pequefios y,
con la ayuda de una pinza previamente esterilizada, acomodarlos sobre un
portaobjeto estéril. Esterilizar los pedazos con hipoclorito al 5% durante 30 a 60
segundos, o alcohol al 65% por 5 a 10 segundos; pasar las muestras por agua
estéril para eliminar el exceso de hipoclorito o alcohol y secar el material vegetal.
Algunos patégenos son muy sensibles a la esterilizacion y, por esta razén, se

dejan trozos sin tratar (Zillinsky, 1984).

Segun Gilchrist et al.,, (2005), se recomienda escoger tejido que no esté
demasiado dafiado o con lesiones muy avanzadas para evitar la presencia de
saprofitos. En una caja Petri, colocar papel filtro humedeciéndolo con agua estéril,
colocar el tejido previamente esterilizado y sellar la caja con cinta o parafilm para
mantener la humedad. Incubar la caja a 18-22 °C y exponerla a luz y obscuridad
en forma alternada (sin esta alternancia muchos hongos no desarrollan la fase

reproductiva). Al completar 24, 48 y 72 horas de incubacién, abrir la caja y
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observar en el estereoscopio las estructuras formadas en la lesion, de ser
necesario realizar placas semipermanentes para observar bajo el microscopio
micelio, conidiéforos y conidios o cualquier otra estructura desarrollada por el

hongo.

2.5.4 Incubacién en medio de cultivo

Al identificar las enfermedades de plantas, es recomendable aislar los
microorganismos que son posibles agentes patégenos. Para lograr este objetivo,
los microorganismos (principalmente hongos y bacterias) se aislan en medios de
cultivo artificiales, con el fin de poder purificarlos y estimular su esporulacién para

la produccion de inéculo (SAGARPA, 2018).

La incubacion sobre medios de cultivo ricos en nutrientes permite un adecuado
desarrollo de los hongos patdgenos que se encuentran dentro o sobre tejido ya
sea hojas, tallos, semillas, etc. No obstante, también favorece el desarrollo de
hongos saprofitos, los cuales llegan a tener un crecimiento excesivo que impide

el desarrollo y deteccion de los hongos de interés (Gilchrist et al., 2005).

2.5.4.1 Medios de cultivo

Agar-agua (AA). Suele utilizarse para aislar y hacer germinar esporas,

obtener cultivos monosporicos y verificar la viabilidad del indculo.

Componentes: Agar 15-20 g Agua destilada 1000 ml (Cafedo, V. et al.,

2004).
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Papa-dextrosa-agar (PDA). Este medio es el mas utilizado para el

aislamiento, crecimiento y almacenamiento de hongos, pues es apropiado

para numerosas especies.

Componentes: Papas partidas 250 g Dextrosa 10 g Agar 20 g Agua

destilada 1000 ml (Cafiedo, V. et al., 2004).

2.6 ldentificacion del hongo fitopatégeno

Segun Agrios (2005), La determinacién de si el hongo observado es un organismo
patogeno o saprofito se logra mediante el estudio microscépico de la morfologia
de su micelio, de sus estructuras fructiferas y de sus esporas. Con base en esto,
el hongo puede ser identificado y verificado en las obras de micologia o
fitopatologia adecuadas, con el fin de saber si se ha reportado como patégeno o

no, especialmente sobre el tipo de planta en que se encontro.

La forma, color, tamafio y manera en que se disponen las esporas sobre los
esporoforos o cuerpos fructiferos, son caracteristicas suficientes para sugerir (con
una cierta experiencia en taxonomia de hongos), la clase, orden, familia y género
al cual pertenece un determinado hongo, y esto se logra a su vez mediante la
consulta de claves analiticas que se han publicado para la identificacion de las

especies de hongos (Agrios, 2005).
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Muchos de los factores de diagndstico en la identificacion de diferentes hongos
fitopatbgenos son muy sutiles y sin un equipo de laboratorio adecuado y la
habilidad es dificil de identificar a nivel de especie. Si podemos identificar el tipo
de cuerpo fructifero y / o esporas que estan asociados con un filo en particular,
podemos reducir nuestra busqueda considerablemente. Muy a menudo,
confiamos en los signos y sintomas visuales para el diagndstico de enfermedades

fungicas (Cooper, 2007).

2.7 Clasificacién taxonémica de hongos fitopatégenos

La taxonomia ha sido definida como una forma de organizar informacion biolégica,
permitiendo identificar, denominar y describir reinos, filos, clases, ordenes,
géneros y especies, cada uno de los cuales tienen sus caracteristicas

morfoldgicas y bioquimicas distintivas (Crous, W. et al., 2015).

Para facilitar la identificacion de los organismos se utilizan frecuentemente
esquemas disefiados para tal fin conocidos como claves taxondmicas, estas
consisten en una expresion tabular que sigue una secuencia ordenada de
opciones o dilemas alternativos, en los cuales se expresan los caracteres
diagndsticos o discriminatorios de los taxones para los cuales ha sido construida.
Las claves taxonOmicas son de gran utilidad ya que permiten comparar los
caracteres con precision, los cuales estan definidos para ser facilmente
reconocibles y relativamente constantes en los taxones para los cuales ha sido

disefiada (Fernandez et al., 2013).
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En la clasificacion de hongos fitopatdgenos la recoleccion de datos precisos y
detalles descriptivos es crucial, ya que una caracterizacion imprecisa puede
conducir a la identificacion errbnea de una especie y subsecuentemente a
medidas de control innecesarias y restricciones aplicadas o, lo que es mas
importante, a que no se tomen medidas para controlar patdgenos potencialmente

devastadores (Crous, W. et al., 2015).
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion y descripcion del area de estudio

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Proteccion Vegetal del Instituto de
Investigacion Agropecuaria de Panama (IDIAP), Sub-centro de Alanje. Se
trabajaron con cuatro muestras provenientes de diferentes regiones del pais,

descritas a continuacion:



CUADRO |. DATOS CORRESPONDIENTES A LAS MUESTRAS ANALIZADAS EN EL LABORATORIO.
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Numero de Fecha de
N° Cultivar Localidad Provincia Coordenadas Altitud
muestra colecta
Codificado:
17p 0299435
1) | Muestra N°4 Rendimiento 1 | 03/02/2019 Berbé, Bara Chiriqui 26 m.s.n.m.
UTM 0928335
Parcela 12
Codificado:
17p 0299433
2) | Muestra N°7 Rendimiento 1 | 03/02/2019 Berbd, Baru Chiriqui 26 m. s. n. m.
UTM 0928313
Parcela 20
Guanico Abajo, x 563294
3) | Muestra N°12 Estrella 71 12/10/2018 Los Santos 25m.s.n.m.
Agricola DELI y 806838
Codificado:
4) Muestra Rendimiento 1 | 06/05/2016 Canta Gallo Chiriqui - -

Parcela 2
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3.2 Metodologia

La metodologia empleada para llevar a cabo la investigacion contemplé dos fases;

una en campo Y otra en el laboratorio.

3.2.1 Recoleccion de muestras en campo

Se colecté en campo tejido foliar y granos infectados con lesiones de M. oryzae
de cuatro cultivares de arroz de Panama. Cada muestra llevaba la siguiente
informacion: la fecha de colecta, nombre del cultivar, localidad, estado fenolégico
de la planta, nombre del productor, coordenadas geograficas y algun otro detalle
pertinente. Este material fue proporcionado por el proyecto 501.B.01.08. del

IDIAP.

3.2.2 Procesamiento de muestras en el laboratorio

Se observaron las lesiones en hojas y granos utilizando un estereoscopio marca
Motic modelo K Series y se prepararon placas para ser observadas al microscopio
de luz marca Nikon modelo Eclipse 50I, con el objetivo de verificar la presencia o
ausencia de estructuras fangicas, de M. oryzae y de otros hongos asociados a las

lesiones.

3.2.3 Preparacion de medios de cultivo para el aislamiento de hongos

fitopatogenos

Observar ANEXO 3, ANEXO 4 y ANEXO 5.
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3.2.4 Aislamiento

Del material vegetal observado en el estereoscopio se prepararon camaras
hamedas colocando papel filtro en platos Petri esterilizados. El material vegetal
previamente seleccionado se esterilizé en una solucion de alcohol al 65% por un
periodo de 5 segundos, posteriormente se enjuagd en agua esterilizada y se

dispuso a secar el material en papel filtro.

En el caso de granos, se distribuyeron 20 granos de cada muestra en cada plato
Petri, mientras que con las lesiones de tejidos foliar se cortaron 1 0 2 secciones
de la hoja y se colocaron en el centro del plato Petri. Posteriormente se llevaron

los platos Petri a la incubadora a 28 °C hasta observar el crecimiento de micelio.

Figura 1.: A — B. Cadmaras humedas de granos en papel filtro. C — D. Lesiones
en tejido foliar seleccionadas para asilamiento en camara humeda. Fuente:

Angélica Palma.
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Ademas, se realizaron siembras de tejido foliar y granos en medio de cultivo PDA.
Se cortaron pequefas secciones de tejido foliar mostrando lesiones de M. oryzae,
se desinfecté con alcohol y posteriormente se sembro en PDA con antibioticos.
Por otra parte, con los granos, se seleccion6 material que mostrara crecimiento

de micelio, se desinfectaba y se realizaba siembra directa en el medio de cultivo.

Figura 2.: Siembra de grano directo en medio de cultivo PDA con antibiético, vista

dorsal y ventral del plato respectivamente. Fuente: Angélica Palma.

3.2.5 Purificacion

Se cortd pequefias secciones del borde de la colonia en crecimiento,
implementando agujas de diseccion y bisturi flameados. Estas pequefias
porciones de micelio o bien agar y micelio se depositaron en platos Petri con medio

de cultivo estéril para obtener cultivos puros del hongo de interés.
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Figura 3.: Medio de cultivo PDA con antibiético mostrando crecimiento de dos
hongos fitopatdgenos simultaneamente (Curvularia sp. en la parte superior y
Fusarium sp. en la parte inferior), vista dorsal y ventral del plato respectivamente.

Fuente: Angélica Palma.

Para establecer un cultivo confiable, fue necesario llevar a cabo aislamientos
monosporicos que garantizaran la autenticidad y pureza de los mismos y de los
datos obtenidos. Este proceso consistio en realizar un frotado en zigzag con un
haza esterilizada en medio de cultivo AGAR AGUA, transcurridas 24 horas se
selecciond una espora que se encontraba aislada y se sembré en medio de cultivo

PDA con antibidtico.
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Figura 4.: A — B. Rayado en medio de cultivo Agar Agua, para cultivo
monosporico, vista dorsal y ventral del plato respectivamente. C — D. Cultivo
monosporico desarrolladose a partir de una espora de Bipolaris sp. Fuente:

Angélica Palma.

3.2.6 Inoculacioén

Se procedi6 a inocular el hongo fitopatégeno de interés en medio de cultivo, bajo
condiciones controladas de esterilidad y asepsia. Los instrumentos utilizados
fueron previamente esterilizados bajo luz ultravioleta en una camara de flujo

laminar por un periodo de 1 hora.
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Para este proceso se realiz6 un raspado del medio de cultivo, luego se llevé a
cabo la siembra de las esporas o micelio del hongo de interés en un nuevo plato
Petri con medio de cultivo PDA con antibidtico y se procedié a cerrar

herméticamente el plato Petri con Parafilm.

Se utilizd6 el medio de cultivo Agar, Agua, Hojas de Clavel (CLA), para la
inoculacién del hongo fitopatégeno Fusarium, este medio de cultivo propicia el
desarrollo de estructuras propias de este hongo. Se colocd pequefias secciones
de micelio sobre las hojas de clavel y se procedio6 a cerrar herméticamente el plato

Petri con Parafilm.

Figura 5.: A — B. Fusarium en medio de cultivo CLA, vista ventral y dorsal del
plato respectivamente. C. Micelio extraido creciendo en grano de camara humeda
para siembra en CLA. D. Crecimiento de Fusarium sp. en hoja de clavel. Fuente:

Angélica Palma.
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3.2.7 Incubacién

Para la incubacién el plato Petri se coloc6 en una incubadora refrigerada
Heratherm Thermo Scientific a 28 °C, durante 5 — 7 dias aproximadamente de

acuerdo al desarrollo que presente el micelio del hongo de estudio.

3.2.8 Identificacién

Luego de observar y verificar que el crecimiento de micelio correspondiera a
hongos fitopatdgenos de interés en el cultivo del arroz, se prepararon placas

semipermanentes utilizando Poliviny lalcohol (Ver ANEXO 2).

Para la elaboracion de placas semipermanente utilizando el polyvinyl acohol, se
colocé una gota en un portaobjetos, se agregé una seccion de la muestra a
analizar y se coloco el cubre objetos sobre la muestra dejandolo caer con
suavidad, también se implementaba cinta adhesiva, donde se cortaba una seccion
de cinta y con una pinza previamente esterilizada se tomaba material con un

pequefio toque en la superficie de la colonia.

Una vez esparcido correctamente el polyvinyl alcohol sobre la placa se observé al
microscopio con aumento de 4x, 10x y 40 X, luego utilizando un marcador
permanente de punta fina, se anotaron datos como, fecha de preparacion de la
placa, nombre del cultivar, nombre del hongo, nombre de la finca, del productor y

algun otro detalle que se considere pertinente escribir en la placa portaobjeto.
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3.2.9 Descripcion

Para este proceso se implementé un método comparativo a través de fotografias

de estructuras microscopicas y macroscopicas y el uso de claves taxondmicas.

Se llevd a cabo observaciones macroscépicas tales como: forma de la colonia,
coloracién caracteristica en el medio de cultivo, presencia de halos de crecimiento,

apariencia.

Se procedié a realizar andlisis de las placas semipermanentes utilizando un
microscopio de luz con los aumentos 40 x y 100 x utilizando aceite de inmersion,
donde se observaban con detalle las estructuras presentes. Las mismas eran
fotografiadas con un Huawei Y6II CAM-L23 con una cdmara de 13 megapixeles y
dibujadas, con el objetivo de recolectar todas las caracteristicas que estas
presentaban, por ejemplo, color, forma, septacion. Se realizaron 20 mediciones
de los conidios de largo y ancho, del ancho de conidioforos empleando una rejilla
de medicidn, la cual estaba previamente calibrada e incorporada al microscopio

de luz.

Culminada la etapa de descripcion, se procedi6 a pasar estos datos por las claves
taxdbnomicas (Ou, 1985), (Sivanesan, 1992) y (Seifert, 1996), permitiéndonos la

identificacién de especies.
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3.3 PARAMETROS A EVALUAR

La presencia de estructuras fungicas en tejido fresco. Diagndéstico de crecimiento
de estructuras fungicas en medio de cultivo PDA. Toma de datos morfométricos
para la posterior utilizacion de las claves taxondémicas e identificacion a nivel de

género de los organismos.
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IV. RESULTADOS

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS FITOPATOGENOS

Se procesaron un total de 4 muestras, correspondientes a granos y hojas
afectadas con lesiones, de las cuales se aislaron 9 hongos fitopatdégenos
pertenecientes a los géneros Curvularia, Nigrospora, Fusarium y Bipolaris. De
ellos 3 corresponden al género Curvularia, 2 a Nigrospora, 3 a Bipolaris y uno a

Fusarium.

De los hongos fitopatdogenos identificados; 5 fueron asilados de granos, los
géneros Curvularia y Fusarium. Y el género Nigrospora y Bipolaris se aisl6 tanto

en hoja como en grano.

Siete de los hongos fitopatégenos fueron identificados en la regién de Chiriqui,
sobre cultivares codificados y uno en la region de Los Santos, sobre el cultivar
Estrella 71. Las especies identificadas se encuentran distribuidas de la siguiente
manera: Curvularia cf. lunata, Curvularia cf. geniculata, Bipolaris cf. oryzae,
Nigrospora cf. oryzae y Fusarium sp. en la localidad de Berba, Baru; provincia de
Chiriqui. Nigrospora cf. oryzae y Bipolaris cf. sorokiniana localidad de Canta Gallo,
Alanje; provincia de Chiriqui. Por otra parte, en la provincia de Los Santos se

identifico la especie Curvularia cf. verruculosa, en la localidad de Guénico Abajo.
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CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Las observaciones de las estructuras microscoépicas se realizaron bajo aumentos
de 40x y 100x en un microscopio y en el caso de estructuras hialinas se empled
azul de lactofenol como colorante. Se consideraron Unicamente los hongos

fitopatdgenos de interés en el cultivo de arroz en Panama.

Mediante la observacion y apoyados en las claves taxondmicas (Ou, 1985),
(Sivanesan, 1992) y (Seifert, 1996), se llevé a cabo la identificacion de las

especies descritas a continuacion.

Curvularia cf. lunata (Wakker) Boedijn

(Ascomycota, Dothideomycetes, Pleosporales, Pleosporaceae)

Sindnimo: Acrotecium lunatum Wakker

Procedencia de material: R1 P12; Berba, Baru, Chiriqui; IDIAP; Bolsa N°4; c: 03-

02-2019 — grano; Coordenadas P-17-02-99-43-5, UTM 0928335, 26 m. s. n. m.

Descripcién macroscopica:

Micelio esponjoso de color café oscuro a negro con bordes color marron claro a
naranja tanto en el lado dorsal como el lado ventral del plato, a los 6 dias de

crecimiento en PDA con antibiético a 28°C.

Descripcién microscépica:

Conidiéforos erectos, de color café oscuro, septados 2 — 4 um de ancho,

subtendiendo los conidios en la parte apical, mostrando la cicatriz de insercion del
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conidio; conidios de color café oscuro, 18 — 25 x 10 — 13 um, presentando paredes
lisas, 3 septos, 4 células, la segunda célula mas grande y mas pigmentada que el

resto de las células, cicatriz o hilum prominente.

Figura 6.: Morfologia de Curvularia cf. lunata. A — B. Vista dorsal y ventral del
palto respectivamente. C. Conidios mostrando tres septos. D. Conidiéforo
subtendiendo los conidios en la parte apical. E — F. Conidios con germinacion

polar. Fuente: Angélica Palma.
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Curvularia cf. verruculosa Tandon & Bilgrami ex M.B. Ellis

(Ascomycota, Dothideomycetes, Pleosporales, Pleosporaceae)

Procedencia del material: Estrella 71; Guanico Abajo, Los Santos; Agricola DELI;
Bolsa N°12; c: 12-10-2018 — grano; Coordenadas x: 563294, y:806838, 25 m. s.

n. m.

Descripcidn macroscopica:

Micelio esponjoso de color café oscuro a negro en el lado dorsal del plato, el lado
ventral del plato de color negro donde se observan ligeramente la formacion de

anillos concéntricos, a los 6 dias de crecimiento en PDA con antibi6tico a 28 ° C.

Descripcién microscépica:

Conidiéforos erectos, flexuoso en la region del apice, de color café oscuro,
septados 3 — 5 um de ancho, mostrando la cicatriz de insercion del conidio;
conidios de color café claro a hialinos, 20 — 26 x 9 — 11 um, ligeramente curvados,
presentando ornamentaciones en la pared tanto en los estadios jovenes como en
los maduros, 3 septos, 4 células, la segunda célula mas grande, las dos células
centrales ligeramente mas pigmentadas que el resto de las células, células

terminales palidas, cicatriz o hilum prominente.
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Figura 7.: Morfologia de Curvularia cf. verruculosa. A — B. Vista dorsal y ventral
del plato respectivamente. C. Conidios mostrando hilum no protuberante. D.
Conidioforo mostrando la cicatriz de insercion del conidio. E. Conidios mostrando
tres septos. F. Conidioforo erecto, flexuoso en la parte apical, subtendiendo los

conidios. Fuente: Angélica Palma.
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Curvularia cf. geniculata (Tracy & Earle) Boedijn

(Ascomycota, Dothideomycetes, Pleosporales, Pleosporaceae)

Sinénimo: Helminthosporium geniculatum Tracy & Earle

Procedencia de material: R1 P20; Berba, Baru, Chiriqui; IDIAP; Bolsa N°7; c: 03-

02-2019 — grano; Coordenadas P-17-02-99-43-3, UTM 0928313, 26 m. s. n. m.

Descripcién macroscépica:

Micelio de apariencia lanosa, de color café oscuro a negro formando circulos
conceéntricos tanto en el lado ventral como en el lado dorsal del plato, a los 6 dias

de crecimiento en PDA con antibi6tico a 28 ° C.

Descripcidn microscopica:

Conidioforos erectos, de color café oscuro, curvados, septados 4 — 7 um de ancho,
subtendiendo los conidios en la parte apical, mostrando la cicatriz de insercion del
conidio; conidios de color café oscuro, 28 — 33 x 11 — 14 um, geniculados, de
paredes lisas, 4 septos, 5 células, la segunda célula mas grande y mas

pigmentada que el resto de las células, cicatriz o hilum prominente.
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Figura 8.: Morfologia de Curvularia cf. geniculata. A — B. Vista dorsal y ventral
del plato respectivamente. C. Conidiéforo flexuoso y curvado en la parte apical. D.
Conidios mostrando cuatro septos e hilum protuberante. E. Conidi6foro erecto

subtendiendo los conidios en la parte apical. Fuente: Angélica Palma.
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Nigrospora cf. oryzae (Berk. & Broome) Petch
(Ascomycota, Sordariomycetes, Trichosphaeriales, Trichosphaeriaceae)

Sinébnimo: Monotospora oryzae Berk. & Broome

Procedencia de material: R1 P20; Berba, Baru, Chiriqui; IDIAP; Bolsa N°7; c: 03-

02-2019 — grano; Coordenadas P-17-02-99-43-3, UTM 0928313.

Descripcion macroscopica:

Micelio de color transparente, de apariencia esponjosa, con regiones negras y
grises en la superficie del lado dorsal del plato, el lado ventral del plato de color
crema con un anillo de 11, 7 cm de radio al punto central y otro anillo de 3,3 cm
de radio del punto central, a los 11 dias de crecimiento en PDA con antibiético a

28 ° C.

Descripcién microscopica:

Conidioforos cortos y simples, hialinos, 6 — 8 um de ancho, subtendiendo una
espora en la parte apical, presenta una vesicula hialina y aplanada al final del
conidioforo; esporas de color negro, unicelulares, de forma globosa a subglobosa,

9-12x13-15 pum.
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Figura 9: Morfologia de Nigrospora cf. oryzae. A — B. Vista dorsal y ventral del
medio de cultivo. C — D. Células conidibgenas subtendiendo a los conidios. E.

Conidioforo y vesicula. Fuente: Angélica Palma.



47

Nigrospora cf. oryzae (Berk. & Broome) Petch

(Ascomycota, Sordariomycetes, Trichosphaeriales, Trichosphaeriaceae)

Sinbnimo: Monotospora oryzae Berk. & Broome

Procedencia del material: R1 P2; Canta Gallo, Alanje, Chiriqui; IDIAP; c: 06-05-

2016 — hoja.

Descripcién macroscépica:

Micelio de color transparente, de apariencia esponjosa, con regiones negras y
grises en la superficie del lado dorsal del plato, el lado ventral del plato de color
crema con un anillo de 3, 7 cm de radio al punto central y otro anillo de 2,6 cm de
radio del punto central, a los 9 dias de crecimiento en PDA con antibiotico a 28 °

C.

Descripcion microscopica:

Conidiéforos cortos y simples, hialinos, 7 — 9 um de ancho, subtendiendo una
espora en la parte apical, presenta una vesicula hialina y aplanada al final del
conidiéforo; esporas de color negro, unicelulares, de forma globosa a subglobosa,

10 - 23 x 13 — 24 pm.
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Figura 10.: Morfologia de Nigrospora cf. oryzae. A — B. Vista dorsal y ventral del
medio de cultivo. C. Conidios. D. Células conididégenas dando lugar a conidios. E.
Hifa que produce célula conididgena, subtendiendo conidios. Fuente: Angélica

Palma.
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Fusarium sp.

(Ascomycota, Sordariomycetes, Hypocrales, Nectriaceae)

Sinbnimo:

Procedencia de material: R1 P12; Berba, Baru, Chiriqui; IDIAP; Bolsa N°4; c: 03-

02-2019 — grano; Coordenadas P-17-02-99-43-5, UTM 0928335, 26 m. s. n. m.

Descripcién macroscépica:

Micelio de color naranja palido, esponjoso, con circulos concéntricos de color
rosado en el lado dorsal del plato; en el lado ventral micelio de color naranja
intenso en el centro y de color naranja-amarillo en los bordes de los circulos
concéntricos, a los 6 dias de crecimiento en PDA con antibiotico. A los 30 dias de
crecimiento en PDA con antibiotico micelio ligeramente algodonoso, de color
marrén-grisaceo, en los bordes de color rojo vino-rosado en el lado dorsal del
plato; micelio de color café oscuro en el centro, con bordes presentando una

tonalidad de rojo vino a rosado en el lado ventral del plato.

Descripcidn microscopica:

Macroconidios de color hialinos, ligeramente curvados, 5 septos, 6 células, 40 —
54 x 3 — 4 pm. Célula basal en forma de pies, 3 — 5 um de largo, célula apical
delgada, en forma de gancho. No se observan microconidios. Clamidosporas de
color amarillo-verdoso, de paredes lisas, de globosa-subglobosa, terminales e

intercalares, solitarias, en pares y catenuladas (5 — 6), 9 — 13 x 8 — 13 pum.
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Figura 11.: Morfologia de Fusarium sp. A —B. Vista dorsal y ventral del medio de
cultivo a los 6 dias de crecimiento. C — D. Vista dorsal y ventral del medio de cultivo
alos 30 dias de crecimiento. E. Conidio desarrollado con cinco septos. F. Conidios
en diferentes estadios de desarrollo. G — |. Clamidosporas en posicion intercalar,

catenuladas, terminales, solitarias y en pares. Fuente: Angélica Palma.
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Bipolaris cf. sorokiniana Shoemaker

(Ascomycota, Dothideomycetes, Pleosporales, Pleosporaceae)

Sindbnimo: Helminthosporium sorokinianum Sacc.

Procedencia del material: R1 P2; Canta Gallo, Alanje, Chiriqui; IDIAP; c: 06-05-

2016 — hoja.

Descripcién macroscépica:

Micelio de apariencia poco esponjosa, de color café oscuro a negro formando
circulos concéntricos, en el lado ventral del plato con un anillo de 2, 7 cm de radio
al punto central y otro anillo de 2,0 cm de radio del punto central, a los 11 dias de

crecimiento en PDA con antibiotico a 28 ° C.

Descripcion microscopica:

Conidiéforos erectos, flexuoso o geniculado en el area apical, de color café
oscuro, septados 4 — 6 pum de ancho, subtendiendo los conidios en la parte apical,
mostrando la cicatriz de insercion del conidio; conidios de color café oscuro, 67 —
94 x 16 — 20 um, con extremos mas claros, 8 pseudoseptos, 7 células, cicatriz o

hilum prominente.
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Figura 12.: Morfologia de Bipolaris cf. sorokiniana. A — B. Vista dorsal y ventral
del del plato. C — D. Conidioforo flexuoso en la parte apical subtendiendo los
conidios. E. Conidios con 8 pseudoseptos. F. Conidio con hilum protuberante. G

— H. Conidio atipico bifurcado. Fuente: Angélica Palma.
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Bipolaris cf. oryzae (Breda de Haan) Shoemaker

(Ascomycota, Dothideomycetes, Pleosporales, Pleosporaceae)

Sinénimo: Drechslera oryzae (Breda de Haan) Subram. & BL Jain

Procedencia de material: R1 P12; Berba, Baru, Chiriqui; IDIAP; Bolsa N°4; c: 03-

02-2019 - hoja; Coordenadas P-17-02-99-43-5, UTM 0928335, 26 m. s. n. m.

Descripcién macroscépica:

Micelio de apariencia esponjosa, de color grisdceo oscuro a negro mostrando en
los bordes una coloracién verde-azulosa en el lado dorsal del plato; en el lado
ventral del plato se observa micelio de color café oscuro a negro con bordes
ligeramente olivaceos, a los 5 dias de crecimiento en PDA con antibiotico a 28 °

C.

Descripcion microscopica:

Conidiéforos erectos, de color café oscuro, generalmente geniculados en la region
cercana al apice, septados 5 — 7 um de ancho, subtendiendo los conidios en la
parte apical, mostrando la cicatriz de insercion del conidio; conidios de color café
claro, curvados, 76 — 102 x 14 — 17 um, de paredes lisas, mostrando germinacién

bipolar, 6 — 11 pseudoseptos, 7 — 12 células, cicatriz o hilum poco prominente.
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Figura 13.: Morfologia de Bipolaris cf. oryzae. A — B. Vista dorsal y ventral del
plato. C. Conidio mostrando germinacién bipolar. D. Conidio unido al conidiéforo.
E. Conidio con hilum poco protuberante,10 pseudoseptos. F. Conidioforo,

mostrando punto de insercion del conidio. Fuente: Angélica Palma.
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Bipolaris cf. oryzae (Breda de Haan) Shoemaker

(Ascomycota, Dothideomycetes, Pleosporales, Pleosporaceae)

Sinénimo: Drechslera oryzae (Breda de Haan) Subram. & BL Jain

Procedencia de material: R1 P20; Berba, Baru, Chiriqui; IDIAP; Bolsa N°7; c: 03-

02-2019 — grano; Coordenadas P-17-02-99-43-3, UTM 0928313, 26 m. s. n. m.

Descripcién macroscépica:

Micelio de apariencia esponjosa, de gris oscuro a negro mostrando en los bordes
una coloracién verde-azulosa en el lado dorsal del plato; en el lado ventral del
plato se observa micelio de color café oscuro a negro con bordes ligeramente

olivaceos, a los 5 dias de crecimiento en PDA con antibi6tico a 28 ° C.

Descripcion microscopica:

Conidiéforos erectos, de color café oscuro, generalmente geniculados en la region
cercana al apice, septados 5 — 7 um de ancho, subtendiendo los conidios en la
parte apical, mostrando la cicatriz de insercidén del conidio; conidios de color café
claro, curvados, 83 — 105 x 14 — 17 um, de paredes lisas, mostrando germinacién

bipolar, 8 — 11 pseudoseptos, 9 — 12 células, cicatriz o hilum poco prominente.
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Figura 14.: Morfologia de Bipolaris cf. oryzae. A — B. Vista dorsal y ventral del
medio de cultivo. C. Conidios jovenes mostrando hilum poco protuberante. D.
Conidio con 10 pseudoseptos. E. Conidio con germinacion bipolar. F. Conidiéforo
subtendiendo los conidios, mostrando punto de insercion del conidio. Fuente:

Angélica Palma.
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V. DISCUSION

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS FITOPATOGENOS

Los hongos aislados de los cultivares codificados y el cultivar Estrella 71 se
identificaron como hongos de los géneros Curvularia, Nigrospora, Fusarium y
Bipolaris, basados en la caracterizacibn morfolégica macroscopica Yy
microscoépica. Se logré identificar las especies Curvularia cf. lunata, Curvularia cf.
geniculata, Curvularia cf. verruculosa, Nigrospora cf. oryzae, Fusarium spp,
Bipolaris cf. sorokiniana y Bipolaris cf. oryzae. los resultados obtenidos permiten
confirmar la existencia de interaccion entre las especies de hongos fitopatégenos

antes mencionadas y el cultivo del arroz.

Como menciona Azizah et al. (2015), las especies de Curvularia y Bipolaris son
fitopatégenos importantes reportados en todo el mundo y corresponden a los
principales patdgenos destructivos principalmente para plantas de cereales,
incluido el arroz (Oryza sativa). Se reportan aislamientos de Curvularia de
muestras de granos, y Bipolaris tanto en muestras de granos como de hojas

(Azizah et al., 2015).

Estos dos géneros se encuentran estrechamente relacionados, sin embargo, de
acuerdo a Azizah et al. (2015), pueden diferenciarse en funcion de la morfologia
sexual de sus conidias. Ademas de eso, Curvularia tiene una morfologia conidial

curva y robusta en comparacion con Bipolaris, que tienen grandes conidios.
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Entre las principales especies de estos géneros que producen dafios econémicos
Importantes, especialmente en las regiones tropicales, se reportan C. lunata, C.

geniculata, B. oryzae, B. sorokiniana (Pinciroli et al., 2013).

Por otra parte, Sharma et al. (2013), informa la existencia de Nigrospora oryzae
como la causa numerosas y diminutas pustulas negras en las hojas de arroz.
Wang et al. (2017), describe aislamientos realizados de este género asociados
con manchas foliares donde se cultivaron tejidos y esporas simples. Ou (1985),
menciona gque esta especie es una de las mas comunes en el género Nigrospora

reportadas en el cultivo de arroz.

Cabe destacar que en el caso de Fusarium Neninger et al. (2003), lo identifica
como un patégeno de semilla. De acuerdo a Seifert (1996), las especies de
Fusarium se encuentran muy extendidas y pueden aislarse de semillas y otros
tejidos de una amplia variedad de plantas, entre ellas el arroz. Pinciroli et al.
(2013), reporta Fusarium como un importante hongo fitopatbgeno en campo,

ademas lo describe como un hongo de almacenamiento toxicogénico importante.
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CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Se obtuvo colonias en medio de cultivo PDA con antibidtico para los cuatro
géneros de hongos fitopatdgenos previamente identificados.

En el género Curvularia, se logro identificar las especies Curvularia cf. lunata,
Curvularia cf. geniculata y Curvularia cf. verruculosa, las cuales presentaban las
siguientes caracteristicas:

Curvularia cf. lunata, con colonias oscuras en el centro y de bordes café claro,
conidios ligeramente curvados, con tres septos y la segunda célula mas
ensanchada y pigmentada que el resto, reafirmando lo descrito por a Azizah et al.
(2015) para esta especie. Curvularia cf. geniculata con conidias de color café a
café oscuro, lisas, (doblado como rodilla), la célula central usualmente café
oscuro, grande y mas oscura que el resto, corroborando la descripcion realizada
por Piontelli (2015). La especie Curvularia cf. verruculosa, presento las siguientes
caracteristicas previamente descritas por Piontelli (2015), colonias de color café
oscuro a negro, de crecimiento rapido. Conidios normalmente de 3 septos, de
color café claro, con células apicales y basales mas palidas que el resto,

mostrando paredes verrugosas.

Las colonias correspondientes al género Bipolaris presentaban caracteristicas
distintivas para cada especie, donde Bipolaris cf. sorokiniana formé micelios
aterciopelados con una pigmentacion de color marron oscuro, con anillos
conceéntricos; conidias rectas a ligeramente curvadas de coloracion café oscura,

ratificando la descripcién que realiz6 Azizah et al. (2015) para este hongo
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fitopatdogeno. La especie Bipolaris cf. oryzae presentd abundante micelio aéreo
gue da una apariencia algodonosa, esponjosa; reverso olivaceoso a olivaceoso
oscuro; superficie gris oscuro con bordes olivaceos. Conidias mayormente
curvadas de coloracion café a café palido, resefia realizada anteriormente por

Marin et al. (2011), en esta especie.

Las colonias de Nigrospora cf. oryzae presentaron un crecimiento rapido con un
cambio de coloracion de acuerdo a la edad del micelio, corroborando lo observado
por Wang et al. (2017), quien afirma que esta especie desarrolla colonias lanudas,
de margen circular, creciendo rapidamente, las cuales al principio son blancas con
pequefios conidios negros brillantes facilmente visibles bajo un microscopio de
diseccion de baja potencia debido a su gran tamafio, que luego se vuelven

marrones o negras cuando la esporulacion es abundante.

Reafirmando lo descrito por Seifer (1996), el género Fusarium mostro produccion
de conidios, hialinos, septados, en forma de canoa (conocido como macroconidia).
Ademas de esto, algunas especies también producen clamidosporas. Sus
colonias exhiben una textura algodonosa o algo corpulenta, donde los pigmentos

rojos son producidos por especies de varias secciones.
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VI. CONCLUSIONES

X/
L X4

El empleo de camaras humedas, medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar
(PDA), Hojas de Clavel-Agar-Agua (CLA) y Agar Agua, resultaron
metodologias de diagndstico apropiadas para el aislamiento de hongos
fitopatdgenos asociados a granos y hojas en los cultivares de arroz Estrella

71y tres cultivares codificados del IDIAP.

Se logré identificar los hongos fitopatdogenos: Curvularia cf. lunata,
Curvularia cf. geniculata, Curvularia cf. verruculosa, Nigrospora cf. oryzae,
Fusarium sp., Bypolaris cf. oryzae, Bipolaris cf. sorokiniana, asociados a
los cultivares de arroz Estrella 71 y tres cultivares codificados del IDIAP; a
través del empleo de las claves taxon6micas (Ou, 1985), (Sivanesan,

1992), (Seifert, 1996) y evaluacion de caracteristicas morfologicas.

Se documentaron hongos fitopatégenos asociados a los cultivares de arroz
Estrella 71 y tres cultivares codificados del IDIAP, al igual que
caracteristicas macroscopicas y microscopicas distintivas de estos
organismos. Para la descripcion de colonias creciendo en medio de cultivo
Papa-Dextrosa-Agar (PDA) se registré color y apariencia; por otra parte,
para sus estructuras reproductivas se registrd: en los conidios forma, color,
septacion, curvatura, largo y ancho y tipo de germinacién de presentarse;

en los conidi6foros color, septacidn, curvatura y ancho.
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VIl. RECOMENDACIONES

Implementar otros medios de cultivo como Agar Spezieller Nahrstoffarmer
(SNA), que permite la formacion de conidios consistentes en tamafo y
forma, 6ptimo para utilizarse con fines de identificacion; Malta Sal Agar
(MSA) el cual resulta ser un medio menos favorable para hongos
contaminantes de crecimiento rapido, asi como periodos alternados de luz
y oscuridad, que favorezcan el crecimiento de estructuras especializadas y
de otras especies de hongos fitopatdgenos de relevancia en el cultivo del

arroz.

El empleo de acidificantes en los medios de cultivo, a partir de una solucion
estéril de acido tartarico al 10 %, que permite bajar el pH del medio a 3.5 +
0.1, condiciébn que inhibe el crecimiento bacteriano. La presencia de
bacterias en el medio de cultivo representa un obstaculo para la evaluacion
y caracterizacién de los organismos de interés, ya que impiden el desarrollo

optimo de los hongos fitopatdégenos y sus estructuras.
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ANEXOS

Anexo 1. Glosario de términos.

1. Agar Agua: consiste en 20 g de agar en 1 L de agua destilada. Este medio
es recomendado para la germinacion de conidios que seran utilizados
para iniciar un cultivo (Leslie y Summerell, 2006).

2. Agar Hoja de Clavel (CLA): es un medio de cultivo natural preparado
asépticamente, en donde se prepara agar 2% (20 g de agar en 1 L de
H20) y se colocan piezas de hojas estériles de 3 a 5 mm en un plato Petri.
Se utiliza en especifico para el desarrollo de estructuras macro y
microscopicas de las especies del género Fusarium (Leslie y Summerell,
2006).

3. Agar Papa Dextrosa (PDA): es un medio de cultivo que puede preparase
a base de componentes naturales, sintéticos o semi-sintéticos. Es rico en
carbohidratos estimulando el crecimiento vegetativo en muchos hongos
(Leslie y Summerell, 2006).

4. Asca: célula en forma de saco o bolsa que generalmente contiene un
namero definido de ascosporas (tipicamente ocho), que se forman (por un
proceso llamado formacion de células libres) por lo comun después de la
cariogamia y la meiosis; las ascas son caracteristicas de los ascomicetes
(Ulloa, 1991).

5. Ascomiceto: hongos imperfectos (no se conoce su fase sexual),
caracterizados por presentar una célula fértil (célula ascogena) en forma

de saco en la que ocurre cariogamia y meiosis, y da como resultado
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generalmente 8 meiosporas enddgenas (ascosporas). Esta estructura se
denomina asco (esporangio), y constituye la sinapomorfia (novedad
evolutiva que permite diferenciar a un taxén de otros taxones) del grupo.
Forman un cuerpo fructifero pseudoparenquimatoso denominado
ascocarpo, el que puede presentar una leve diferenciacion de tejidos y
varias formas: cleistotecio, peritecio y apotecio (Cabral, 2013).
Ascospora: espora haploide, propia de los hongos ascomicetes, que nace
en el interior del asca como resultado de un proceso de reproduccion
sexual. (Ulloa, 1991).

Basidiomiceto: hongos imperfectos (no se conoce su fase sexual), en los
cuales al igual que en los ascomicetos su sinapomorfia es el esporangio.
En este grupo se denomina basidiocarpo, y se caracteriza por ser una
célula terminal en forma de clavo en la que se produce cariogamia y
meiosis, produciendo generalmente 4 esporas exdgenas (basididosporas).
Todos los Basidiomicetos tienen micelios compuestos por hifas tabicadas,
uni-, bi- o multinucleadas, con tabiques perforados por poros compuestos
denominados doliporos (Cabral, 2013).

Bipolar: se aplica al tipo de germinacion que tienen algunas esporas, que
emiten un tubo germinativo en cada polo. (Ulloa, 1991).

Células conididgenas: en los hongos conidiales, se refiere a la célula fértil,
especializada para la produccion de conidios. (Ulloa, 1991).
Clamidospora: espora de origen asexual, recubierta por una pared celular

recia y de tipo perdurante, que funciona como espora de resistencia o
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latencia; respecto a su ontogenia, las clamidosporas se consideran como
conidios holotélicos, por lo que no deben ser confundidos con las
teliosporas de los Heteribasidiomycetes, que son de origen sexual. (Ulloa,
1991).

Claves taxonomicas: su propoésito principal es facilitar la identificacion o
distinguir un tipo de organismo de otro. Las claves se construyen
utilizando caracteristicas contrastantes para dividir los organismos
en grupos mas pequenos; cada vez que se hace una eleccién, un nimero
de organismos son eliminados. Si suficientes caracteristicas se
contrastan, el niumero de posibilidades para la identidad del organismo
desconocido se reduce eventualmente a uno (Universidad Complutense
de Madrid, 2005).

Conidio: también se llama conidiospora; es una espora asexual, no mévil,
generalmente formada en el apice o en un lado de la célula esporégena
especializada. Los conidios pueden ser uni, bi o pluricelulares, y secos o
mucosos, pero nunca se producen dentro de alguna estructura con pared
celular rigida o peridio. Los conidios son las esporas asexuales de los
deuteromicetes, ascomicetes y basidiomicetes. (Ulloa, 1991).
Conidioforo: hifa, simple o ramificada, que se diferencia morfologica y
fisiolégicamente de una soméatica por producir y sustentar conidios; éstos
son generados en células especializadas denominadas conididgenas, que

pueden disponerse de manera muy diversa. (Ulloa, 1991).
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Distoseptado: tipo de conidio pluricelular en el que cada una de las células
se halla rodeada por una pared parecida a un saco o bolsa (distosepto),
distinta de la pared externa o periférica del conidio, de manera que no
existen verdaderos septos entre célula y célula. (Ulloa, 1991).

Flexuoso: torcido o doblado alternadamente en direcciones opuestas, en
zigzag. (Ulloa, 1991).

Geniculado: arrodillado; se aplica metaféricamente a la parte de una higfa
o de un conidiéforo que forma codos debido a los cambios de direccion
por el crecimiento simpodial del mismo. (Ulloa, 1991).

Hilum: cicatriz, punto o marcas de las esporas (conidios, basidiosporas,
etc.) que indica el sitio de union al esporéforo, esterigma, etc. El hilo es
una estructura distintiva en algunas especies. (Ulloa, 1991).
Macroconidios: conidio o esporas de reproduccién asexual, que se
distingue del microconidio tanto por su mayor tamafio como por ser
pluricelular. (Ulloa, 1991).

Microconidios: se refiere a un conidio pequefio, generalmente unicelular.
(Ulloa, 1991).

Monopolar: se dice de la germinacion que tiene la mayoria de las esporas,
en la que se produce un tubo germinativo. (Ulloa, 1991).

Septo: pared celular en una célula o en una hifa. Los septos o tabiques se
forman por crecimiento centripeto de la pared celular, y se presentan con

cierta regularidad espacial en los micelios septados. (Ulloa, 1991).
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Seudosepto: membrana protoplasmatica o membrana vacuolar semejante
a un septo, también llamados distoseptos. (Ulloa, 1991).

Subglobosa: esferoidal, casi esférico; se aplica a las estructuras (esporas,
esporocarpos, etc.) cuya relacion entre el eje polar y el didmetro ecuatorial
se encuentra entre 1.05y 1.15. (Ulloa, 1991).

Tubo germinal: hifa corta que surge del poro o hendidura germinal de una
espora durante la germinacion, y que al continuar su desarrollo en
condiciones propicias forma una hifa de mayor tamafio, incluso un micelio.
(Ulloa, 1991).

Verruculosa: con la superficie aspera, ornamentada de microscépicas o
diminutas prominencias semejantes a verrugas. (Ulloa, 1991).

Vesicula: recipiente o bolsa en forma de vejiga o ampolla. También se
denomina vesicula a la estructura que presentan los conidiéforos de
algunas especies, que consiste en un hinchamiento de la parte apical, que

da origen a las fialides productoras de conidios. (Ulloa, 1991).
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Anexo 2. Procedimiento para la preparacion de medio de cultivo Papa, Dextrosa,

Agar (PDA).

Preparacion de medios PDA a partir de papas

1. Se lavaron de 200 a 300 gramos de papa. Se corto la papa en pequefias

secciones y se colocé en un matraz conteniendo agua destilada. Se
coloco el envase conteniendo las papas sobre un plato caliente hasta que
estas se suavizaron. Se utilizaron de dos a tres capas de gasa para filtrar
los pequerios pedazos de papas. Los trozos de papa suaves se exprimian

a traves.

. Se recolecto el filtrado en un matraz, se afiadié 15 gramos de dextrosa,

20 gramos de agar, se aforé a un litro. Se colocé el filtrado en el plato

caliente para homogenizar la mezcla.

. Se esterilizo el medio 20 minutos a 15 libras de presion.

. Cuando el medio se encontraba tibio (£40°C), se afiadieron 0.050 gramos

de antibiético (azitromicina) en 10 mL de agua, se mezclé hasta
homogeneizarlo. Finalmente, se adicionoé el antibiético al medio y se vertio

el medio en los platos Petri autoclavados.
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Anexo 3. Procedimiento para la preparacion de medio de cultivo Agar Agua.

- Preparacion de medio de cultivo Agar Agua
1. Se coloc6 en un matraz 1 litro de agua destilada y esterilizada, luego se
afadioé 20 gramos de agar y 15 gramos de dextrosa.
2. Se colocé el matraz con la solucion sobre una plancha calentadora para
homogenizar la mezcla.
3. Se esteriliz6 el medio 20 minutos a 15 libras de presion.
4. Cuando el medio esta tibio (x40°C), se vertio en los platos Petri

autoclavados.
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Anexo 4. Procedimiento para la preparacién de medio de cultivo Hojas de Clavel,

Agar, Agua (CLA).

- Preparacion de medio de cultivo CLA
1. Se preparé medio de cultivo Agar Agua.
2. Una vez el medio estaba solidificado se colocaron pequefios trozos de

hojas de clavel previamente autoclavadas.

*Nota. El medio de cultivo CLA se utilizd para estimular el crecimiento de

macro y microestructuras del hongo fitopatégeno Fusarium sp.
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Anexo 5. Procedimiento para la elaboracién de Polyvinyl alcohol.

Para la preparacion de placas semipermanentes se utilizé Polivinyl alcohol en las
siguientes proporciones: 16.6 gramos de Polyvinyl alcohol, 100 ml de agua

destilada, 100 ml de acido lactico y 10 ml de glicerol.

1. Se afiadi6 el Polyvinyl alcohol al agua destilada y se disolvié en un bafio
de agua caliente a 70-80°C.
2. Luego se mezclé la solucion con el acido lactico y el glicerol y se colocé

en un envase para su posterior uso.



