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RESUMEN

Una especie no reportada de Pyricularia estad causando serios dafios en la produccion de
hojas de Calathea sp. “wira bijao”; que son empleadas en la envoltura de variados platos
tipicos en la selva peruana. En este estudio se caracterizd cultural, morfoldgica, patologica
y molecularmente a este agente causal comparativamente con Pyricularia oryzae aislado de
arroz. Para la caracterizacién morfoldgica, se realizaron mediciones de sus conidias y
conidioforos, obtenidos directamente de material enfermo y de aislamientos monospdéricos
en medio PDA. Las caracteristicas culturales fueron evaluadas mediante el ritmo de
crecimiento micelial en diferentes medios de cultivo, niveles de pH y condiciones de luz;
mientras que, las caracteristicas patogénicas se evaluaron mediante la inoculacién cruzada
de los aislamientos de Pyricularia de bijao y arroz sobre plantones de Calathea sp. y Oryza
sativa producidas en vivero. La identificacion molecular se bas6é en la secuenciacion y
analisis de distancia genética basado en fragmentos del gen 28S (region D1/D2) y el gen
espaciador ribosomal (ITS). Los resultados morfoldgicos y culturales fueron similares a las
caracteristicas descritas para el género Pyricularia. Las dimensiones de las conidias
(27.60+1.51 x 10.7+0.84 um) del aislamiento Pyricularia - bijao son 33 por ciento mas en
su longitud y 15.1 menos en la longitud de sus conidioforos (102.89+15.28 x 4.11+0.39 um);
su ritmo de crecimiento en PDA fue 0.282 cm/dia y es 2.3 veces menos en relacion al
aislamiento Pyricularia - arroz. Las inoculaciones cruzadas indican que Pyricularia que
infecta al arroz puede causar lesiones leves en bijao; mientras que, Pyricularia que infecta
al bijao no causa ninguna lesién visible en el arroz, pero si en otras cuatro especies de
Calathea. Los resultados del analisis molecular concluyen que el agente causal de quemado
de las hojas de Calathea sp. “wira bijao” es Pyricularia oryzae Cavara 1882, siendo este el
primer reporte de infeccion en un hospedante diferente a las especies pertenecientes a la

familia Poaceaae.

Palabras claves: Pyricularia oryzae, Calathea, Pyriculariaceae, filogenia.



ABSTRACT

An unreported Pyricularia specie had been causing serious damages in the production of
Calathea sp., also known as wira bijao, which are employed in the elaboration of many
typical dishes in the Peruvian Amazonia region. In this study, this causal agent was
characterized was culturally, morphologically, pathologically, and molecularly
characterized in comparison with Pyricularia oryzae isolated from rice. The morphological
characterization was made by measuring its conidia and conidiophores, which were obtain
directly from an infected sample and monosporic isolated on PDA. The culture
characterization was made by comparing the rate of growth of mycelial, by varying types of
cultivation, levels of pH and lighting conditions. Meanwhile, the pathological characteristics
were evaluated by cross-inoculation of isolated Pyricularia - bijao and isolated Pyricularia
— rice, on Calathea sp. and Oryza sativa’s seedling produced in plant nursery. And the
molecular identification was made by the sequencing and analysis of the genetic length of
28S gen’s fragments (D1/D2 region) and internal transcribed spacer (ITS). The morphologic
and culture results of this unreported specie show a highly level of similarity to the
Pyricularia genre’s characteristics. The dimensions of the isolated Pyricularia — bijao’s
conidia (27.60+1.51 x 10.7+0.84 um) are 33.0 percentage larger, while its conidiophores
dimensions (102.89+15.28 x 4.11+0.39 um) are 15.1 percentage shorter, both in comparison
to the Pyricularia oryzae isolated from rice. In other hand, its rate of growth on PDA, 0.282
cm/day, is 2.3-fold slower than the isolated Pycularia - rice. The cross-inoculation results
show that the Pyricularia that infects rice may cause minor damages on bijao, while the
Pyricularia that infects bijao does not cause any visible damage on rice, but it does in other
four species of Calathea. The results of molecular analysis concluded that the causal agent
of leaf scorch on Calathea sp. is the Pyricularia oryzae Cavara 1882, which is the first report

of an infection in a host that does not belong to any species of the Poaceae family.

Key words: Pyricularia oryzae, Calathea, Pyriculariaceae, phylogeny.



l. INTRODUCCION

El género Pyricularia (Cooke) Sacc. fue caracterizado por Saccardo (1880), con la especie
tipo P. grisea (Cooke) Sacc.; actualmente, se considera dentro de la familia Pyriculariaceae
que, ademas, incluye a otros ocho géneros gque afectan a un amplio rango de hospedantes de
la familia de las Poaceae. Las especies P. oryzae y P. grisea son de importancia
fitopatogénica; entre otros en el cultivo de Oryza sativa L., cuyas pérdidas en rendimiento

alcanzan el rango del 17 al 52 por ciento (Prabhu et al. 2003).

El género Calathea, es una planta herbacea de la familia Marantaceae que se distribuye en
toda Ameérica tropical desde México hasta Argentina, a altitudes que oscilan entre el nivel
del mar hasta los 1500 msnm, aunque algunas especies se les puede encontrar hasta los 2000
msnm en regiones andinas de Colombia y Ecuador (Kennedy et al. 1988). Se han descrito
alrededor de 300 especies (Braga 2005), de las cuales muchas son comercializadas en todo
el mundo, como plantas ornamentales por su gran tamario, particular textura y atractivos

follajes de vistosos matices en colores verde, morado, rojo y blanco (Lascurain 1995).

En el Perd, existe una amplia distribucién de este género; sin embargo, no se ha logrado
encontrar informacion cientifica sobre el nimero de especies y su distribucion geogréafica.
En la provincia de Leoncio Prado, region Huanuco, son cultivados por pequefios productores
tres especies de Calathea sp. denominadas como “bijao”; las especies no identificadas en
orden de importancia econémica son denominadas como “wira bijao”, “bijao blanco” y
“bijao lanudo”, este Ultimo por sus caracteristicas morfoldgicas corresponderia a Calathea
lutea (Aubl.) E. Mey. ex Schult. Las hojas constituyen un insumo importante para la coccion
de variados platos tipicos como el “juane de gallina”, “juane de yuca”, “ninajuane”,
“patarashca” entre otros que son preparados por la mayoria de los habitantes de la selva alta
y baja. Su comercio y precio se incrementan sustancialmente durante las fiestas de San Juan,

que se celebra cada 24 de junio.



En el Perd, no existen reportes cientificos sobre la presencia de hongos fitopatdgenos en las
hojas de “bijao”; aunque, una especie no reportada de Pyricularia esta causando serios dafios
en la produccion de hojas del “wira bijao” que justifica realizar estudios de caracterizacion
cultural, morfoldgica, patogenicidad e identificacion mediante técnicas moleculares con la
finalidad de establecer plenamente su identidad con fines de implantacion de estrategias de

prevencion y control. En ese contexto, se planted el objetivo siguiente:

1. Caracterizar cultural, morfoldgica, patolégica y molecularmente el agente causal del

quemado de hoja en Calathea sp. cultivar “wira bijao”



II.  REVISION DE LITERATURA

2.1. EL GENERO Pyricularia

El genero Pyricularia (Cooke) Sacc., fue establecido por Saccardo (1880) con la especie
tipo, P. grisea (Cooke) Sacc., descrito originalmente en Digitaria sanguinalis L. Segln la
revision de Klaubauf et al. (2014), determinaron que el género Pyricularia forma un clado
monofilético que incluye a P. oryzae y P. grisea dentro de la familia Pyriculariaceae. El
numero de géneros, especies y rango de hospedantes de la Familia Pyriculariaeace son
mostrados en el Cuadro 1 y han sido elaborados a partir del Arbol de la Vida (ToL) o
Lifemap-NCBI (Vienne 2016; Klaubauf et al. 2014 y Ellis 1971). Segun Lifemap-NCBI
(2021), la familia Pyriculariaceae consta de 9 géneros, donde el género Pyricularia presenta
42 posibles especies; de ellos 18 estan identificados mediante técnicas moleculares hasta la

categoria de especie (Cuadros 1y 2).

Cuadro 1: Géneros, numero de especies y rango de hospedantes de la Familia
Pyriculariaceae

Géneros’ N° especiesl Rango de hospedantes Fuente
1. Pseudopyricularia 9 Cyperus sp. y Bothriochloa sp. Klaubauf et al. (2014)
2. Proxipyricularia 1 Zingiber mioga y Zingiber officinale Klaubauf et al. (2014)
3. Neopyricularia 2 Commelina communis Klaubauf et al. (2014)
4. Deightoniella 1 Musa sp. Ellis (1971)
5. Barretomyces 1 Calathea longifolia Klaubauf et al. (2014)
6. Bambusicularia 1 Sasa sp. y Phyllostachys sp. Klaubauf et al. (2014)
7. Xenopyricularia 1 Zizania latifolia Klaubauf et al. (2014)
8. Macgarvieomyces 3 Juncus effusus Klaubauf et al. (2014)
Ellis (1971), Hashioka
Poaceae, Ciperaceae, (1971), anrte (1971),
Zingiberaceae, Cannaceae Sgbramanlan and
18 : ’ Vittal (1974), de
) e Marantaceae, Musaceae,

9. Pyricularia (identificados) Solanaceae, Sapindaceas, Albuquerque and

Lauraceae, Malvaceae y Moraceae Matsushima (1993,

' 1996), Klaubauf et al.
(2014),
24 (No
identificados) S/ NCBI (2021)

! = Adema3s de Klaubauf et al. (2014) fueron complementados de NCBI (National Center for Biotechnology Informa

2 A ..,
=Sin iformacion



Cuadro 2: Especies de Pyricularia, hospedantes y paises donde se ha reportado su presencia

Especies1 Hospedante Familia Pais reportado Fuente
Pyricularia No clasificados (24) sfi sli sli NCBI (2021)
1. Pyricularia caricis sfi sfi sfi sfi
2. Pyricularia penniseti Pennisetum sp. Poaceae China Klaubauf et al. (2014)
3. Pyricularia occidentalis s/i s/i s/i s/i
4. Pyricularia urashimae sli sli si sli
5. Pyricularia graminis-tritici Triticum sp. Poaceae Brasil Castroagudin et al. (2016)
6. Pyricularia fusispora Suelo China Ren-Heng et al. (1997)
7. Pyricularia ctenantheicola Ctenanthe oppenheimiana Marantacea Grecia Klaubauf et al. (2014)
8. Pyricularia zingibericola Zingiber officinale Zingiberaceae Isla Reunion Klaubauf et al. (2014)
9. Pyricularia pennisetigena Echinochloa colona Poaceae Brasil Klaubauf et al. (2014)
Cenchrus ciliaris y C. echinatus Poaceae Japon, Philipina y Brasil Klaubauf et al. (2014)
Pennisetum sp.y P. glaucum Poaceae Maliy USA Klaubauf et al. (2014)
10. Pyricularia penniseticola Pennisetum sp. P. typhoides Poaceae E/Il;rllflna, e UNEE Klaubauf et al. (2014)
Digitaria exilis Poaceae Cote d'lvoire y Mali Klaubauf et al. (2014)
11. Pyricularia tsao-ko Amomum tsao-ko Zingiberaceae  China YiMing et al. (2014)
12. Pyricularia cortaderiae Cortaderia selloana Poaceae New Zealand McKenzie et al (2010)
13. Pyricularia variabilis Amomum siamense Zingiberaceae Tailandia Klaubauf et al. (2014)
14. Pyricularia parasitica Phyllachora graminis Hiperpardsito  USA Klaubauf et al. (2014)
15. Pyricularia costina Amomum siamense, Alpinia malaccensis Zingiberaceae Tailandia Bussaban et al. (2003)
16. Pyricularia angulata Musa sp. Musae India Sangeetha et al. (2017)
17. Pyricularia oryzae Anthoxanthum odoratum Poaceae Japon Klaubauf et al. (2014)
2 Brachiaria mutica Poaceae Philipinas Klaubauf et al. (2014)
3 Cynodon dactylon Poaceae Philipinas Klaubauf et al. (2014)
4 Echinochloa crus-galli y E.colona Poaceae Israel y Philipinas Klaubauf et al. (2014)

5 Eleusine indica, E. coracanay E. indica Poaceae

Japon, Ruanda y C"ote ¢ Klaubauf et al. (2014)




Continuacién

6 Eragrostis curvula Poaceae Japon Klaubauf et al. (2014)
7 Eriochloa villosa Poaceae Japon Klaubauf et al. (2014)
8 Festuca elalior Poaceae Korea Klaubauf et al. (2014)
9 Leersia hexandra Poaceae C’ote d'lvoire, Vietnam Klaubauf et al. (2014)
10 Leptochloa chimensis Poaceae Philipinas Klaubauf et al. (2014)
11 Lolium hybridum Poaceae Korea Klaubauf et al. (2014)
12 Oryza sativa Poaceae Amplio Klaubauf et al. (2014)
13 Panicum miliaceum y P. repens Poaceae Korea y Philipinas Klaubauf et al. (2014)
14 Paspalum sp. y P. distichum Poaceae Burkina y Philipinas Klaubauf et al. (2014)
15 Phalaris arundinacea Poaceae Japon Klaubauf et al. (2014)
16 Phleum pratense Poaceae Korea Klaubauf et al. (2014)
17 Rottboellia exalta Poaceae Philipinas Klaubauf et al. (2014)
18 Setaria sp. y Setaria viridis Poaceae India y USA Klaubauf et al. (2014)
19 Stenotaphrum secondatum Poaceae Portugal Klaubauf et al. (2014)
20 Triticum sp. Poaceae Brasil Klaubauf et al. (2014)
21 Zea mays Poaceae Gabon Klaubauf et al. (2014)
Digitaria sp. D. sanguinalis, P Brasil, Japon, Philipinas, Klaubauf et al. (2014) y
. . N . oaceae .
D.horizontalis, D. smutsii, D. silaris. USA. Ellis (1971)
Echinochloa crus-galli Poaceae Korea Klaubauf et al. (2014)
18. Pyricularia grisea W98-20 Lolium perenne _ Poaceae Korea Klaubauf et al. (2014)
Pyricularia grisea W97-11 Bamb_usa, Brachlarla, Cyr_mdon, ) o .
Eleusine, Eragrostis, Panicum, Secale, Poaceae Apliamente distribuido Ellis (1971)
Setaria, Sorghumy Zea mays
Commelina Commelinaceae sfi Ellis (1971)
Nicotiana Solanaceae sli Ellis (1971)
Total de posibles especies = 24 (No identificados) + 18 (Identificados) = 42
! = Klaubauf et al. (2014) y NCBI (National Center for Biotechnology Information) 2 = s/i = Sin informacion



2.1.1. Taxonomia

Segun el esquema de representacion de las relaciones evolutivas entre todas las especies de
la tierra planteado por Lifemap-INCBI o Arbol de la Vida (ToL) y los reportes de Klaubauf
et al. (2014) y Maharachchikumbura et al. (2015), se determina que el género Pyricularia
pertenece a la familia Pyriculariaceae, Orden Magnoporthales, Clase Sordariomycetes,
Division Ascomycota y Reino Fungi. EI nimero probable de especies de este género
ascienda a 42 de los cuales 18 estan plenamente identificados mediante analisis molecular
(Cuadros 1y 2). Gladiux et al. (2018), al analizar el genoma de 76 cepas de Magnaphorte
oryzae proveniente de 12 géneros de hospedantes diferentes, determinaron que pertenece a
una sola especie; subdividida en multiples linajes, asociados a algunos géneros de las

poaceae; ademas, describen a Pyricularia oryzae como sinénimo de Magnaporthe oryzae.

2.1.2. Caracteristicas morfoldgicas

El nombre Pyricularia, fue atribuido a la forma piriforme de sus conidias, siendo Saccardo
en 1880, quien la describi6 empleando como especie tipo a Pyricularia grisea Sacc.;
mientras que, Cavara en 1892, describio a Pyricularia oryzae Cav (Ellis 1971). Aun cuando,
la falta de diferencias morfoldgicas relevantes de estas dos especies (Cuadro 3) se
mantuvieron como especies separadas (Bussaban et al. 2005). Rossman et al. (1990)
argumentaron que P. oryzae podria sinonimizarse con P. grisea y agrup0 a estos dos
anamorfos bajo el teleomorfo de Magnaporthe grisea (Hebert) Barr. Sin embargo, los
estudios filogenéticos de Klaubauf et al. (2014) establecieron que ambas especies se agrupan
en dos clados relacionados.

De acuerdo con la descripcion de Ellis (1971), Pyricularia posee conidioforos
macronematosus, mononematosus, delgado que usualmente emergen solitarios o en
pequefios grupos a través de las estomas. Las células conididgenas son poliblasticas,
integradas en los conidioforos, simpodiales, cilindricas, geniculados y denticuladas. Las
conidias son solitarias, secas, acropleurdgenas, simples, de formas variadas y de hialinas a
marron palido (Figura 1). En el Cuadro 3, se muestra las dimensiones establecidas para las
conidias y conidioforos de las especies P. grisea (anamorfo de Magnaporthe grisea) y P.

oryzae (anamorfo de Magnaporthe oryzae).



Cuadro 3: Dimensiones de conidias y conidiéforos de P. grisea y P. oryzae descritos
por Ellis (1971)

Especies Conidias (um) Conidioforos (um)
Pyricularia grisea 20.9 (17-28) x 7.6 (6 - 8) >150x25-45
21.2 (17- 23) x 9.6 (8 - 11) >130x3.0-4.0

Pyricularia oryzae
Fuente: Elaborado a partir de Ellis (1971)

Figura 1: Morfologia de Pyricularia grisea (A) y Pyricularia oryzae (B)

Fuente: Ellis (1971)

Longya et al. (2020) describieron cuatro variaciones morfologicas en la forma de las
conidias al evaluar 59 cepas de P. oryzae obtenidas en Tailandia y cultivadas en medio Agar
Harina de Arroz (Figura 2). La mayoria de los conidios (77.97 por ciento) fueron de forma
piriforme, el 6.78 por ciento tenian conidias piriformes pequefios, el 13,60 por ciento poseian
conidias piriformes largos; mientras que, el 1.69 por ciento producia conidias de forma

ovalada.



Ovalado Piriforme pequefio Piriforme Piriforme largo

Figura 2: Variaciones morfoldgicas de las conidias de P. oryzae

Fuente: Longya et al. (2020)

2.1.3. Caracteristicas culturales

Nartymov et al. (2021), identificaron en el crecimiento de las colonias de cepas de P. oryzae,
seis rasgos caracteristicos en la forma del crecimiento, aspecto estructural del micelio y el
perfil de la colonia desarrollada (Figura 3). Ademas, determinaron el color del micelio aéreo
y el color del medio de cultivo.

L EAOR

Equidirectional Concentric Radiant Multidirectional
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Homogeneous Fluffy Felt
C
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Figura 3: Caracteristicas de desarrollo de colonias de Pyricularia oryzae. A. Naturaleza
del crecimiento, B. Estructura, C. Relieve de la superficie

Fuente: Nartymov et al. (2021)



Longya et al. (2020), establecieron una escala de descripcién del color del micelio, forma de
crecimiento (plano o esponjoso) y densidad; asimismo, establecieron una escala de
cuantificacion para la produccion de melanina en medio agar-harina-arroz a partir del centro
de crecimiento de 59 cepas P. oryzae obtenidas de Tailandia (Figura 4), determinando una

amplia variacion entre ellas.

2.1.4. Rango de hospedantes

Las especies de Pyricularia oryzae Cavara. y Pyricularia grisea (Cooke) Sacc. son las que
han sido descritas y estudiadas por ser responsables de enfermedades en muchas especies de
gramineas. Ellis (1971) describe que P. oryzae causa el quemado en Oryza y ocasionalmente
en otras gramineas, en cambio P. grisea posee un amplio rango de hospedantes que incluye
dentro de la familia Poaceae a Bambusa, Brachiara, Cynodon, Digitaria, Echinocloa,
Eleusine, Eragrostis, Panicum, Pennisetum, Secale, Setaria, Sorghum y Zea, en la familia

Commelinaceae a Commelina sp. y en la familia Solanaceae a Nicotiana sp. (Cuadro 2).

Crema, esponjoso, Blanco, plano, Gris, plano, Blanco, plano, Crema, esponjoso
densamente densamente densamente altamente denso altamente denso

Sin melanina <20% 20% - 50% 50% - 80% > 80%

Figura 4: Variacion en la forma de crecimiento micelial y produccion de melanina de
pyricularia oryzae.

Fuente: Longya et al. (2020).



Pyricularia oryzae (anamorfo de Magnaporthe oryzae) es responsable de causar manchas
foliares en 21 géneros de plantas no cultivadas y cultivadas, todas pertenecientes a la familia
Poaceae; entre ellas destacan el arroz, trigo, maiz y sorgo; mientras que, P. grisea (anamorfo
de Magnaporthe grisea) es responsable de manchas foliares en diferentes especies de las

familias Poacea, Conmelinaceae y Solanaceae (Cuadro 2).

2.1.5. Ciclo patogénico

El ciclo patogénico de P. oryzae comprende una serie de etapas (Figura 5), que se inicia con
el depdsito de las conidias sobre el tejido por agentes de dispersion como el viento, luego
sigue la adhesién, la germinacion y desarrollo del tubo germinativo sobre al tejido del
hospedante, desarrollandose todos estos procesos en aproximadamente dos horas. El tubo
germinativo se hincha durante las proximas 6 a 10 horas y se diferencia en un apresorio que
genera turgencia celular, ejerciendo fuerzas mecanicas que rompen la cuticula de la hoja,
permitiendo la penetracion que ocurre dentro de las 10 a 14 horas posteriores a la produccién
del apresorio. La colonizacion se realiza a través del crecimiento de las hifas que invaden
las células sin causar sintomas en los primeros 4 a 5 dias después de la penetracion. Luego
aparecen lesiones necroticas, a partir de las cuales se producen conidiéforos y conidias dando

continuidad al ciclo patdgenico (Kankanala et al. 2007 y Galhano y Talbot 2011).

2.1.6. Epidemiologia

En condiciones favorables de humedad y temperatura nocturnas entre 12 a 32 °C,

potencialmente se pueden producir 20 a 60 mil conidias en cada lesion (Kato 2001).

Las conidias generalmente se diseminan por corrientes de aire. Hay dos tipos de dispersion:
(i) dispersion local de aproximadamente 1 a5 my (ii) dispersidn a largas distancias mediante
semillas infestadas o en la ropa de viajeros. La diseminacion por el viento es el mas
importante, pero también pueden propagarse por semillas, paja y en el agua de riego
(Tharreau et al. 2009).
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Figura 5: Ciclo patogénico de Pyricularia oryzae

Fuente: Dean et al. (2012)

2.1.7. Ensayos de patogenicidad

Para ensayos de patogenicidad de P. oryzae sobre plantulas de trigo, Aucique-Pérez et al.
(2020), obtuvieron conidias de medio avena-agar de 10 dias de incubacion con la ayuda de
un pincel en agua de gelatina (1 por ciento p/v). La suspension conidial se calibré a una
concentracion de 1x10° ml™. La suspension se asperjé sobre la superficie de las hojas
adaxiales de las plantas 35 dias después de la emergencia. Después de la inoculacion, las
plantas se mantuvieron en camara himeda en oscuridad a 25 ° C y una humedad relativa de

90 + 5 por ciento durante 24 h, logrando el ciento por ciento de infeccion.

2.1.8. Caracterizacién molecular

Existen varias técnicas moleculares empleadas como herramientas auxiliares en la
caracterizacion taxonémica de hongos. Dentro de ellas, desatacan las técnicas basadas en la
amplificacion de ADN; por la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR. Sobre esta técnica
se han desarrollado diferentes modificaciones, entre ellas, la PCR mdltiple, PCR-RFLP
(Restriction fragment length polymorphisms), RT (Reverse transcriptase)-PCR, PCR-TR

(Real time) o gPCR. Como trabajos aplicados con esta tecnologia se puede mencionar a

11



Dubina et al. (2020) aplicaron la técnica de PCR mudltiple para identificar genes de

avirulencia en 57 aislamientos de P. oryzae provenientes de la zona sur de Rusia.

Los marcadores moleculares difieren en costo, velocidad, complicaciéon, mano de obra,
grado de polimorfismo y repetibilidad. Las técnicas de marcadores ISSR y SRAP son rapidas
y de bajo costo; no requieren informacion de secuencia, tienen una alta repetibilidad y usan
solo PCR de un paso. Proporcionan informacion altamente discriminatoria con buena
reproducibilidad y son relativamente abundantes, mientras que AFLP y RAPD son maés
laboriosos y consumen mas tiempo (Robarts y Wolfe 2014). Empleando esta técnica Longya
et al. (2020) evaluaron la diversidad genética de 59 cepas de P. oryzae obtenidas de

Tailandia. Los resultados mostraron variaciones tanto morfolégicas como genéticas.

La deteccidn e identificacion rapida de una enfermedad es clave porque permite controlar y
limitar su propagacion en todo el mundo, tal como como sucedid con la diseminacion del
linaje de Pyricularia oryzae, causante del quemado del trigo del Brasil a Asia; a través de la
exportacion de semillas infectadas (Thierry et al. 2020); asimismo, estos autores
desarrollaron una prueba de PCR en tiempo real, con una alta sensibilidad para detectar

aislamientos pertenecientes a 81 linaje de P. oryzae patogénicos a trigo.

Klaubauf et al. (2014), para dilucidar las relaciones taxonémicas entre especies que que se
asemejan a Pyricularia en su morfologia, analizaron las relaciones filogenéticas mediante el
uso de secuencias parciales de ADN de multiples genes como LSU, ITS, RPB1, actina y
calmodulina. Las especies de Pyricularia pertenecen a un clado monofilético formando la
familia Pyriculariaceae que agrupa ademas a los géneros: Barretomyces, Bambusicularia,
Deightoniella, Macgarvieomyces, Pseudopyricularia, Neopyricularia, Proxipyricularia y
Xenopyricularia. Las especies de P. oryzae y P. grisea se agrupan en dos clados
relacionados. Para mejorar la resolucion de los clados dentro de Pyriculariaceae combinaron
las secuencias ACT/ITS/RPB1 (Figura 6).
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Figura 6: Filogenia de la familia Pyriculariaceae

Fuente: Klaubauf et al. (2014)
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2.2. EL GENERO Calathea

2.2.1. Taxonomia

Reino : Plantae

Filo : Magnoliophyta

Clase : Liliopsida (Monocotiledonea)

Orden : Zingiberales

Familia : Marantaceae

Nombre cientifico Calathea sp.

Nombres comunes Bijao, Bijagua, hoja blanca, platanilla, varia segun el

pais o region.

El rizograma del Orden de los Zingeberales se muestra en la Figura 7, donde se incluye a la
Familia Marantaceae, como una de las ocho familias que forman parte de los Zingeberales

(The Heliconia Society International 2014).
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Figura 7: Rizograma del Orden de los Zingeberales
Fuente: The Heliconia Society International: http://www.heliconia.org/the-

plants
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La familia Marantaceae esta conformada por plantas herbaceas de distribucion pantropical.
Esta compuesta por 31 géneros y cerca de 530 especies (Andersson y Chase 2001), de las
cuales catorce géneros y aproximadamente 450 especies estan en el neotrépico. El género
con mayor numero de especies en la familia es Calathea, con alrededor de 300 especies
(Braga 2005). Segun Lascurain (1995), los miembros de esta familia (Ctenanthe,
Stromanthe, Maranta y Calathea), son apreciadas en todo el mundo como plantas
ornamentales por su gran tamafio, particular textura y atractivos follajes de vistosos matices

de colores verde, morado, rojo y blanco.

Los andlisis filogenéticos al interior de Marantaceae han identificado cinco clados: Calathea,
Donax, Maranta, Sarcophrynium y Stachyphrynium. Dentro del clado Calathea se
encuentran las especies de los géneros Calathea, Ischnosiphon y Monotagma y se reconocen
al interior de este clado dos grupos, el primero, denominado Calathea | el cual agrupa la
mayoria de las especies del género Calathea y el sequndo grupo denominado Calathea Il en
el cual se encuentran especies de los géneros Ischnosiphon, Monotagma y Calathea
(Andersson y Chase 2001; Prince y Kress 2006).

En el Peru se desconoce el nimero de especies presentes, aun cuando existe una amplia
distribucion en toda la selva. En la provincia de Leoncio Prado, region Huanuco, son
cultivados por pequefios productores tres especies de Calathea sp. denominados como
“Bijao”; las tres especies en orden de importancia econdémica son localmente denominados
como “wira bijao”, “bijao blanco” y “bijao lanudo”. En la Figura 8, se presenta las tres
especies de Calathea cuyas hojas son comercializadas en los mercados locales de las
regiones Huadnuco, San Martin, Ucayali y Loreto. Las hojas de “bijao lanudo” y “Bijao
blanco” son de mayor tamafio que el “wira bijao”; sin embargo, esta tltima, tiene un mayor
contenido de aceites y un aroma caracteristico que brinda a las comidas preparadas un sabor
y aroma especial; por ello, tiene mayor valor comercial. Un atado de 6 hojas puede variar de
1.5 soles en los meses alejados de la fiesta de San Juan; mientras que, en los dias préximos

a ella, el precio se cuadruplica por su alta demanda.
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Figura 8: Tipos de bijao comercializados para la preparacién de platos tipicos de la

selva peruana

2.2.2. Caracteristicas de la planta

Calathea sp. es una planta herbacea tipo musacea. Se caracteriza por presentar en el envés
de las hojas el color blanco-ceroso; la inflorescencia es erecta, cilindrica, bréacteas de color
bronce a café rojizo, pétalos amarillos; fruto anaranjado y semillas verdosas. Es una planta
herbacea de rapido crecimiento, de estatura media llegando a 1.8 a 3 m de altura, es perenne,
robusta y posee multiples tallos que nacen desde su base (cepa) y pueden articularse para
formar nuevos tallos y asi aumentar en altura el tamafio de la planta. Las hojas miden entre
50 a 100 cm de largo y 25 a 60 cm de ancho, el envés es de color blanco y posee cera, su
peciolo es mas largo que la hoja, su nerviacion es poco marcada, son finas, juntas y paralelas,
de borde entero, su apice tiene forma redonda y termina en una pequefia punta y su base es
redondeada (EcoBiosis 2013).

2.2.3. Distribucion

La familia Marantaceae se distribuye sobre todo en zonas tropicales y subtropicales, con una
clara concentracion Neotropical (Dahlgren et al. 2012). EI género Calathea se encuentra en
América tropical, desde México hasta Argentina; a altitudes que oscilan entre el nivel del
mar hasta los 1500 msnm, aunque a algunas especies se les puede encontrar hasta los 2000

msnm en regiones andinas de Colombia y Ecuador (Kennedy et al. 1988).
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Aun cuando en el Peru existe una amplia distribucion del género Calathea, no se ha logrado
encontrar informacion cientifica del nimero de especies presentes y su distribucion

geogréfica.

2.2.4. Usos del género Calathea

Diaz-Piedrahita (2013), describe que, dentro de las marantaceas, el género Calathea es el de
mayor utilizacién. Este género es conocido con diferentes nombres como: biao, bijao, bijado,
bihao, viaho, vihao, vijao, visao y viao. A estas hay que agregar los nombres alpayaca y
payaca (usados en Cundinamarca), hoja blanca (empleado en la costa del pacifico), cauassu
(utilizado en la region amazonica) y platanillo. Ademas de los anteriores, existen otros de
menor difusion, y combinaciones del nombre bijao con adjetivos, tales como: negro, blanco,
de fardo, etc., el principal uso dado a la hoja de Calathea lutea es como envoltura de diversas
golosinas, harinas, tamales o envueltos. Otros usos son, como envoltura de pescado, carne,

quesos, sal, panela, chontaduro y café.

En Meéxico, las grandes hojas de algunas especies son frecuentemente utilizadas para
envolver alimentos 0 como abono. Asi también, algunas especies son comestibles como los
casos de Calathea macrosepala var. macrosepala y Maranta arundinacea. En otras partes
del mundo varias especies de Calathea son usadas para la construccion de techos, paredes y

canastas (Lascurain 1995).

En el Peru, su uso mas intensivo es en la preparacion de un plato tipico denominado “Juane”
que, es consumido en la fiesta de San Juan que representa la cabeza de Juan Bautista, quién,
segun la Biblia, fue decapitado. El juane se prepara con arroz, huevos y presas de gallina
envuelta en hoja de bijao. La fiesta de San Juan es una festividad cristiana que se celebra de
manera especial en la Amazonia peruana. El dia central es el 24 de junio y coincide con una
antigua festividad de origen prehispanico vinculada al solsticio de invierno, como ocurre con
otras fiestas catolicas. Misioneros que llegaron a la selva designaron a San Juan Bautista
como Santo Patrono de la Amazonia peruana y su relacion con el agua hizo que alcanzara
un gran caracter simbolico en la selva debido a la importancia de este elemento (EI Comercio
2017).
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2.2.5. Enfermedades en Calathea

Si se mantiene demasiado htimedo el suelo, las especies de Calathea pueden ser infectados
por Pythium y Fusarium. Los sintomas de manchas foliares pueden ser causadas por
Helminthosporium cuando el follaje permanece himedo durante periodos prolongados;
mientras que, los periodos més frios son condiciones favorables para la infeccion de Botrytis
(Oglesby Plants International 2011). Chern et al. (2011), reportan por primera vez en Taiwén

a Exserohilum rostratum causando manchas foliares en Calathea picturata.

Segun Farr et al. (1989) citados por Leahy (1991), las enfermedades foliares de
Calathea spp., generalmente se limitan a unos pocos patdgenos; tales como, los hongos de
los géneros Cercospora, Bipolaris o Botrytis. Leahy (1991), reporta la existencia en varios
viveros del estado de Florida (USA), una enfermedad foliar nueva en Calathea ornata, que,
en base a pruebas bioquimicas, se identificé inicialmente como una especie de Pseudomonas

no fluorescente, sin embargo, su identidad sigue siendo desconocida.

Chase (1982), reporta a Alternaria alternata (Fr.) Keissler como causante de una mancha
foliar de 1 mm de didmetro de color marrén-rojizo con un halo amarillo en Calathea spp.
Ademas, precisa que esta enfermedad no es econdmicamente importante como si lo
representa la mancha foliar causada por Dreschlera sp. Simone & Brunk (1983), reportan a
Dreschlera setariae como el agente causal de una nueva mancha foliar en Calathea y
Maranta spp. Las manchas en Maranta spp. son circulares o ligeramente irregulares, son de
2 — 12 mm de didmetro, con un halo clor6tico de 2-3 mm. La mancha foliar en Calathea spp.
es elongada a irregular de 1-16 mm de didmetro, usualmente sin un halo clorético y
frecuentemente delimitado por las nervaduras. D. setariae también result6 ser patogénico a

Ctenanthe y Stromanthea que, son otros géneros; de la familia Marantaceae.

En Grecia, Pappas y Paplomatas (1998), identificaron mediante morfoldgica, patogénica y
analisis isoenzimas a Pyricularia oryzae como el agente causal de manchas foliares en
plantas jovenes de Ctenanthe oppenheimiana y C. setosa cv. Greystar (Maranthaceae)
originalmente importadas de Brasil a traves de Holanda; posteriormente Klaubauf et al.
(2014), lo renombraron empleando técnicas moleculares a Pyricularia ctenantheicola
Klaubauf, Lebrun & Crous.
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Soares et al. (2011), describieron a Pyriculariopsis calatheae, como una nueva especie
causando manchas en las hojas de Calathea longifolia (Marantaceae); sin embargo, fue
renombrado como Barretomyces calatheae por Klaubauf et al. (2014). En la Figura 9 se

muestra el sintoma y las caracteristicas morfoldgicas de B. calatheae.

Figura 9: Barretomyces calatheae (CBS 129274). A. Mancha foliar sobre Calathea

longifolia en Brazil. B-G. Conididéforos sosteniendo conidias. H. Conidia

Fuente: Klaubauf et al. (2014)

Cabezas y Mattos (2018), describen sobre Calathea sp. (wira bijao) la presencia de manchas
foliares de forma ovoide de bordes irregulares, alcanzando un diametro de 0.5 cm; en estado
avanzado, desarrollan una mancha de forma romboide que alcanzan un diametro de
1.83+0.23, largo de 4.35+0.73 y un area de 5.48+1.01 cm? rodeado de un halo clorético
(Figura 10). Analisis morfoldgicos y culturales determinan que se trata de Pyricularia
grisea; sin embargo, no se ha realizado una identificacion molecular, inoculacién cruzada y

determinacidn del rango de hospedantes.
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Figura 10: Sintomas causados sobre Calathea spp. por Pyricularia sp.

Fuente: Cabezas y Mattos (2018)
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1. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION

La investigacion se realizo en el Laboratorio y vivero de Fitopatologia de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS) — Tingo Maria, ubicada
en el distrito de Rupa Rupa, provincia de Leoncio Prado, region Huanuco; en las coordenadas
UTM: 388849.9145 E 897338.523 N 18 L, altitud 664 msnm.

3.2. COLECCION DE HOJAS DE BIJAO

En diciembre del 2020, se colectaron hojas con los sintomas tipicos de la “mancha foliar”
de una plantacién comercial ubicada en el sector “El Mirador” situado a 1.1 km de la
carretera Tingo Maria — Monzdn, distrito de Rupa Rupa, provincia de Leoncio Prado, region
Huanuco, cuyas coordenadas UTM son: 388849.985 E 897338.552 N 18 L y una altitud de
744 msnm. Las muestras obtenidas fueron transportadas debidamente embaladas y
etiquetadas al Laboratorio de Fitopatologia de la UNAS, siguiendo los protocolos de
coleccion y envio de muestras fitopatologicas descritas por French y Torres (1980).

3.3. COLECCION DE HOJAS DE ARROZ

Se colectaron hojas de arroz con los sintomas tipicos del “quemado”, causado por
Pyricularia oryzae de un campo comercial ubicado en la provincia de Leoncio Prado, region
Huénuco; durante el mes de noviembre del 2020. Las muestras obtenidas, tuvieron el mismo

tratamiento que se realizo para las hojas de bijao.

3.4. AISLAMIENTO DE Pyricularia sp. DE HOJAS DE BIJAO Y ARROZ

En el Laboratorio de Fitopatologia de la UNAS, de las muestras de hojas colectadas de bijao,
se seleccionaron sectores de manchas foliares, de los cuales se realizaron montajes
microscopicos a través de la técnica de la cinta adhesiva para determinar la presencia de
estructuras tipicas de Pyricularia. Los sectores de manchas foliares seleccionadas se

desinfestaron mediante la inmersién en hipoclorito de sodio al 1.5 por ciento durante un



minuto; posteriormente, se enjuago por tres veces con agua destilada estéril, y en camara de
flujo laminar, se transfirio porciones del tejido enfermo cercano a la zona de avance a placas
de petri, conteniendo medio de cultivo papa dextrosa agar con oxitetraciclina (PDAO). Los
cultivos, se incubaron a temperatura ambiente (25 + 2 °C) durante 7 a 10 dias. Debido a la
coexistencia de estructuras contaminantes en todos los cultivos realizados en distintos
momentos, se optd por aplicar con algunas variantes la técnica de cultivo monospdrico

planteado por Fei et al. (2019) que consistié en los siguientes procesos:

a. Preparacion del medio Agar-Agua (AA)

Se disolvi6 18 g de agar en polvo en 1 000 ml de agua destilada y luego se esteriliz6 en
autoclave; cuando el AA se enfrio a 45-50 °C, se agregaron los antibioticos cloranfenicol
(20 pug ml) y oxitetraciclina (50 pg mlt), mezclandolos homogéneamente. En camara de

siembra se vertieron aproximadamente 15 ml en placas de Petri de 9 cm de didmetro.

b. Preparacion del medio Agar-Papa-Dextrosa (PDA)

Se cortd en trozos 200 g de papa blanca sin cascara y se hizo hervir en 500 ml de agua.
Aparte, se disolvio 18 g agar-agar en agua destilada. Se filtré el caldo de papa con una tela
de gasa; se mezclé ambas preparaciones, y se adicion6 20 g de dextrosa. Toda la mezcla se
enraz6 a 1000 ml y se ajustd el pH a 6.0. El proceso de esterilizado, adicidn de antibidticos

y plaqueo; se realizd de la misma manera que para el medio Agar-Agua, ya descrito.

c. Coleccion de muestras y obtencion de cultivo monosporico

Las muestras colectadas de campo fueron lavadas varias veces con motas de algodon
embebidas con agua destilada (AD) y luego secadas con papel toalla. Mediante pegado de
cinta adhesiva de 5 cm de ancho sobre el haz y envés de la hoja, se removié toda estructura
presente, garantizando de esta manera esporulaciones puras después de 24 a 48 horas de
incubacidn en camara humeda a temperatura ambiente (aproximadamente 22 a 26 °C). En la
Figura 10, se muestra el protocolo seguido para el aislamiento monospdrico de Pyricularia-

bijao y Pyricularia-arroz.
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3.5. IDENTIFICACION DE LOS AISLAMIENTOS

Los aislamientos monospéricos fueron identificados en base a sus caracteristicas
morfoldgicas y culturales del género Pyricularia descritos en las claves de identificacion de
Ellis (1971) y Barnet & Hunter (1992).

Lavado por varias veces con motas
de algodén con agua destilada y

‘ Adherir por toda la lamina foliar
secar con papel toalla.

cinta adhesiva para remover

Cortar los sectores con alta esporulacién y remover 1
toda estructura contaminante

con un pincel en agua destilada estéril (ADE).

Colocar en camara
huameda por 24 a 48 horas

o~ -
e En camara de siembra se agrego 10
A ml de la suspension conidial en
p N v \ \ ) medio  Agar agua (AA), se
(/‘ N i \ : & P uniformizé su distribucion y se dejo
\\ N\ reposar por 10 minutos; luego se
~ g AN inclino la placa por otros 10 min y

finalmente se elimino todo el
sobrenadante. Las  placas  se
incubaron a temperatura ambiente
or 3 horas.

todo el campo del objetivo 4x. Con un estilete de punta fina se realizo el corte alrededor de la conidia y

En camara de siembra, empleando un microscopio se ubico una conidia germinada que ocupara solo ella
se transfirio a placas con medio PDA, incubandose a 25+2° hasta obtener aislamientos puros.

Figura 11: Protocolo seguido para obtener aislamientos monospéricos de Pyricularia a

partir de hojas enfermas de bijao y arroz

3.6. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y CULTURAL DE LOS
AISLAMIENTOS DE Pyricularia sp.

A partir de aislamientos monosporicos de Pyricularia obtenidos de bijao (Pyricularia-bijao)
y arroz (Pyricularia-arroz), se realizaron diferentes evaluaciones para determinar: las

caracteristicas morfoldgicas y culturales.

3.6.1. Caracteristicas morfoldgicas

Como caracteristicas morfoldgicas se evaluaron:

a. Determinacién de laformay color de la conidia: a partir de tejido esporulado en camara

himeda, se realizaron montajes temporales mediante la técnica de la cinta adhesiva, la cual
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consistio en colocar una gota de agua (medio de montaje que permite observar
fidedignamente el color y la forma de una estructura) en el centro de un portaobjetos.
Mediante un trozo de cinta adhesiva 1 x 5 cm tomada por sus extremos entre los dedos pulgar
e indice, se aproximo6 suavemente la parte adhesiva sobre la superficie esporulada y fue
extendida sobre la gota de agua del portaobjeto. Los montajes fueron observados en un
microscopio optico Leica DM500. La forma de la conidia fue tipificada segun la

diagramatica propuesta por Longya et al. (2020), mostrada en la Figura 1.

b. Medicion del diametro y largo de las conidias y conidiéforos: a partir del tejido
esporulado y de cultivos monosporicos, se realizaron montajes temporales o permanentes
empleando como medios de montaje Agua, Lactofenol o Lactofenol mas Azul de Metileno
mediante la técnica de la cinta adhesiva o raspado por estilete cubierto con laminas cubre
objeto. Estos fueron observados en un microscopio 6ptico Leica DM500 equipado con una
camara digital ICC50 W conectado a una laptop a través del software Leica, software que
ademas de tomar microfotografias calibradas permitio realizar las mediciones del diametro
y largo de las conidias y conidioforos de ambos aislamientos de Pyricularia. Para la
evaluacién de cada parametro, se realizaron no memos de 50 mediciones. Las mediciones
de estructuras en cultivos monospoéricos se realizaron a los 20 dias de incubacion a
temperatura ambiente y alternancia de luz (12 h de luz y 12 h de oscuridad) en medio Papa
Dextrosa Agar (PDA) y Agar Sintético Nutritivo (NSA) ajustados a pH 6.0.

3.6.2. Caracteristicas culturales
En este aspecto se evaluaron:

a. Efecto de medios de cultivo en el crecimiento micelial: a partir de los cultivos
monosporicos de los aislamientos obtenidos de hojas de bijao y arroz se obtuvieron discos
de micelio de 5 mm de diametro y se sembraron separadamente en el centro de placas
conteniendo medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar + 50 g harina de arroz (PDA+50HA),
Jugo V8 Casero (JV8-Cac), Bijao-Dextrosa-Agar (BjDA), Papa-Dextrosa-Agar + 50 g
hoja de Bijao (PDA+Bj), Agar Avena (OMA), Papa-Dextrosa-Agar (PDA), Agar-Agua
(AA) y Agar Nutriente Sintetico (SNA). Los ingredientes y modo de preparacion son
descritos en el Anexo 1. Todos los medios fueron ajustados a pH 6.0. Se utiliz6 un Disefio

Completamente al Azar con 5 repeticiones y los aislamientos se incubaron a temperatura
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ambiente 26+2 °C y luz alterna (12 h a luz y 12 h a oscuridad continua). Cada 24 horas,
se registro el diametro de crecimiento micelial; hasta que el micelio cubra toda la
superficie del medio, y con estos datos; se determind el ritmo de crecimiento micelial

(RCM) vy la tasa de incremento micelial. EIl RCM se calcul6 mediante la siguiente

formula:
RCM =IC/TT
Donde:
RCM : Ritmo de crecimiento micelial
IC : Incremento total (cm)
TT : Tiempo total (dias)

b. Forma de crecimiento de las colonias: la evaluacion de esta caracteristica se realizo en
medio PDA y PDA+50HA mediante el empleo de las escalas diagraméticas desarrollados

por Nartymov et al. (2021), presentadas en la Figura 2.

c. Variacion en la forma de crecimiento micelial y produccion de melanina: se evaluo
en los medios PDA y PDA+50HA mediante el empleo de las escalas diagramaticas

propuestos por Longya et al. (2020), presentados en la Figura 3.

d. Efecto de las condiciones luz en el crecimiento micelial: a partir de los cultivos
monosporicos de los dos aislamientos de Pyricularia (bijao y arroz) se obtuvieron discos de
micelio de 5 mm de didmetro y se sembraron separadamente en el centro de placas
conteniendo medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar, ajustado a pH 6.0. Diez placas de cada
aislamiento se sometieron a las siguientes condiciones de luz: (i) Luz continua, (ii) oscuridad
total y (iii) luz alterna (12 h de luz y 12 h oscuridad). Se evaluo el ritmo de crecimiento (RC)

y tasa de crecimiento micelial.

e. Efecto del pH en el crecimiento micelial: en 100 ml de medio PDA se ajustaron niveles
de pH de 3.0, 3.5, 4.0, 4.5,5.0,5.5,6.0,6.5, 7.0, 7.5,8.0,85y 9.0. Los pH de 3.0,3.5y 4.0
no solidificaron por desnaturalizacion del agar. Al centro de cada placa en cada nivel de pH
se colocaron discos de micelio de 5 mm de didmetro de cada aislamiento de Pyricularia. Se
emplearon cinco placas por cada nivel de pH, la incubacion se realiz6 a temperatura
ambiente y alternancia de luz y oscuridad cada 12 horas. Se evalud el ritmo de crecimiento

(RC) y tasa de crecimiento micelial.

25



3.7. PRUEBA DE PATOGENICIDAD

3.7.1. Produccion de plantulas de arroz y bijao

Las plantulas de arroz fueron obtenidas empleando semillas garantizadas de la variedad
Feron, las semillas pregerminadas fueron sembradas en macetas y mantenidas en un
invernadero hasta el momento de inoculacion. Las plantulas de “wira bijao” fueron obtenidas
a partir de hijuelos de plantas madre sanas de una plantacion comercial de la zona “El
Mirador” ubicado a 1.2 km de la carretera Tingo Maria — Monzon; los hijuelos fueron
sembrado en maceteros. Ademas, de las plantas de “wira bijao” que tiene el mayor valor
comercial en la selva, se colectaron durante el desarrollo de la investigacién otras especies
de Calathea sp. y plantas relacionadas a la filogenia de la familia Marantaceae, a fin de
determinar su posible rango de hospedantes. En el Cuadro 4 se presenta la lista de plantas

cultivadas en el vivero.

Cuadro 4: Plantas relacionadas a Calathea sp. wira bijao producidas en vivero

_Hospedantes relacionadas a '"Wira bijao"" Familia Observaciones
Calathea spp. 1 “Wira bjjao” o Bijao . . . . -
Marantaceae Cultivado, primero en importancia econémica
verdadero
2 Calathea lateralis - Bijao blanco Marantaceae Cultivado, segundo en importancia econémica
3 Calathea lutea - Bijao lanudo Marantaceae Cultivado, tercero en importancia econdémica
4 Calathea ornata — 1 - ornamental Marantaceae No cultivado, Ornamental
5 Calathea ornata —2 - ornamental Marantaceae No cultivado, Ornamental
6 Calathea zebrina - ornamental Marantaceae No cultivado, Ornamental
7 Calathea rufibarba - ornamental Marantaceae No cultivado, Ornamental
8 Calathea roseoptica - ornamental Marantaceae No cultivado, Ornamental
9 Calathea makoyana — ornamental Marantaceae No cultivado, Ornamental
10 Calathea lancifolia — ornamental Marantaceae No cultivado, Ornamental
11 Calathea warscewiczii — ornamental Marantaceae No cultivado, Ornamental
12 Calathea spp. — 1 ornamental Marantaceae No cultivado, Ornamental
13 Calathea spp. — 2 ornamental Marantaceae No cultivado, Ornamental
14 Calathea spp. — 3 ornamental Marantaceae No cultivado, Ornamental
15 Calathea spp. — 4 ornamental Marantaceae No cultivado, Ornamental
16 Calathea spp. — 5 ornamental Marantaceae No cultivado, Ornamental
17 Zingiber officinale - Kion Zingiberaceae Ampliamente cultivado
18 Curcuma longa - Azafran Zingiberaceae Ampliamente cultivado
19 Heliconia sp. 1 Heliconiaceae No cultivado, Ornamental
20 Heliconia sp. 2 Heliconiaceae No cultivado, Ornamental
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3.7.2. Inoculacion

Debido a la poca cantidad de conidias formadas en los medios de cultivo, el inéculo
(suspension conidial) se obtuvo a partir de la esporulacion directa de tejido enfermo, el
proceso de obtencidén ha sido descrito en el literal ¢ del numeral 4.4. El in6culo fue
estandarizado a una concentracion de 1x10* conidias/ml mediante contaje en camara de

Neubauer, segln el procedimiento descrito por French y Torres (1980).

3.7.3. Estandarizacion del método de inoculacién

Con la finalidad de estandarizar un método de inoculacion de los dos aislamientos de
Pyricularia sobre hojas de Calathea sp. (wira bijao) y arroz, se realizaron los siguientes

ensayos:

a. Inoculacion de discos de micelio y conidias: discos de cultivos monosporicos en medio
PDA de ambos aislamientos fueron puestos sobre el haz y envés de hojas de bijao y arroz en
dos estados: (i) hojas destacadas (hojas extraidas y mantenidas en cdmara himeda) obtenidas
de campo y vivero y (ii) sobre las hojas (haz y envés) de plantas producidas en vivero. Las
hojas destacadas, fueron desinfestadas con una solucion de hipoclorito de sodio al 1 por
ciento durante 3 minutos, luego se enjuagaron por tres veces con agua destilada estéril
durante 2 minutos y se secaron con papel toalla para luego ser acondicionadas en camaras
humedas. Las plantas inoculadas directamente sobre sus hojas fueron cubiertos con bolsas
de polietileno de color negro por 12 horas después de la inoculacion. Se evalu6 en cada
tratamiento el desarrollo de sintomas en los sitios de inoculacion. Se empled 5 hojas por cada
tratamiento. Al tratamiento testigo, se le colocé un disco de Agar-Agua.

b. Inoculacién por aspersién de conidial en hojas: se asperjé una suspension conidial a
una concentracion de 1x10* conidias/ml de ambos aislamientos sobre hojas destacadas y
directamente sobre hojas en plantas de ambas especies en macetero. Los tratamientos fueron:
(i) aspersion sobre el haz hojas destacadas, (ii) sobre el envés de hojas destacadas, (iii)
aspersion sobre todas las hojas de plantas en maceteros. Las hojas inoculadas fueron

acondicionadas de la misma forma que en el literal “a”.

27



c. Gotas de suspension conidial: Solo se aplico sobre el haz y envés de hojas destacadas
de bijao. Se coloco 6 gotas de 500 uL de una suspension conidial de 1x10* conidias/ml de
Pyricularia-bijao en cada hoja. Las hojas inoculadas fueron colocadas en camaras himedas

por cada tratamiento.

d. Colocacion de una suspension conidial en banda: Solo se aplicé sobre el haz y envés
de las hojas destacadas de bijao. Se coloco en la parte central de cada hoja un chorro continuo
una suspension conidial de 1x10* conidias/ml de Pyricularia-bijao. Las hojas inoculadas

fueron colocadas en camaras humedas.

e. Inoculacién en hoja cartucho de wira bijao: Las hojas de bijao se desarrollan a partir
de una hoja cartucho semejante al platano o banano (Figura 24-a). Sobre las hojas cartucho
de plantas producidas en vivero se deposit6 en la parte interna empleando una micropipeta
un volumen 2 ml de una suspension conidial de 1x10* conidias/ml en el que se agregd 0.2
por ciento agar-agar, segin metodologia descrita por Qi et al. (2019). Las plantas inoculadas
fueron cubiertas con bolsas de polietileno de color negro por 24 horas. Se evalud el desarrollo

de sintomas en toda la lamina foliar.

3.7.4. Inoculacion cruzada de Pyricularia en plantas de bijao y arroz

De los ensayos de estandarizacion de inoculacion el mas eficiente en la infecciéon fue
Pyricularia en plantas de “wira bijao” fue la aspersién y el depdsito de la suspensién conidial
en las hojas cartucho; para las plantas de arroz, los métodos mas eficientes fueron la

aspersion a toda la planta o aspersion en hojas destacadas.

a. Inoculacion cruzada de Pyricularia en plantas de “wira bijao”: el indculo de
Pyricularia-bijao y Pyricularia-arroz fue obtenido mediante lavado de sectores de hojas
infectadas como fue descrito en el numeral 3.7.2. En el Cuadro 5, se presenta los tratamientos

evaluados.

b. Inoculacion cruzada de Pyricularia en plantas de arroz: el indculo de Pyricularia-
arroz fue obtenido mediante lavado de sectores de hojas infectadas como fue descrito en el

numeral 3.7.2. En el Cuadro 6, se presenta los tratamientos evaluados.

28



Cuadro 5: Tratamientos realizados en la inoculacién cruzada de los aislamientos de

Pyricularia en plantas de “wira bijao” en vivero

Tratamiento Descripcion In6culo Sitio de inoculacion Repeticiones
Suspensién conidial

Plantas totalmente podadas que s6lo Depésito en hoja cartucho de 2

T1 P 1x10* conidias/ml de T 10 plantas
se dejo la hoja cartucho . L ml de la suspension conidial
Pyricularia -bijao
Suspension conidial Dendsit hoi wucho de 2
T2 Plantas no podadas 1x10* conidias/ml de epasro en Oja. c ar UC. (.) ¢ 10 plantas
. L. ml de la suspension conidial
Pyricularia -bijao
Suspensién conidial A 1 3 1ock | plarg
T3 Plantas no podadas 1x10* conidias/ml de spersion a c_) 2 | parma 10 plantas
. - incluyendo hoja cartucho
Pyricularia -bijao
- Suspension conidial . .
T2 Plantas totalmente podadas que sélo o* conidias/mi d Dep6sito en hoja cartucho de 2 10 plantas
se dejé la hoja cartucho 1X1_ com_ BSMICe i de la suspension conidial P
Pyricularia -arroz
Suspensién conidial Dendsit hoi wcho de 2
) eposito en hoja cartucho de
T5 Plantas no podadas * coni 9 . 10 plantas
P 1X1(_) com_dlas/ ml de ml de la suspension conidial P
Pyricularia -arroz
Suspensién conidial A 511 toda la plant
. spersion a toda la planta
T6 Plantas no podadas N i . - 10 plantas
P 1X1(_) conl_dlas/ ml de incluyendo hoja cartucho P
Pyricularia -arroz
Plantas totalmente podadas que sélo Sin indeulo Depésito en hoja cartucho de 2 10 vlantas
T7 se dejé la hoja cartucho ml agua destilada estéril P
s Dep6siti hoj tuch 2
Plantas no podadas Sin indculo eposito en hoja cartucho de 10 plantas

T8 ml agua destilada estéril
Aspersion de agua destilada
T9 Plantas no podadas Sin indculo estéril a toda la planta 10 plantas

incluyendo hoja cartucho

Cuadro 6: Tratamientos realizados en la inoculacion cruzada de los aislamientos de

Pyricularia en plantas de arroz en vivero

Tratamiento Descripcion Inoculo Sitio de inoculacién Repeticiones

Suspension conidial 1x10*
Plantas de arroz o
T1 conidias/ml de Aspersion a toda la planta 10 plantas

var. Feron. ) . B
Pyricularia -bijao
., .- 4
T2 Plantas de arroz SUS_pe,nSIOH CondRIbag Aspersion a toda la planta 10 plantas
var. Feron. com'dlas/m'l de p p p
Pyricularia -arroz
Plantas de arroz o, Aspersion de agua destilada
T3 Sin in6cluo p . 9 10 plantas
var. Feron. estéril a toda la planta
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3.8. CUANTIFICACION DEL AREA FOLIAR AFECTADA EN HOJAS
COMERCIALES DE “WIRA BIJAO”

Las evaluaciones de la enfermedad en campo e invernadero permitieron observar la
existencia de una mayor severidad en el lado derecho de la lamina foliar, vista desde la base
del haz (Figura 12); para corroborar estas observaciones, se evaluo el area foliar afectada de
270 hojas cosechadas con valor comercial para lo cual, se tomaron fotografias digitales de
cada hoja con una medida conocida y se calculé el area foliar afectada por cada lado

mediante el software libre Imagen J.

Figura 12: Intensidad de dafio de Pyricularia en hojas maduras de Calathea sp. “wira
bijao” vistos del envés y haz. Existe una mayor intensidad de dafio en el lado derecho del

foliolo visto por el haz

3.9. IDENTIFICACION MOLECULAR

Para la identificacion molecular, se enviaron ademas del aislamiento Pyricularia-bijao, una
muestra de un aislamiento con las mismas caracteristicas morfolégicas, obtenido de otra
especie de Calathea sp. 2 “Bijao blanco”; la identificacion de estos aislamientos, mediante
secuenciacion y analisis de distancia genética basado en fragmentos del gen 28S (region
D1/D2) y el gen espaciador ribosomal (ITS) se realizé en el Laboratorio Colecéo Brasileira
de Micro-organismos de Ambiente e Industria - CBMAI/DRM del Centro Pluridisciplinar
de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA/UNICAMP), de la Universidad

Estadual de Campinas. Sao Paulo, Brasil, bajo la modalidad de servicio.
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Los permisos de exportacion de las muestras fueron otorgados por el Servicio Nacional
Forestal y de Fauna Silvestre (SERFOR), mediante Resolucion Direccion: RDG N° 000283-
2021-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS, con fecha 21 mayo 2021 (Anexo 11).

3.9.1. Muestras enviadas

Identificacion de Origen (Peru) Clave de identificacion en Brasil

Genero: Pyricularia

Hospedante: Calathea sp. 1 “wira bijao”
Colector: Oscar Cabezas H. CPQBA 2629-22 DRM 01
Fecha de siembra: 18/12/21

Procedencia: Leoncio Prado - Huanuco

Género: Pyricularia

Hospedante: Calathea sp. 2 “Bijao
blanco” CPQBA 2629-22 DRM 02
Colector: Oscar Cabezas H.
Fecha de siembra: 18/12/21

Procedencia: Leoncio Prado - Huanuco

3.9.2. Extraccion de ADN

Las muestras se subcultivaron en un medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) y se
incubaron a 28 °C. EI ADN gendmico. EI ADN gendmico de los cultivos se purificd,

utilizando el protocolo de extraccion de ADN con fenol (Aamir et al. 2015).

3.9.3. Amplificacion del gen 28S:

La secuenciacion de la region LSU (nuclear large subunit) también conocida como el
dominio D1/D2 del extremo 5' del gen 28S del ADNr, es una de las secuencias mas utilizadas
en la caracterizacion molecular de hongos con fines de identificacion, niveles taxonémicos
y el andlisis filogenético de poblaciones por su nivel bajo de polimorfismo en la unidad de
transcripcion de ADNr (O’Donnell et al., 1998). Aunque la regién ITS (Internal Transcribed

Spacer) se ha establecido como una de las regiones estandares para la identificacion de
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hongos muchos otros investigadores consideran que el gen 28S; especialmente los dominios
D1y D2, son relativamente conservadas en la mayoria de los hongos y son ampliamente

preferidos para los estudios de filogenia (Raja et al. 2017).

La amplificacion de los marcadores se realizé por metodologia PCR, utilizando el ADN
gendmico extraido como plantilla. Los cebadores (oligonucleétidos sintéticos) utilizados
para la reaccion de PCR fueron: NL1/NL4, complementario a la region 28S D1/D2, para las
muestras CPQBA 2629-22 DRM 01 y CPQBA 2629-22 DRM 02.

3.9.4. Secuenciacion

El producto de amplificacion se purificoé en columna (GFX PCR DNA y Gel Band
purification Kit, GE Healthcare) y se someti6 directamente a la secuenciacion utilizando el
secuenciador automatico ABI 3500XL series (Applied Biosystems). Los cebadores

utilizados para la secuenciacion fueron NL1/NL4 e ITS1/ITSA4.

3.9.5. Analisis de distancia genética

Las secuencias parciales de los genes obtenidos se ensamblaron en un consenso (secuencia
de consenso Unica que combina los diferentes fragmentos obtenidos) y comparado con
secuencias de organismos representados en bases de datos Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y CBS (http://www.westerdijKinstitute.nl/). Luego fueron
seleccionados secuencias de microorganismos relacionados con muestra desconocida para
la construccion del dendograma. Las secuencias de ADN se alinearon usando el programa
CLUSTAL X (Thompson et al. 1997) dentro de BioEdit 7.2.6 (Hall 1999) y se realizaron
analisis de distancia genética utilizando el programa MEGA version 6.0 (Tamura et al.
2013). La matriz de distancia se calcul6 con el modelo de Kimura (1980) y la construccion
del dendrograma a partir de las distancias genéticas fue realizada por el Método Neighbor-
Joining (Saitou y Nei 1987), con valores de arranque calculados a partir de 1000 remuestreos,

utilizando el software incluido en el programa MEGA 6.0.
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IV. RESULTADOSY DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y CULTURAL DE Pyricularia sp.

4.1.1. Morfologia

Observaciones microscopicas de las conidias partir de hojas de “wira bijao” y arroz
presentaron color verde olivo, forma piriforme con dos septas y apéndice basal visible;
mientras que, los conidioforos fueron solitarios, simples, tabicados de color pardo claro.
Todas estas caracteristicas corresponden a las descritas para el género Pyricularia por Barnet
y Hunter (1972) y Ellis (1971), confirmandose la identidad del género Pyricularia reportado
por Cabezas y Mattos (2018). Segun las cuatro variaciones morfoldgicas de las conidias
descritas en la Figura 1 por Longya et al. (2020), las conidias de ambos aislamientos

evaluados corresponden al tipo piriforme a piriforme largo (Cuadro 11).

Las dimensiones de las conidias y conidiéforos presentaron variaciones de acuerdo con la
fuente de sustrato (montaje directo de tejido o medio de cultivo) de donde se obtuvieron las
estructuras. En el Cuadro 7, se muestra las medidas en promedio, méximos y minimos y la
desviacion estandar (DS) de las conidias y conidioforos de ambos aislamientos obtenidos
directamente de tejido enfermo y de cultivos monosporicos en medio de cultivo Papa-
Dextrosa-Agar (PDA) y Agar-Nutritivo-Sintético (SNA). Las dimensiones de las conidias
de Pyricularia obtenidas directamente de las hojas de “wira bijao” (27.6 um) son en
promedio 33 por ciento mas grandes que las obtenidas en las hojas de arroz (20.75 um), esa
misma tendencia se observa en las dimensiones en los medios de cultivo PDA y SNA. En
cambio, en las dimensiones de los conidiéforos formados en “wira bijao™ son 15.1 por ciento
menos respecto a los formados en arroz. A juzgar por estas diferencias, podriamos afirmar
que la especie asociada a “wira bijao” es diferente a la especie asociada a arroz; sin embargo,
las diferencias y dimensiones morfologias por si solas no son concluyentes para tipificar
especies nuevas o especies diferentes. Ademas, estas caracteristicas son fuertemente
afectadas por las condiciones ambientales y por el sustrato donde crecen en un determinado

tiempo y espacio. El Cuadro 8, muestra el comparativo de las dimensiones de las conidias



y conidiéforos de los aislamientos de Pyricularia sp. evaluados respecto a otros reportes de
investigacion realizados por Ellis (1970), Kotani y Kutara (1992) y Qi et al. (2019).

Cuadro 7: Dimensiones de las conidias y conidiéforos de Pyricularia sp. obtenidas de

tejido infectado de bijao y arroz y dos medios de cultivo (PDA 'y SNA)

Conidias (pm)

Aislamiento Tejido o medio [Largo ()| Mimimo | Maximo [ DS |Didmetro (X) | Mimimo | Maximo| DS

. . Hoja infectada 27.60 22.23 31.12 1.51 10.74 7.95 13.27 | 0.84
Pyricularia sp. -

Biiao Medio PDA 29.21 19.53 36.41 3.72 9.74 6.13 12.97 1.28

) Medio SNA 31.94 25.64 37.22 2.70 10.33 8.48 12.26 1.02

. . Hoja infectada 20.75 17.61 27.03 1.95 7.98 6.46 27.03 | 0.61
Pyricularia sp. -

Arroz Medio PDA 23.84 18.36 29.19 1.99 7.96 6.13 29.19 | 0.75

Medio SNA 25.40 22.87 27.81 2.02 8.48 7.43 9.40 0.81

Conidioforos (um)

. . Hoja infectada 102.89 | 77.07 137.76 | 15.28 5.02 411 5.96 0.39
Pyricularia sp. -

Bijao Medio PDA 104.52 | 48.36 199.32 | 43.40 4.25 3.56 5.11 0.50

Medio SNA 256.99 | 151.56 | 289.45 | 56.40 6.46 4,12 2.19 0.85

. . Hoja infectada 121.39 | 105.02 | 148.88 | 12.68 4,54 3.57 5.17 0.54
Pyricularia sp. -

Arroz Medio PDA 280.43 | 185.10 | 510.78 | 155.22 4.25 3.57 4.71 0.52

Medio SNA 154.52 | 120.80 | 188.23 | 47.68 3.16 3.14 3.18 0.03

X = Promedio  SNA = Agar Sintetico Nutritivo  PDA = Papa-Dextrosa-Agar DS = Desviacion estandar

Cuadro 8: Comparativo de las dimensiones de las conidias y conidi6foros de los

aislamientos de Pyricularia sp. evaluados con otros reportes de investigacion

Aislamiento Tejido 0 medio Conidias (pm) Conidiéforos (um) Fuente de informacion
Hoja infectada 27.6+151x10.74 +0.84 102.9 + 15.28 x 5.02 + 0.39

Pyricularia sp. - Bijao Medio PDA 29.2+372x9.74+1.28 104.5 + 43.40 x 4.25+ 0.50 Evaluado
Medio SNA 31.9+270x10.3+1.02 256.9 + 56.40 x 6.46 + 0.85
Hoja infectada 20.7+£1.95x7.98 +£ 0.61 121.4 +12.68 x 4.54 + 0.54

Pyricularia sp.- Arroz Medio PDA 23.8+1.99x7.96 +0.75 280.4 £ 155.22 x 3.16 + 0.03 Evaluado
Medio SNA 25.4+2.02 x 8.48 +0.81 154.5 + 47.64 x 3.16 + 0.03

P. grisea No precisa 20.9 (17-28) x 7.6 (6-8) >150x25-45 Ellis (1970)

P. oryzae 21.2 (17-23) x 9.6 (8-11) >130x3-4

P. grisea No precisa 29.06 £ 1.20x 8.49 £ 0.31 s/! Qietal. (2019)

P. oryzae 23.57+0.78 x 8.77 + 0.27 sli

Psesudolaria calatheae No precisa 18-36 x 5-7.0 36-170 x 4-5.5 Soares et al. (2011)

Barretomyces calathea Medio SNA  28-32(19-35) x 6-7 (5.5-8) 70-160 x 4-6 Klaubauf et al. (2014)

(=Pseudopyricularia calatheae

Pyricularia sp. 18.2 (12.9-22.8) x 7.2 (5.7-8.0) sfi

L Potato Carrot Agar . .
P. zingiberi (SZ2Z0) (PCA) g 17.5 (14.3-22.2) x 7.0 (4.9-8.6) sfi Kotani y Kutara (1992)
P. zingiberi (FOZiM) 20.2 (15.4-30.7) x 6.8 (5.1-7.7) sli

PDA = Papa-Dextrosa-Agar

SNA = Agar Nutritivo Sintetico

s/i = Sin informacion

Por las dimensiones de las conidias reportadas por Ellis (1970), el género Pyricularia que

infecta a “wira bijao” no podria ser asociado a las especies de P. grisea y P. oryzae; sin

embargo, segun el reporte de Qi et al. (2019), se trataria de P. grisea. Dutta et al. (2019) al

caracterizar a Pyricularia grisea como agente causal del quemado del arroz, encontraron que
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las conidias formadas en las hojas tenian mayor tamafio en relacion a las formadas en los
granos. Las medidas reportadas en las hojas (17.96 — 26.64 x 7.36 — 9.22 um; promedio
22.42 x 8.59 um) son similares a los encontrados en las hojas para Pyricularia-arroz
(Cuadros 7'y 8).

Especies de Pyricularia o géneros con caracteristicas morfoldgicas semejantes a ella han
sido reportados en diferentes especies de la familia Marantaceae. Pappas y Paplomatas
(1998), describieron a P. oryzae como agente causal de manchas foliares en Calathea
amabilis y C. ornata, mientras que Soares et al. (2011) describieron a Pyriculariopsis
calathae como nueva especie (sp. nov.) en Calathea longifolia. Esta nueva especie fue
renombrada por Klaubauf et al. (2014) a Barretomyces calathae por formar un clado
diferente a Pyricularia. Las caracteristicas y dimensiones morfoldgicas de B. calathae
(=Pyriculariopsis calathae), mostradas en el Cuadro 8, en medio SNA son diferentes a los

encontrados para el supuesto género de Pyricularia aislado de Bijao (Cuadros 7 y 8).

El aislamiento Pyricularia — bijao respecto a Pyricularia grisea y P. oryzae podria
considerarse como una especie criptica, que segun Struck et al. (2018), se define como a
taxones que no pueden diferenciarse morfolégicamente; sin embargo, ellas se diferencian
genéticamente y se encuentran en diferentes etapas evolutivas. Jorger et al. (2013), sugieren
que para describir especies cripticas debe considerarse como la columna vertebral de la

descripcidn el andlisis filogenético mediante el uso de técnicas moleculares.

4.1.2. Caracteristicas culturales

a. Efecto de los medios de cultivo en el RCM y tasa micelial por dia

Los medios de cultivo influyen de manera significativa en el ritmo de crecimiento micelial
(RCM) y tasa de crecimiento micelial por dia en los dos aislamientos de Pyricularia
evaluados. En los Cuadros 9 y 10, se muestran los valores de la media y su significancia por
la prueba de Tukey (a=0.05), los valores maximos y minimos del ritmo de crecimiento
diario, la desviacion estandar (DS) y la tasa de incremento micelial centimetros por dia.
Longya et al. (2020), reportaron que el promedio de ritmo de crecimiento micelial de 59
aislamientos de P. oryzae fue de 0.538 cm/dia en medio de cultivo RFA (de sus siglas en
ingles Agar harina de arroz); mientras que Priya et al. (2013), mencionan un RMC de 0.625

en medio PDA y 0.5 cm/dia en Agar arroz. Estos valores estan dentro del rango de RCM
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obtenido para Pyricularia-arroz (Cuadro 9) y son al menos 1.7 veces mas al valor de RCM

obtenidos para Pyricularia-bijao en medios semejantes a RFA (Cuadro 10).

Cuadro 9: Efecto de medios de cultivo sobre el ritmo de crecimiento micelial (RCM) y

tasa de incremento micelial por dia en el aislamiento de Pyricularia de arroz

RCM Aislamiento de Pyricularia sp. de Arroz/dia

Medios de cultivo a pH 6.0 Media Tukey Minimo Méaximo
(cm) (e¢=0.05) (cm) (cm)

DS Tasa

PDA+50HA (Papa-Dextrosa-Agar + 50 g harina de arroz) ~ 0.685  a 0.634 0.694 0.081 0.725
JV8-Cac (Jugo V8 Casero) 0.661 a 0.631 0.691 0.011 0.692
BjJDA (Bijao-Dextrosa-Agar) 0.685 a 0.655 0.714 0.012 0.758
PDA (Papa-Dextrosa-Agar) 0.660 a 0.630 0.689 0.026 0.734
OMA (Agar Avena) 0.583 b 0.554 0.613 0.009 0.669
PDA+Bj (Papa-Dextrosa-Agar + 50 g hoja de Bijao) 0.579 b 0.550 0.609 0.075 0.662
A. Agua (Agar-Agua) 0.342 c 0.312 0.371 0.014 0.406
SNA (Agar Nutriente Sintetico) 0.268 d 0.238 0.298 0.050 0.324

RCM = Ritmo de crecimiento micelial. ~ Tukey: Letras en el mismo orden no diferen estadisticamente. DS = Desviacion estandar

Cuadro 10: Efecto de medios de cultivo sobre el ritmo de crecimiento micelial (RCM) y

tasa de incremento micelial por dia en el aislamiento de Pyricularia de bijao.

RCM Aislamiento de Pyricularia sp. de Bijao/dia

Medios de cultivo a pH 6.0 ) . .
Media Tukey Minimo Méaximo

(cm) (a¢=0.05) (cm) (cm)
PDA+50HA (Papa-Dextrosa-Agar + 50 g harina de arroz)  0.386 a 0.374 0.398 0.016 0.451

DS Tasa

JV8-Cac (Jugo V8 Casero) 0.385 a 0.372 0397 0.011 0.439
BjDA (Bijao-Dextrosa-Agar) 0.379 a 0.367 0391 0119 0431
PDA+Bj (Papa-Dextrosa-Agar + 50 g hoja de Bijao) 0.361 a 0.349 0373 0.014 0427
OMA (Agar Avena) 0.324 b 0.311 033 0.012 0.381
PDA (Papa-Dextrosa-Agar) 0.282 c 0.270 0294 0.014 0.315
AA(Agar Agua) 0.107 d 0.095 0119 0.021 0.119
SNA (Agar Nutriente Sintetico) 0.061 e 0.049 0.073 0.010 0.068

RCM = Ritmo de crecimiento micelial. Tukey: Letras en el mismo orden no diferen estadisticamente. DS = Desviacion estandar

Dutta et al. (2019), determinaron que el crecimiento micelial de Pyricularia grisea en medio
PDA, OMA y Agar arroz seis dias después de la incubacion el RMC fue de 1.18, 1.19y 0.99
cm/dia respectivamente. Estos valores son mayores a los obtenidos para los dos aislamientos
evaluados en este trabajo. Los medios pobres en nutrientes como Agar agua y SNA (de sus
siglas en ingles Agar pobre en nutrientes) retardan significativamente su RCM vy tasa de
incremento micelial en centimetros por dia (Cuadros 9 y 10).Las Figuras 13 y 14, muestran
el crecimiento y tasa de incremento micelial de Pyricularia-bijao y Pyricularia-arroz sobre

diferentes medios de cultivo, determinandose que el aislamiento de Pyricularia-arroz tiene
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una tasa de 1.5 a 4.6 veces respecto a Pyricularia-bijao, lo que sugeriria la presencia de dos

especies o razas diferentes.

\ PDA+BJ(PDA +50

/ gde hoja de bijao)
SNA (Agar ( \’ SR TR BiDA (Bijao-
Nutriente Sintético) “"y« : " ) dextrosa-agar)

PDA+50HA
/} (PDA + 50 g Harina
] orroz)

o B ®
PDA  (Agar-papa- ® 1 JV8-Casero i
AVIIS) |

Pyri-Bijao Pyri-Bijao PDAsoHA  Pyri-Bijao WeCasero  Pyr-Bio

PDA+Bj Pyri~Arr,a{ BjDA Pyri-Arro

Figura 13: Crecimiento micelial de Pyricularia-bijao y Pyricularia-arroz sobre

diferentes medios de cultivo

Hussin et al. (2019) reportaron que la tasa de incremento micelial de 12 aislamientos de
Pyricularia oryzae en dos medios de cultivo (OMA y PDA) oscil6 entre 0.32 a 0.44 cm/dia,
valores que son mayores a los obtenidos para el aislamiento Pyricularia-bijao (Figura 14 A);
mientras que, el aislamiento Pyricularia-arroz alcanza valores de 2.3 y 1.8 veces mas en los
medios OMA y PDA respectivamente (Figura 14 B).

Considerando los valores de RCM de los aislamientos de P. oryzae reportados por Longya
et al. (2020) en Tailandia corresponderia al aislamiento de Pyricularia-arroz; mientras que,
respecto a la tasa reportada por Hussin et al. (2019) evaluados en Malasia, corresponderia al
aislamiento de Pyricularia-bijao; estas diferencias podrian atribuirse a la procedencia
geografica, rango de hospedantes y la existencia de muchas razas. Ou (1980) determino la
ocurrencia de hasta 250 razas en Filipinas y Correa-Victoria y Zeigler (1993) 45 razas de P.

grisea en Colombia.
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Figura 14: Tasa incremento micelial de los asilamientos Pyricularia-bijao y
Pyricularia-Arroz (A) y numero de veces mas de la tasa de incremento micelial de

Pyricularia-arroz respecto a Pyricularia-bijao (B)

b. Morfologia de las conidias

La forma de las conidias de los dos aislamientos observadas bajo el microscopio (Figura 15)
coinciden con la forma piriforme largado de los cuatro patrones descritos (Figura 2) por
Longya et al. (2020); asimismo, refieren que de los 59 aislamientos de P. oryzae el 77.9 por

ciento poseia conidias de forma piriforme, el 6.8 por ciento conidias piriformes cortos, 13.6
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por ciento conidias piriformes largos y sélo 1.7 por ciento produjo conidias de forma
ovalada.

Figura 15: Forma de las conidias de Pyricularia-bijao (a, by ¢) y Pyricularia-arroz (d)

en medio de cultivo PDA + 50 g de harina de arroz

c. Forma de crecimiento de las colonias

Las caracteristicas del desarrollo de la colonia micelial a partir del disco de siembra,
intensidad de produccion de melanina en el medio de cultivo y la forma de las conidias de
los dos aislamientos, son descritos en el Cuadro 10. Para el cual se emplearon las escalas
descriptivas (Figuras 3y 4) desarrolladas por Nartimov et al. (2021) y Longya et al. (2020).
Estas caracteristicas tuvieron ligeras variaciones influenciadas por el tipo de medio de
cultivo (Figuras 13 y 16), condicion de luz (Figura 17) y pH (Figura 19); sin embargo, la
caracteristica de mayor prevalencia para ambos aislamientos fue la naturaleza de crecimiento
de la colonia en forma concéntrica formando anillos abultados de diametro uniforme
(Figuras 13, 16, 17 y 19) descritas por Nartimov et al. (2021). El color del micelio (Figura
4) descritos por Longya et al. (2020), tienen marcadas diferencias con los dos aislamientos
evaluados. El color en Pyricularia-bijao varia de un gris-negro a crema rojizo, mientras que

Pyricularia-arroz vario de gris-negro a marrén rojizo (Figura 15), ambos evaluados en medio
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PDA+50g de harina de arroz; estas caracteristicas coinciden a algunos de los nueve
morfotipos descritos por Dubina et al. (2020) para 57 aislamientos evaluados en el sur de
Rusia. La intensidad en la produccion de melanina de ambos aislamientos fue mucho més
del 80 por ciento de lo reportado por Longya et al. (2020) (Cuadro 11). Howard y Ferrari
(1989), manifiestan que P. oryzae produce abundante melanina el cual es esencial para la
infeccion por medio del apresorio en el arroz. La melanina es un metabolito secundario y no

es una toxina.

Cuadro 11: Caracteristicas del micelio, produccion de melanina y forma de las

conidias de Pyricularia sp. aislados de hojas de bijao y arroz

. . - . Producci6n de -
Aislamiento Forma del Micelio en la colonia . . 3 Forma de la conidia
Melanina en medio

Color": gris, Nnegro a crema rrojizo
Crecimiento’: plano

Pyricularia - Naturaleza®: generalmente concéntrico Mayor al 80% Piriforme a piriforme
bija0  Egtructura® esponjoso, fieltro, polvoriento y largo
grumoso

Relieve®: abultado en anillos

Color: gris, negro a marrén rrojizo

Crecimiento®: plano

Naturaleza®: predominantemente concéntrico Mayor al 50%
Estructura’: esponjoso y polvoriento escaso

Relieve?: abultado en anillos

Pyricularia -
arroz

Piriforme a piriforme
largo

! Longya et al.,(2020). 2 Nartymov et al. (2021). *Medio PDA y PDA+50g de harina de arroz

Figura 16: Forma y color del crecimiento micelial de Pyricularia-Bijao (a) vy

Pyricularia-Arroz (b) en medio PDA+50g de harina de arroz
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d. Efecto de las condiciones luz en el RCM y Tasa de incremento micelial

Las condiciones de luz influyen de manera diferenciada y significativa en el ritmo de
crecimiento micelial (RCM) y tasa de incremento de ambos aislamientos. Para el aislamiento
Pyricularia-bijao, la luz alterna afecta significativamente estos dos factores, mientras que,
para el aislamiento Pyricularia-arroz, la luz continua es la que afecta a ambos parametros
evaluados (Cuadro 12 y Figura 17). Da Cruz (2009), determiné que el régimen de luz
continua, duplicé la produccién de conidias en P. grisea. Esto, podria estar relacionado al
estrés causado por la constante intensidad luminica, que provocaria un mayor resecamiento

del medio de cultivo, induciendo al hongo a generar un nimero una mayor esporulacion.

Cuadro 12: Efecto de la condicion de luz sobre el ritmo de crecimiento micelial (RCM)

y tasa de incremento micelial (cm/dia) de los aislamientos de Pyricularia de bijao y

arroz
Aislamiento de Pyricularia sp. de Bijao Aislamiento de Pyricularia sp . de Arroz
Condicion  Media Tukey Minimo Méaximo . Media Tukey Minimo Méaximo N
1 1 1 1 DS 1 1 1 1 DS Tasa
(cm)” (0=0.05" (cm)" (cm) (cm)” (0=0.05)" (cm)" (cm)

Luz continua 0.370 a 0.346 0.394 0.0170 0.4255 0.610 b 0.588 0.633  0.0512 0.6540
Oscuridad 0.359 a 0.335 0.383 0.1920 0.4205 0.658 a 0.635 0.681 0.0148 0.7254
Luz alterna 0.306 b 0.282 0.330 0.0597 0.3565 0.625 ab 0.602 0.647  0.0279  0.6939

! = Valores de ritmo de crecimiento (RC) micelial ~ Tukey: Letras en el mismo orden no diferen estadisticamente. DS = D. estandar

e. Efecto del pH en el RCM y tasa de incremento micelial

Los diferentes niveles de pH influyen de manera significativa solo para el aislamiento
Pyricularia-bijao; en cambio, para el aislamiento Pyricularia-arroz, no hay diferencias en el
ritmo de crecimiento micelial (RCM) y tasa de incremento micelial en medio PDA (Cuadro
13 y Figura 18). Finalmente, el efecto del pH en el RCM vy tasa evaluada en Pyricularia-

bijao es casi dos veces menor respecto al registrado en Pyricularia-arroz.

Dutta et al. (2019) mencionan que una condicion ligeramente acida a neutra (pH 6 - pH 7)
es ideal para el crecimiento micelial de Pyricularia grisea aislado de arroz en Bengala, India.
El RCM calculado de 1.06, 1.21 y 0.82 cm/dia a niveles de pH 5, 6 y 10 respectivamente;
estos valores duplican y cuadruplican a los valores encontrados para los aislamientos

Pyricularia-bijao y arroz (Cuadro 13 y Figuras 18 y 19).
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Oscuridad Luz continua Luz alterna

Pyri- Arroz

Figura 17: Efecto de las condiciones oscuridad, luz continua y luz alterna en el

crecimiento micelial de Pyricularia-bijao y Pyricularia-arroz en medio PDA

Cuadro 13: Efecto del pH sobre el ritmo de crecimiento micelial (RCM) y tasa de

incremento micelial en los aislamientos de Pyricularia de bijao y arroz

RCM Aislamiento de Pyricularia sp. de Bijao (cm/dia) RCM Aislamiento de Pyricularia sp. de Arroz (cm/dia)

Niveles de
oH  Meda  TUCY  Miimo Maximo g pu, Meda  TUCY  Miimo Maximo  pg  7ae
cm) (=005 " (cm) (cm) cm) (=005 (cm) (cm)

pH 6.0 0.323 a 0314 0332 0.0027 0.3443 0.620 a 0593 0593 0.0341 0.679%6
pH 5.5 0.320 ab 0311 0329 0.0061 0.3482 0.663 a 0636 0691 00216 0.7216
pH 6.5 0.316 abc 0307 0325 03160 0.3486 0.675 a 0648 0702 0.0176 0.7552
pH 9.0 0.311 abc 0302 0320 0.0082 0.3472 0.630 a 0603  0.657 0.0063 0.7167
pH 4.5 0.304 abc 0295 0313 0.0201 0.3243 0.633 a 0606  0.661 0.0484 0.6776
pH 7.5 0.301 abc 0292 0310 0.0139 0.3298 0.650 a 0623 0.677 0.0276 0.7380
pH 7.0 0.299 be 0290 0308 0.009% 0.3223 0.672 a 0.644  0.699 0.0402 0.7380
pH 8.0 0.299 he 0290 0308 0.0065 0.3259 0.657 a 0629 0.684 0.0258 0.7336
pH 5.0 0.295 c 0286 0304 0.0061 0.3289 0.655 a 0636 0.691 0.0509 0.7364
pH 8.5 0.295 c 0286 0304 0.0079 0.3182 0.655 a 0628 0682 0.0327 0.7382
pH 4.0 0.171 d 0162 0180 0.0143 0.1740 No fue posible evaluar

RCM =Ritmo de crecimiento micelial. ~ Tukey: Letras en el mismo orden no diferen estadisticamente. DS = D. estandar
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Figura 18: Efecto del pH en la tasa de crecimiento micelial de los aislamientos de
Pyricularia-bijao (a) y Pyricularia-arroz (b) en medio PDA

Figura 19: Efecto del pH en crecimiento micelial de los aislamientos de Pyricularia-

bijao (a) y Pyricularia-arroz (b) a los 19 dias después de incubacion en medio PDA
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Las escazas diferencias morfoldgicas y la fuerte influencia de los niveles de pH, condiciones
de luz y diferentes medios de cultivo en el ritmo de crecimiento micelial, tasa, produccién
de melanina en el medio, color del micelio de Pyricularia aislado de “wira bijao” respecto al
asilado de arroz indicarian la expresion de genes especificos que son empleados para la

construccion de arboles filogenéticos (Klaubauf et al. 2014 y Kemmuk, 2016)

4.2. ENSAYOS DE PATOGENICIDAD

4.2.1. Estandarizacion de un método de inoculacion

De los 14 métodos de inoculacion del aislamiento de Pyricularia-bijao sobre hojas extraidas
0 presentes en sus respectivas plantas (Cuadro 14), dieron positivo a infeccion solo cuando
se realiza la aspersion o deposito de la suspension conidial en la parte externa o interna de
la hoja cartucho en Calathea sp. “wira bijao”; en cambio, Pyricularia-arroz causo infeccion
tanto sobre hojas destacadas como en hojas presentes en plantas, para el caso del arroz
similares resultados han sido obtenidos por Pappas and Vloutoglou (1996), Pappas y
Paplomatas, (1998) y Dubina et al. (2020). En lo sucesivo, para todos los ensayos de
patogenicidad con el aislamiento de Pyricularia-bijao, se realizaron mediante el depdsito de
1 a 2 ml de una suspension concentrada de 1x10* conidias/ml en las hojas cartucho formadas
en las plantas. El tiempo que requiere una hoja cartucho desde que es visible hasta que esté
completamente extendida es de 10 a 12 dias y es el periodo de maxima susceptibilidad para

esta enfermedad.

4.2.2. Inoculacion cruzada del aislamiento Pyricularia-bijao en plantas de “wira bijao”
p ||

y arroz

Una vez determinado que el método de inoculacion maés eficiente para “wira bijao” es
mediante el depdsito de la suspension conidial sobre las hojas cartucho (Cuadro 14, método

13), se realizaron todas las inoculaciones bajo esta modalidad.

Los sintomas desarrollados por el aislamiento Pyricularia-bijao en el envés y haz de las
hojas inoculadas, pueden ser descritos de la manera siguiente: inicialmente en el envés de

las hojas se aprecian puntos himedos o aceitosos a los 3 a 4 dias después de la inoculacion
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Cuadro 14: Métodos de inoculacion de estructuras infectivas de Pyricularia-bijao y Pyricularia-arroz sobre hojas y plantas de “wira bijao”

y arroz

Hoja destacada en cAmara Hoja presente en planta
N° Métodos de inoculacion humeda (Vivero)

Wira Bijao Arroz Wira Bijao Arroz
1 Inoculacién de discos de micelio y conidias Pyricularia -bijao sobre el haz de la hoja Negativo Negativo Negativo Negativo
2 Inoculacion de discos de micelio y conidias Pyricularia -bijao sobre el envés de la hoja Negativo Negativo Negativo Negativo
3 Inoculacion de discos de micelio y conidias Pyricularia -arroz sobre el haz de la hoja Negativo Positivo Negativo Positivo
4 Inoculacion de discos de micelio y conidias Pyricularia -arroz sobre el envés de la hoja Negativo Positivo Negativo Positivo
5 Inoculacién por aspersion conidial de Pyricularia -bijao sobre el haz de la hoja Negativo Negativo No realizado  No realizado
6 Inoculacion por aspersion conidial de Pyricularia -bijao sobre el envés de la hoja Negativo Negativo Norealizado  No realizado
7 Inoculacion por aspersion conidial de Pyricularia -arroz sobre el haz de la hoja Negativo Positivo Norealizado  No realizado
8 Inoculacion por aspersion conidial de Pyricularia -arroz sobre el envés de la hoja Negativo Positivo No realizado  No realizado
9  Gotas de suspension conidial de Pyricularia -bijao sobre el envés de la hoja Negativo Norealizado ~ Norealizado  No realizado
10  Gotas de suspension conidial de Pyricularia -bijao sobre el haz de la hoja Negativo Norealizado ~ Norealizado  No realizado
11  Colocacién de una suspension conidial de Pyricularia -bijao en banda Negativo Norealizado  Norealizado  No realizado
12 Colocacion de una suspension conidial de Pyricularia -bijao en banda Negativo Norealizado  Norealizado  No realizado
13 Inoculacion de una suspension conidial de Pyricularia -bijao en la hoja cartucho de wira bijao No aplicable  No aplicable Positivo No aplicable
14 Inoculacién de una suspension conidial de Pyricularia -arroz en la hoja cartucho de wira bijao No aplicable  No aplicable Positivo No aplicable
Negativo = Sin infeccion.  Positivo = Infeccion.  No realizado = Método de inoculacién no aplicado. No aplicable = La hoja no sobrevive o no se forma en la planta

Hoja destacada = Hoja extraida de la planta y acondiconada en cadmara hiimeda.
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(Figuras 20 a y b); a medida que aumenta en diametro (1 a 2 mm) aparecen en el centro
puntos necroticos que son visibles tanto en el envés como en el haz (Figuras 20 ¢, dy €). Las
manchas necroticas de 2 a 3 mm de diametro se unen y forman grandes areas necréticas que

causan la muerte total de la hoja (Figuras 20 fy g).

9 Envés

Figura 20: Sintomas desarrollados por Pyricularia-bijao en el envés (a, by ¢) y el haz

(d, e, fy g) de las hojas inoculadas al estado cartucho en plantas de “wira bijao”

En cambio, los sintomas desarrollados en campo o invernadero por infeccion o inoculacion
natural son notablemente diferentes; en este caso, los sintomas se inician con puntos
hamedos en el envés, que van alcanzando diametros variables de 0.5 a 1 cm, en el centro de
las manchas aceitosas, se inicia el proceso de necrosamiento que a medida se desarrolla va
adoptando formas romboides. Las manchas necréticas siempre estan rodeadas de un halo
himedo y esta a su vez de un halo clor6tico (Figuras 21 a 'y b). El crecimiento de la mancha
necrotica se produce en anillos (Figura 21 ¢) cuyas dimensiones en estado avanzado varian

de 1.2 a 3.2 cm de didmetro. Es una constante que el mayor nimero de manchas foliares se
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presenta en el lado derecho de las hojas cuando son vistas desde la base en el haz (Figuras
12, 21-d y 25).

El necrosamiento total de una hoja, no ocurre bajo condiciones de indculo natural; tanto en
invernadero o campo puesto que el nimero de sitios de infeccion se restringen de 1 a 20
manchas necroticas por hoja (Figura 21 d), que pueden mantenerse aisladamente o coalescer
para formar manchas necroticas extensas que abarcan hasta el 50 por ciento de la ldamina
foliar. Fujitaetal. (1994), demostraron que las toxinas que se liberan durante la germinacién

de las conidias, son los responsables de tales sintomas.

Figura 21: Sintomas desarrollados por infeccion natural en campo en hojas de “wira
bijao”

En los ensayos de inoculacion cruzada del asilamiento Pyricularia-bijao a las plantas de
arroz, solo se realiz6 el método de inoculacidn por aspersion a toda la planta, mientras que,
a las plantas de “wira bijao” se aplicaron bajo dos métodos: (i) deposito en la hoja cartucho
(Figuras 22 a 'y c) y (ii) aspersién en toda la planta con presencia de hoja cartucho (Figura
22 d). El depdsito de la suspension conidial en la hoja cartucho se realizé en dos tipos de
plantas: (a) planta en el que se podd todas las hojas y solo se dejo la hoja cartucho (Figura
22 b) y (b) planta no podada (Figura 22 c). Todas las hojas cartucho inoculadas por deposito
0 por aspersion desarrollaron sintomas de la enfermedad; sin embargo, la intensidad de la
enfermedad fue mucho mayor en las hojas cartucho inoculadas por el método de deposito
(Figuras 22 b y c). La intensidad de la enfermedad es menor cuando se realiza la aspersion
en las hojas cartucho (Figura 22 d); asimismo, la infeccion es minima o inexistente en hojas
completamente extendidas (Figura 22 d), estos resultados corroboran los obtenidos en los
ensayos de inoculacién en hojas destacadas (Cuadro 14). Las plantas de arroz no mostraron
ningun sintoma visible (Figura 22 a), lo cual indicaria que el aislamiento Pyricularia-bijao

no tiene capacidad de infeccion en arroz.
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4.2.3. Inoculacion cruzada del aislamiento Pyricularia-arroz en plantas de “wira bijao”

y arroz

Como se vio en el Cuadro 14, las inoculaciones cruzadas con el asilamiento Pyricularia-
arroz tuvo capacidad de infeccion en todos los métodos de inoculacidon en las hojas de arroz
(destacadas o en planta). Asimismo, se observé desarrollo de sintomas en al menos el 20 por
ciento de las plantas de “wira bijao” inoculadas, los sintomas desarrollados fueron leves
produciéndose de 1 a 4 lesiones en los bordes del lado derecho de la hoja. En la Figura 23,
se presenta en forma comparativa la severidad causada por el aislamiento Pyricularia-arroz
y Pyricularia-bijao en hojas cartucho de “wira bijao”. Estos resultados no concuerdan con
el reporte de Pappas y Paplomatas (1998), que mencionan que ninguna especie de
Marantaceae mostré susceptibilidad a la inoculacion de 5 x 10* conidias/ml de un

aislamiento de Pyricularia obtenido de arroz.

AISLAMIENTO ARROZ
'y N ‘ \
A

/.
/

|
"

Aislamiento “Wira bijao”

Figura 22: Sintomas desarrollados por el aislamiento Pyricularia-arroz en hojas de
“wira bijao” por el deposito de 2 ml de in6culo (1x10* conidias/ml) en estado de hoja
cartucho (ay b). Aislamiento de Pyricularia-bijao con mayor severidad en la expresion
de sintomas (c)

4.2.4. Rango de hospedantes del aislamiento Pyricularia-bijao

De las especies de las familias Marantaceae, Zingibereaceae, Heliconaceae y Poaceae
inoculados con el asilado de Pyricularia-bijao, solo resultaron con alguna intensidad de dafio
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otras cuatro especies de la familia Marantacea de las 15 que se inocularon (Cuadro 15).
Pappas y Paplomatas (1998), reportaron a Pyricularia oryzae causando manchas foliares en
09 especies de la familia Marantaceae y en Musa sapientum (musaceae) y este agente causal
fue renombrado a Pyricularia ctenantheicola Klaubauf, Lebrun & Crous, como especie
nueva en el 2014. De las 14 especies de Marantaceae inoculadas solo se obtuvieron
desarrollo de sintomas en Calathea amabilis, C. ornata, C. insignis, C. rufibarba, Ctenanthe
oppenheimiana, C. pilosa, C. setosa, Maranta leuconeura y Stromanthe sanguinea; ademas,
obtuvieron infeccion en Musa sapientum (musaceae); de estas especies s6lo Calathea ornata

resultd ser susceptible al aislamiento de Pyricularia-bijao (Figura 24).

Cuadro 15: Hospedantes sobre los que se ha observado expresion de sintomas por la

inoculacién de suspensién de conidias de Pyricularia-bijao

1 Calathea spp. 1 "Wira bijac” o Bijao verdadero Inoculacion a hoja cartucho  Positivo
(2" en importancia comercial)
2 Calathea lateralis Bijao blanco Inoculacién a hoja cartucho  Positivo
(29° en importancia comercial)
3 Calathea lutea Bijao lanudo Inoculacion a hoja cartucho  Positivo
(3™ en importancia comercial)
3 Calathea ornata— 1 - ornamental - Marantaceae Inoculacidn a hoja cartucho Positivo
4 Calathea ornata— 2 - ornamental - Marantaceae Inoculacion a hoja cartucho  Positivo
5 Calathea zebrina - ornamental - Marantaceae Inoculacion a hoja cartucho  Negativo
6 Calathea rufibarba - ornamental - Marantaceae Inoculacidn a hoja cartucho Negativo
7 Calathea roseoptica - ornamental - Marantaceae Inoculacion a hoja cartucho  Negativo
8 Calathea makoyana— ornamental - Marantaceae Inoculacion a hoja cartucho  Negativo
9 Calathea lancifolia— ornamental - Marantaceae Inoculacidn a hoja cartucho  Negativo
10 Calathea warscewiczii—ornamental - Marantaceae Inoculaciona hoja cartucho  Negativo
11 Calathea spp.—1 ornamental - Marantaceae Inoculacion a hoja cartucho  Negativo
12  Calathea spp.— 2 ornamental - Marantaceae Inoculacién a hoja cartucho  Negativo
13  Calathea spp. —3 ornamental - Marantaceae Inoculacion a hoja cartucho Negativo
14 Calathea spp. — 4 ornamental - Marantaceae Inoculacion a hoja cartucho  Negativo
15  Calathea spp. — 5 ornamental - Marantaceae Inoculacién a hoja cartucho Negativo
16  Kion (Zingiber officinale) - Zingeberaceae Inoculacion a hoja cartucho  Negativo
17  Azafran(Curcumalonga) - Zingeberaceae Inoculacidn a hoja cartucho Negativo
18 Heliconia1 (Heliconia sp.) - Heliconiaceae Inoculacion a hoja cartucho  Negativo
19 Heliconia 2 (Heliconiasp.) - Heliconiacea Inoculacion a hoja cartucho  Negativo
20 Arroz (Oryza sativa) - Poaceae Aspersion a toda la planta Negativo
21 Arrocillo (Rottboelliasp.) - Poaceae Aspersion a toda la planta Negativo
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Calathea sp. 2 Calathea sp. 3 Calathea ornata

“Wira bijao” “Bijao blanco” | ! “Bijaolanudo” “Ornamental”

Figura 23: Sintomas desarrollados por Pyricularia-bijao en tres especies diferentes de

Calathea por inoculacion en el estado de hoja cartucho

4.2.5. Porcentaje de area foliar dafiada en hojas al estado cosecha

Existe mayor porcentaje de area foliar afectada en un lado de la hoja, visto desde la base del
haz. En la Figura 25, se muestra la existencia de mayor porcentaje de area foliar dafiado en
el lado derecho de la hoja. La causa de esta caracteristica podria ser atribuida a la
concentracion de los pigmentos antocianicos (fenoles) presentes en el lado expuesto en las
hojas cartucho (Figura 26 a), ese lado correspondera al lado izquierdo, cuando la hoja se
extienda totalmente (Figura 25) o al lado derecho si es visto desde el envés (Figura 26). Al
realizar la cuantificacion de fenoles totales mediante el método espectrofotométrico de Folin
Ciocalteu en extractos hidroalcoholicos (70:30 v/v metanol:agua), expresados en
miliequivalentes a acido galico por g de muestra (mg EAG.g?), se determin6 que, en
promedio el mayor contenido de este compuesto se encuentra en el lado derecho (4.37),
mientras que en el lado izquierdo el contenido es solo de 3.43 mg EAG.g! (Figura 26 c).
Este mayor contenido de polifenoles totales estaria acondicionando una menor infeccion de
P. oryzae. El efecto antifungico de los fenoles esta bastante documentado; Tellez et al.
(2016), determinaron que las manchas foliares en diferentes especies de arboles tropicales
causados por Calonectria sp. disminuyeron a medida que aumentd el contenido de

pigmentos antocianicos en las hojas jovenes.

Aun cuando la enfermedad se presenta en méas del 80% de las hojas comercializadas, estas

no superan el 5 por ciento, en el lado derecho (Figura 25); sin embargo, sus consecuencias
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son graves debido a que al momento de ser sometidas al ahumado a una temperatura de mas
de 150 °C el area necrosada se quema, afectando significativamente la utilidad de la hoja. La
practica del ahumado se realiza para que la hoja sea maleable al momento de la envoltura
del alimento y fundamentalmente para integrar en ellas aromas y sabores, especialmente a
los denominados “juanes”; ademas, en este plato tipico de la selva se requiere que las hojas
actlen como una envoltura hermética para que no ingrese el agua al momento de la coccion.
El uso de hojas ahumadas con areas necroticas requerird emplear dos o mas hojas por cada
unidad de plato.

N
2
E ‘
S 20.00
=
[*)
[\1]
a—, ®
-]
o 15.00
'g -
~ Promedio =1.24%
o
it
G 10.00 .
s °,°
-~ [ ]
8
8 : . .o
g 00 . o o .",
< o ‘ ° .. ° M o
R oo o o
[ ]
0.00 M\-’f?#ﬂ-’% Aﬂn&*
150 200 250 300
12.00
N
(1]
i =
2 10.00 .
=] [ ]
=]
-
o
3 8.00
N
o
©
o
o 6.00
£ Promedio = 0.33%
® 400 .
o
= ® o9
L2 ®e .
g 2.00 . o5
< ® o o °
x A W "1.:‘:
0.00 *
0 50 100 150 200 250 300

Numero de hojas

Figura 24: Porcentaje de area foliar afectada segun el lado derecho o izquierdo de hoja
al estado de cosecha, visto desde el haz
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Figura 25: Presencia de fenoles en las hojas cartucho de “wira bijao” y cantidad de
fenoles totales en cada lado correlacionados con la intensidad de dafio por Pyricularia

oryzae

Las zonas cultivadas de bijao, segun el sistema de clasificacion de zonas de vida de
Holdridge corresponde a un Bosque Humedo Tropical, que se caracteriza por ser un clima
calido y humedo con meses (abril-setiembre) de menor y mayor (octubre-marzo)
precipitacion que fluctua entre 3 384 a 3 403 mm/afio y temperaturas que fluctta entre 19.5
a 29.9 °C, y una humedad relativa media historica que fluctla entre 82.2 a 84.3 por ciento.
Estas condiciones climaticas tienen un impacto en el desarrollo de las enfermedades en las
plantas, ya que proporcionan el ambiente propicio para la proliferacion de patdgenos y la
propagacion de enfermedades. Segun Picco y Rodolfi (2002), estas condiciones climaticas
son muy favorables para el desarrollo epidémico del género Pyricularia. Aun cuando, las
observaciones de campo muestran un nivel de incidencia y severidad uniforme a lo largo del

afio es necesario evaluar su comportamiento en la época de menor y mayor precipitacion.

4.3. Analisis molecular
Las secuencias de la region gen 28S de los aislamientos Pyricularia-wira bijao (CPQBA

2629-22 DRM 01) y Pyricularia-bijao blanco (CPQBA 2629-22 DRM 02) obtenidos con

los primers empleados, se ensamblaron en un consenso (secuencia de consenso Unica que
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combina los diferentes fragmentos obtenidos) y comparado con secuencias de organismos
representados en bases de datos Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y CBS

(http://www.westerdijkinstitute.nl/), permiten identificar a los dos agentes causales de

manchas foliares en “Wira bijao” y “Bijao blanco” como Pyricularia oryzae Cavara 1892
(Cuadro 16).

Las secuencias de la region D1/D2 del gen 28S de CPQBA 2629-22 DRM 01 y CPQBA
2629-22 DRM 02 mostraron 99-100 por ciento de similitud con las secuencias de la misma
regién del operdn ribosémico de la especie Pyricularia oryzae, depositadas en la base de
datos GenBank y en la base de datos CBS.

Cuadro 16: Resultados de la identificacion molecular del agente causal del guemado

de hojas en Calathea sp. “wira bijao” y “bijao blanco”

Identificacion de Origen Clave de identificacion en Resultado de

(Pert) Brasil Identificacion

Genero: Pyricularia

Hospedante: Calathea sp. 1-
CPQBA 2629-22 DRM 01

“Wira bijao” o ) )
(Centro Pluridisciplinar de Pyricularia oryzae

Colector: Oscar Cabezas H.
Fecha de siembra: 18/12/21
Procedencia: Leoncio Prado -

Pesquisas Quimicas, Cavara 1892

Bioldgicas e Agricolas)

Huanuco

Género: Pyricularia
Hospedante: Calathea sp. 2 —
“Bijao blanco”

Colector: Oscar Cabezas H. CPQBA 2629-22 DRM 02
Fecha de siembra: 18/12/21
Procedencia: Leoncio Prado -

Pyricularia oryzae
Cavara 1892

Huénuco
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El dendograma de distancia genética, construido con las secuencias de la region del gen
28S de las muestras CPQBA 2629-22 DRM 01 (wira bijao) y CPQBA 2629-22 DRM 02
(bijao blanco), y de otras especies de hongos obtenida de las bases de datos Mykobank
presentado en la Figura 27. El agrupamiento de las muestras aisladas en este trabajo con
los linajes de las especies de referencia: CBS 658.66, CBS 659.66 y G58 de Pyricularia

oryzae sugieren que las dos muestras serian Pyricularia oryzae Cavara 1892.

Actualmente, los reportes cientificos concluyen que P. oryzae solo causan enfermedades
en especies de plantas de la familia Poaceae; sin embargo, Pappas y Vloutoglou (1996) y
Pappas y Paplomatas (1998) lo reportaron causando manchas foliares en Ctenanthe
oppenheimiana and C. setosa miembros de la familia Marantaceae a los que también
pertenece el “wira bijao”. El analisis polifilético realizado del género Pyricularia por
Klaubauf et al. (2014), lo renombraron al agente causal de las manchas foliares en
Ctenanthe como Pyricularia ctenantheicola por pertenecer a grupos monofiléticos

diferentes.

La estrecha relacion filogenetica (Figura 27) y la conclusién de la identidad basado en su
estructura molecular de los dos aislamientos obtenidos de “bijao” en Pyricularia oryzae,
sugieren la existencia de formas patogénicas especializadas en algunas especies de la
familia Marantaceae; sin embargo, es necesario realizar el secuenciamiento de otras
regiones genodmicas, tal como fue realizado por Khemmuk (2016), que ademas de
secuenciar las regiones ITS y LSU secuenci6 otras como ACT, RPB1, BT, CAL, TEFly
MCMT7 para estudiar las relaciones filogenéticas de la familia Pyriculariaceae. Ademas,
Dizkirici and Kalmer (2019), sugieren, que ademas de secuenciar la region ITS, se
secuencien genes que codifican proteinas como TEF1-o, RPB1, RPB2, B-tubulin y CaM
para la identificacion especifica de hongos. Considerando, estos hechos, es necesario
secuenciar un mayor numero de regiones a fin de dar mayor consistencia a la identidad de
Pyricularia oryzae como agente causal de las manchas foliares en Calathea sp. cultivar

“wira bijao” y “bijao blanco”.
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Figura 26: Dendrograma basado en distancias genéticas con el método Neighbor-joining
usando las secuencias D1/D2 del gen 28S, mostrando el agrupamiento de Pyricularia oryzae
con las muestras CPQBA 2629-22 DRM 01 y DRM 02, aislados de “wira bijao” y “bijao

blanco”, respectivamente
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V. CONCLUSIONES

Las caracteristicas morfologicas, culturales y patogénicas, permiten establecer que el
género Pyricularia, que infecta a hojas de Calathea sp. cv. “wira bijao”, es diferente a
las especies de P. oryzae y P. grisea descrita por Ellis (1970) y Barretomyces calatheae.

Aun cuando, el analisis de distancias genéticas por el método de Neighbor-Joining
usando la regién D1/D2 del gen 28S determiné que, el causante de las manchas foliares
en hojas de Calathea sp. “wira bijao” es genéticamente semejante a Pyricularia oryzae
Cavara 1892, es necesario analizar otros genes que permitan determinar su filogenia

dentro de la familia Pyriculariaceae.

Las inoculaciones cruzadas del aislamiento de Pyricularia obtenidos de arroz, causaron
lesiones leves en hojas de “wira bijao”’; mientras que, el aislamiento de Pyricularia que
infecta al “wira bijao” no causa ninguna lesion visible en el arroz, pero si tiene capacidad

de infeccidn sobre otras cuatro especies de Calathea.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar inoculaciones cruzadas con un mayor nimero de aislamientos de Pyricularia

oryzae obtenidos de arroz sobre plantulas de Calathea sp. “wira bijao”.

Realizar inoculaciones cruzadas sobre cultivares diferenciales de arroz del aislamiento

de Pyricularia oryzae obtenidos de Calathea sp.

Realizar el secuenciamiento de otras regiones como ACT, RPB1, BT, CAL, TEFly
MCM7, para una mayor claridad en la identidad de Pyricularia oryzae como agente

causal de las manchas foliares en Calathea sp. “wira bijao”.

Realizar la identificacion a nivel de especie a Calathea sp. denominado localmente

como “wira bijao”.
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VIIl. ANEXOS



Anexo 1: Mediciones de conidia y conidioforo en micras de Pyricularia-bijao

directamente de hoja infectada

Ne Conidias Conidioforo
Observaciones| Largo Didmetro Largo Didmetro
1 28.88 13.27 100.69 4.79
2 26.72 10.69 137.76 5.48
3 26.25 11.29 108.57 4.11
4 31.04 10.24 116.29 4.79
5 28.11 10.50 126.80 5.96
6 26.10 11.09 92.36 5.59
7 26.25 10.97 89.42 5.03
8 27.18 9.88 77.07 5.00
9 27.03 10.32 123.40 4.53
10 26.25 9.59 84.02 541
11 27.64 10.72 102.24 4.93
12 27.49 10.24 111.66 5.65
13 26.10 11.04 79.53 4.56
14 26.41 11.83 99.78 5.10
15 29.19 11.83 113.89 5.20
16 28.73 10.76 105.85 4.98
17 27.03 10.78 85.45 4.23
18 27.18 10.50 112.60 5.23
19 28.73 11.24 125.78 5.13
20 27.03 10.32 109.56 4.98
21 30.12 9.85 112.89 5.10
22 26.72 9.95 86.56 5.20
23 26.41 10.25 113.81 5.11
24 29.65 11.92 98.54 5.13
25 26.72 9.53 106.96 4.79
26 25.48 11.09 86.25 4.75
27 28.26 10.29 88.87 4.89
28 30.12 10.69 96.47 5.23
29 28.79 9.89 106.78 4.69
30 30.45 9.13 86.96 4.98
31 27.43 9.30
32 27.6 9.95
33 28.06 8.36
34 31.12 8.37
35 26.49 8.87
36 22.23 9.9
37 30.2 9.52
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Continuacién

38 26.38 9.16
39 27.75 9.51
40 30.5 10.17
41 29.42 9.98
42 29.5 9.09
43 28.76 9.89
44 26.54 9.24
45 30.15 8.33
46 29.39 8.53
47 29.4 7.95
48 25.09 9.64
49 30.73 9.19
50 24.89 7.99
Promedio 27.60 10.74 102.89 5.02
Desv. Stan 151 0.84 15.28 0.39
Min 22.23 7.95 77.07 411
Max 31.12 13.27 137.76 5.96

67




Anexo 2: Mediciones de conidia y conidiéforo en micras (um) de Pyricularia-arroz

directamente de hoja infectada

Ne Conidias Conidio6foro
Observaciones| Largo Didmetro Largo Diametro
1 22.08 7.54 105.02 4.63
2 19.92 8.49 120.46 4.79
3 23.47 9.08 124.32 4.53
4 22.24 7.98 117.68 3.91
5 20.23 8.06 113.05 5.17
6 20.08 7.63 148.88 3.57
7 23.01 8.12 122.93 5.00
8 23.47 6.46 118.76 4.74
9 18.38 7.12
10 21.93 8.91
11 19.92 7.98
12 19.77 7.24
13 22.39 7.72
14 21.62 8.23
15 21.31 8.22
16 20.54 9.17
17 20.08 7.51
18 17.61 9.02
19 19.31 8.31
20 20.54 7.78
21 21.16 8.03
22 27.03 8.59
23 23.63 8.46
24 20.08 7.43
25 20.23 8.11
26 21.16 8.77
27 22.24 7.54
28 18.38 7.71
29 21.31 8.29
30 22.24 7.58
31 19.31 7.58
32 18.38 8.45
33 19.46 7.89
34 20.85 8.11
35 20.08 8.26
36 19.46 7.01
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Continuacioén

37 18.07 8.08
38 23.78 7.60
39 22.08 7.51
40 18.69 8.74
41 23.01 8.51
42 23.47 8.69
43 17.61 7.71
44 18.84 7.64
45 18.22 8.23
46 18.38 7.63
47 19.31 8.94
48 19.92 6.90
49 22.24 7.20
50 20.89 7.11
Promedio 20.75 7.98 121.39 4.54
Desv. Stan 1.95 0.61 12.68 0.54
Min 17.61 6.46 105.02 3.57
Max 27.03 9.17 148.88 5.17
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Anexo 3: Mediciones de conidia y conidioforo en micras (um) de Pyricularia-bijao y

Pyricularia-arroz en medio PDA

Pyricularia aislamiento de bijao Pyricularia aislamiento de arroz
Ne Conidias Conidioforo Conidias Conidioforo
Observ. | Largo | Diametro | Largo | Didmetro | Largo | Diametro | Largo | Didmetro
1 36.00 9.11 199.32| 496 |26.52| 8.06 [23548| 4.11
2 28.21| 10.64 |127.28| 496 |20.62| 7.42 |510.78| 4.60
3 3299 | 10.52 99.07 470 |21.04| 6.13 |190.36| 4.71
4 35.71| 10.17 |148.00| 4.04 |24.70| 7.03 |[185.10| 3.57
5 28.01 9.88 95.41 399 [2326| 7.78
6 2543 | 10.07 |106.58| 3.98 |23.68| 6.88
7 32.27| 10.24 81.17 402 |2446| 7.21
8 31.99| 11.88 [197.73| 4.11 |24.41| 7.00
9 24.47 9.31 90.55 412 |2536| 7.76
10 27.64 | 10.01 84.51 398 [2430| 8.72
11 31.34| 10.32 48.36 3.71 |2346| 8.04
12 25.75| 10.44 95.30 3.85 [2344| 741
13 30.86 9.38 121.49| 5.11 |25.16| 7.58
14 31.19| 11.20 86.49 401 |21.29| 7.93
15 26.35| 10.07 51.40 356 [18.36| 6.59
16 31.03| 10.10 74.19 508 [25.94| 8.90
17 26.70 | 10.97 69.95 404 |26.60| 8.49
18 30.60 8.48 24.63| 7.85
19 30.03 9.88 2244 | 1.73
20 24.41 9.26 25.88| 8.64
21 30.81 9.33 26.28| 8.71
22 25.53| 10.38 23.09| 8.88
23 31.16| 10.69 24.40| 8.22
24 27.93| 10.01 24.40| 8.82
25 31.66| 10.04 2411 | 7.32
26 3159 | 11.33 1954 | 7.48
27 27.14| 11.19 2141 9.04
28 32.88 8.57 23.16| 7.47
29 19.53 8.77 2496 | 7.05
30 23.08 7.40 23.26 | 9.20
31 23.71 8.77 22.68| 7.05
32 26.70 8.83 2259 | 8.25
33 30.32 8.92 21.38| 6.26
34 34.22 8.47 22.69| 8.22
35 36.41 8.37 25.88| 9.19
36 31.25 6.13 22.04| 8.85
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Continuacién

37 25.76 | 8.37 23.03| 8.23
38 24.63| 9.99 24.31| 7.90
39 27.45| 8.46 23.16| 8.22
40 29.99 | 7.58 24.93 | 8.62
41 29.14| 9.45 25.03 | 8.08
42 28.28 | 8.92 22.90| 7.76
43 33.96 | 8.67 23.99| 8.16
44 26.72 | 8.66 26.46 | 7.70
45 27.2611.32 23.39| 8.79
46 27.34110.75 25.57| 9.03
47 27.90|11.78 26.90| 7.96
48 27.12| 9.23 29.19| 8.49
49 35.38|12.97 23.45| 7.93
50 34.69|11.75 22.03| 7.80
Promedio |29.21| 9.74 |104.52| 4.25 |23.84| 7.96 |280.43| 4.25
Desv. Stan | 3.72 | 1.28 | 43.40 | 0.50 | 1.99 | 0.75 |155.22| 0.52
Min 19.53| 6.13 | 48.36 | 3.56 |18.36| 6.13 |185.10| 3.57
Max 36.41|12.97]199.32| 5.11 |29.19| 9.20 |510.78| 4.71
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Anexo 4: Andlisis de variancia para el efecto del pH en el ritmo de crecimiento micelial

del aislamiento de Pyricularia-arroz. Tukey 5 por ciento

Fuente GL Valor F Valor p Sig.
Factor 9 1.77 0.097 e
Error 50
Total 59

Anexo 5: Andlisis de variancia para el efecto de la luz continua, luz alternay oscuridad

en el ritmo de crecimiento micelial del aislamiento de Pyricularia-arroz. Tukey 5 por

ciento
Fuente GL Valor F Valor p Sig.
Factor 2 5.02 0.014 *ok
Error 27
Total 29

Anexo 6: Andlisis de variancia para el efecto del pH en el ritmo de crecimiento micelial

del aislamiento de Pyricularia-bijao. Tukey 5 por ciento

Fuente GL Valor F Valor p Sig.
Factor 10 81.27 0.015 **
Error 44
Total 54

Anexo 7: Andlisis de variancia para el efecto de la luz continua, luz alternay oscuridad

en el ritmo de crecimiento micelial del aislamiento de Pyricularia-bijao. Tukey 5 por

ciento
Fuente GL Valor F Valor p Sig.
Factor 2 8.345 0.002 *%
Error 27
Total 29
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Anexo 8: Analisis de variancia para el efecto de los medios de cultivo en el ritmo de

crecimiento radial del aislamiento de Pyricularia-bijao. Tukey 5 por ciento

Fuente GL Valor F Valor p Sig.
Factor 7 8.336 0.022 faiad
Error 40
Total 47

Anexo 9: Analisis de variancia para el efecto de los medios de cultivo en el ritmo de

crecimiento radial del aislamiento de Pyricularia-arroz. Tukey 5 por ciento

Fuente GL Valor F Valor p Sig.
Factor 2 119.76 0.0013 *x
Error 27
Total 29

Anexo 10: Medios de cultivo para determinar las caracteristicas culturales de los

aislamientos Pyricularia-bijao y arroz

Papa Dextrosa Agar (PDA) —1 litro

Ingredientes:

- 200 g de papa pelada

- 17 g de agar-agar

- 20 g de dextrosa

Preparacion:

- Cortar la papa en cuadrados de 1 cm? aproximadamente

- En un recipiente con 500 ml de agua destilada poner a cocinar la papa

- En otro recipiente con 500 ml de agua destilada agregar 17 g de agar-agar y calentar en
microondas hasta su disolucién completa.

- Agregar al agar disuelto el caldo de papa y agregar 20 g de dextrosa, mezclandolos
homogéneamente y enrazar a un litro.

- Distribuir en las botellas para la esterilizacion.

- Esterilizar en autoclave a una presion de 15 Ib/pulg?, durante 15 minutos.
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Oat Meal Agar (OMA) / Agar Harina Avena (AHA)

Ingredientes:
- 17 g de agar-agar
- 20 g glucosa

Preparacion:

- 47 g de harina de avena

1000 ml agua destilada

- Enun recipiente con 500 ml de agua destilada agregar 17 g de agar-agar y calentar en

microondas hasta su disolucién completa.

- En otro recipiente con 500 ml de agua destilada agregar 47 g de harina de avena y

calentar en microondas hasta su disolucion completa por aproximadamente 1 hora.

- Mezclar las diluciones de agar y harina, sobre la mezcla adicionar la glucosa.

- Distribuir en las botellas para la esterilizacion.

- Esterilizar a 121 °C y a 15 libras de presion, durante 20 minutos.

Agar-V8 casero modificado

Ingredientes A:

- 2 tomates grandes

- 3 ramitas de apio con todo y hojas
- Yasal de mar

- YitTaza de espinacas

- 1 titad de beterraga

Ingredientes B:

- 10 g de extracto de levadura

- 800 ml de agua destilada

Preparacion:

2 zanahorias

Y puriio de cilantro lavado

Y4 cucharadita de pimienta negra
1 cucharada de perejil

1 taza de agua destilada

- Colocar todos los ingredientes A en una licuadora hasta obtener un jugo uniforme

- Filtrar en una tela de gasa

- 200 ml del filtrado, adicionar el extracto de levadura y enrazar a 1000 ml con agua

destilada

- Distribuir en las botellas para la esterilizacion.

- Esterilizar a 121 °C y a 15 libras de presion, durante 20 minutos.
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Medio PDA + Harina de Arroz

Ingrediente:
- 200 g de papa pelada - 17 g de agar-agar
- 20 g de dextrosa - 50 g de harina de arroz

Preparacion:

- Preparar medio PDA para un volumen de 800 ml

- En 200 ml de agua destilada someter a coccidon los 50 g de harina de arroz
- Mezclar el PDA y solucion de harina de arroz y enrazar a 1000 ml.

- Distribuir en las botellas para la esterilizacion.

- Esterilizara 121 °C y a 15 libras de presion, durante 20 minutos.

Medio PDA + jugo hoja de “wira bijao”

Ingrediente:
- 200 g de papa pelada - 17 g de agar-agar
- 20 g de dextrosa - 50 g de hoja fresca de “wira bijao”

Preparacion:

- Preparar medio PDA para un volumen de 800 ml

- En 200 ml de agua destilada licuar los 50 g de hoja de “wira bijao”

- Mezclar el PDAYy el licuado de hoja de “wira bijao” y enrazar a 1000 ml.
- Distribuir en las botellas para la esterilizacion.

- Esterilizara 121 °Cy a 15 libras de presion, durante 20 minutos.

Medio Agar Jugo hoja de “wira bijao”

Ingrediente:

- 200 g de hoja fresca de “wira bijao” - 17 g de agar-agar

- 20 g de dextrosa

Preparacion:

- Cortar las hojas en trozos pequefios y licuar con 400 ml de agua destilada

- En otro recipiente con 500 ml de agua destilada agregar 17 g de agar-agar y calentar en
microondas hasta su disolucion completa.

- Agregar al agar disuelto el licuado de hojas de “wira bijao” y agregar 20 g de dextrosa,
mezclandolos homogéneamente y enrazar a un litro.

- Distribuir en las botellas para la esterilizacion.

- Esterilizar en autoclave a una presion de 15 Ib/pulg?, durante 15 minutos.
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Anexo 11: Resolucién de autorizacion de SERFOR para colecta de muestras de hojas
de Calathea sp.

O Fimado e por GALVEZ
DURAND BE SNARD Jesssca Mara
ﬂn FAU 20562836927 soft
4 Cango Drectira
Matvo o @0 36l COOMMENIO
@ Focha: 21.05.2021 18.01.05 05.:00

RESOLUCION DE DIRECCION GENERAL

Magdalena Del Mar, 21 de Mayo del 2021
RDG N° D000283-2021-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS

VISTOS:

La solicitud, registrada con nimero de expediente 2021-14677, de fecha 05 de mayo
de 2021, conteniendo la solicitud de autorizacién con fines de investigacion cientifica de flora
silvestre, fuera de Areas Naturales Protegidas, presentada por el sefior OSCAR ESMAEL
CABEZAS HUAYLLAS (en adelante, el administrado), identificado con DNI N° 07043313 y
el Informe Técnico N° D000146-2021-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF, de fecha
21 de mayo de 2021, y;

CONSIDERANDO:

Que, el articulo 66° de la Constitucion Politica del Peri de 1993 establece que los
recursos naturales, renovables y no renovables, son patrimonio de la Nacién; y el Estado es
soberano en su aprovechamiento;

Que, de conformidad con la Ley Forestal y de Fauna Silvestre, aprobada por Ley N°
29763; el Reglamento para la Gestién Forestal, aprobado mediante Decreto Supremo N°
018-2015-MINAGRI; el Decreto Supremo N° 004-2019-JUS que aprueba el Texto Unico
Ordenado de la Ley N° 27444 Ley del Procedimiento Administrativo General; el literal g) del
Articulo 53° del Reglamento de Organizacion y Funciones aprobado por Decreto Supremo
N° 007-2013-MINAGRI, asi como su modificatoria mediante Decreto Supremo N° 014-2016-
MINAGRI y; la Resolucién de Direccion Ejecutiva N° 060-2016-SERFOR/DE.

SE RESUELVE:

Articulo 1.- OTORGAR la Autorizacién con fines de investigacion cientifica de flora
silvestre, con estudios moleculares, fuera de Areas Naturales Protegidas, al sefior
OSCAR ESMAEL CABEZAS HUAYLLAS, identificado con DNI N° 07043313,
correspondiéndole el Coédigo de Autorizacion N° AUT-IFL-2021-030, como parte del
proyecto de investigacion titulado “Caracterizacion morfolégica, patolégica y molecular
de Pyricularia sp. causante de manchas foliares en Calathea sp. en Huanuco”, a
desarrollarse en el Sector “El Mirador”, distrito de Rupa Rupa, provincia de Leoncio Prado,
departamento de Huanuco; cuya vigencia se contabilizara desde el dia siguiente habil de su
notificacion.

Articulo 2.- El administrado se encuentra sujeto al cumplimiento de lo presentado
en el plan de investigacion y al plazo correspondiente a cinco (05) meses; asi como, con la
colecta del material biolégico indicado en el Cuadro N° 01 del ANEXO 1 de la presente
resolucion; asimismo, con las obligaciones establecidas en la legislacion forestal y de fauna
silvestre, segun lo sefialado en la parte de considerativa de la presente resolucion de
direccién general.

Articulo 3.- El administrado debera implementar las medidas dispuestas en el
“Protocolo Sanitario Sectorial ante el COVID-19 en la Actividad Forestal" establecida en la
Resoluciéon Ministerial N° 152-2020-MINAGRI, de fecha 28 de junio de 2020, en lo que
resulte aplicable.
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Anexo 12: Resultados del servicio de analisis molecular de los dos aislamientos del

agente causal de manchas foliares en Calathea sp.
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