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Resumen

Los medios de cultivo en el laboratorio son importantes para el aislamiento y caracterizacién de
microorganismos. El agar papa-dextrosa (PDA) es un medio de cultivo con formulacion simple, utilizado
para el aislamiento, cultivo y caracterizacion de hongos fitopatdgenos de importancia agroeconémica como
Pestalotiopsis clavispora. En este sentido, el objetivo de este trabajo fue determinar el crecimiento de P.
clavispora en diferentes variedades de papa, Solanum tuberosum. Para ello, se preparé medio agar papa
dextrosa (PDA) utilizando distintas variedades de papa (azul, roja, amarilla y blanca). Posteriormente, se
inoculd a P. clavispora por bocado y se incub6 a 28°C durante 23 dias. Se evalué el crecimiento radial y la
morfologia de los conidios mediante microscopia de fluorescencia usando blanco de calcofluor y
microscopia en campo claro. Los resultados preliminares mostraron, que el mayor crecimiento micelial
radial de P. clavispora se obtuvo en papa blanca, mientras que en papa amarilla fue menor. Ademas, la
produccion de acérvulos con conidios maduros fue mayor en papa blanca y menor en papa roja. Los
resultados sugieren que la cantidad de azlcares y minerales biodisponibles para el hongo, son diferentes

dependiendo de la variedad de papa, indicando que la papa blanca es la mas adecuada para el crecimiento
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de este hongo. Asimismo, se aportan datos relevantes sobre la morfologia y la produccion de conidios, los

cuales son importantes para futuras aplicaciones biotecnolégicas y estudios micolégicos.

Palabras clave: Hongos fitopatdgenos, medios de cultivo, papas, nutrientes, biodisponibilidad.

Analysis of Pestalotiopsis clavispora growth on different potato varieties, Solanum

tuberosum
Abstract

Culture media in the laboratory are important for the isolation and characterization of microorganisms.
Potato-dextrose agar (PDA) is a culture medium with a simple formulation, used for the isolation,
cultivation, and characterization of plant pathogen fungi of agroeconomic importance such as Pestalotiopsis
clavispora. Herein, this work aimed to determine the growth of P. clavispora in different varieties of potato,
Solanum tuberosum. For this purpose, potato-dextrose agar (PDA) medium was prepared using different
potato varieties (blue, red, yellow, and white). Subsequently, P. clavispora was inoculated by punch
inoculation (circular method) and incubated at 28°C for 23 days. Radial growth and conidia morphology
were evaluated by fluorescence microscopy using calcofluor white stain and bright field microscopy.
Preliminary results showed that the highest radial mycelial growth of P. clavispora was obtained on white
potatoes, while it was lower on yellow potatoes. In addition, the production of acervuli with mature conidia
was higher in white potatoes and lower in red potatoes. The results suggest that the amount of bioavailable
sugars and minerals for the fungus are different depending on the potato variety, indicating that white potato
is the most suitable for the growth of this fungus. Likewise, relevant data on the morphology and production
of conidia are provided, which are important for future biotechnological applications and mycological

studies.

Keywords: Plant pathogens, culture media, potatoes, nutrients, bioavailability.

1. Introduccién presentan diferentes funciones ecoldgicas

o . dependiendo de su estilo vida, endofitica o
Pestalotiopsis sp. forma parte del genero de .
o saprofitica (Wu y col., 2022). De manera
hongos enddfitos asexuales de los o o )
] ) saprofita, Pestalotiopsis sp., causa varias
seminomicetos (Zhao y col., 2021), los cuales
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enfermedades en plantas, como el tizén de la
hoja y ramitas, necrosis foliar, mancha foliar,
podredrumbe de la fruta, enfermedad de la
flor seca, cancro, entre otras (Wu y col.,
2022); generando pérdidas economicas y por
consiguiente un aumento en el costo de

produccion (Hernandez-Ceja, y col., 2021).

En particular, se ha reportado que
Pestalotiopsis  clavispora (G.F. Atk.)
Steyaert, renombrado como
Neopestalotiopsis
Maharachchikumbura y col. (2014), se ha

asociado a la muerte regresiva general y al

clavispora por

oscurecimiento de la raiz a la punta de los
tallos y hojas en plantas de musgo
(Selaginella kraussiana) (McClymont y col.,
2013), pudricion de raiz y corona en fresa
(Fragaria ananassa) (Chamorro y col.,
2016), manchas grises en las hojas de mango
(Mangifera indica L.) (Ismail y col., 2013),
muerte regresiva, ramillas terminales muertas
y cancer en plantas de arandano (Vaccinium
sp.) (Gonzalez y col., 2012; Borrero, C. y col,
2018), podredumbre apical postcosecha en
aguacate (Persea americana) (Valencia y
col.,, 2011), manchas foliares en nuez de
pecan (Carya illinoensis) (Lazarotto y col.,
2012), manchas marrén en hojas de arrayan

chino (Myrica rubra) (Luy col., 2015), etc.
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En este sentido, es importante el aislamiento
y la caracterizacion morfolégica de
Pestalotiopsis sp. La morfologia conidial, es
la caracteristica taxonémica mas importante
para la caracterizacion del  género
Pestalotiopsis (Maharachchikumbura y col.,
2011). No obstante, para poder evaluar la
morfologia conidial se requiere el aislamiento
y cultivo del hongo, el cual se puede realizar
por medio de métodos tradicionales de
cultivo con nutrientes apropiados, como el

agar papa-dextrosa (PDA).

Dada la formulacion del medio PDA, este
promueve la esporulacion de los hongos, por
lo que es un medio de eleccion en el
laboratorio para el mantenimiento de cultivos
de hongos. Ademas, permite la diferenciacion
de ciertos dermatofitos segun la produccién
de pigmentos y las estructuras de
reproduccion utiles en la identificacion de
especies (Syamsia y col, 2021; Devi y col.,
2018). Aunado a esto, Dynowska y col.
(2011) reportaron el aislamiento de dos
especies de Fusarium en muestras clinicas, en
medio PDA, evidenciando que es ideal para
el aislamiento de  microorganismos

fitopatdgenos y patdgenos de humanos.

En el presente estudio se analiza el

crecimiento de P. clavispora en diferentes
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variedades comerciales de papa (S.

tuberosum).
2. Materiales y métodos
2.1. Cepay condiciones de cultivo

La cepa de Pestalotiopsis clavispora, fue
previamente aislada de un cultivar de
ardndano azul (Vaccinium corymbosum) en
Jalisco, México. El cultivo axénico se crecid
en medio agar papa-dextrosa (PDA) natural,
durante 15 dias a 28°C.

2.2. Preparacion de PDA

Se utilizaron diferentes papas: azul, roja, y
amarilla (The Little Potato Co.) y blanca, las
cuales fueron adquiridas en una tienda
comercial de convenio de la ciudad de
Guanajuato, Gto. México. EI medio PDA se
prepar6 de acuerdo con la siguiente
formulacién: 200 g de papas (The Little
Potato Co.) cortadas en cubos, 20 g de
glucosa (Dextrose; BD Bioxon, US), 15 g de
agar bacteriologico (BD Bioxon, US)y 1 L de
agua destilada. De forma breve: se cortaron
las papas en cubos finos y se pusieron a hervir
en 500 mL de agua destilada durante 20 min,
se filtr6 la solucion y se transfirio a un
recipiente donde se encontraba el agar y la

glucosa, mezclando gentilmente; se esterilizo
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en autoclave a 121°C durante 15 min,

finalmente se vertio en placas Petri (Interlux).
2.3. Cultivo de Pestalotiopsis clavispora

A partir de un cultivo axenico de P.
clavispora se realiz6 el sembrado por bocado
(0.5 cm de didmetro) en las placas de agar
PDA natural de las distintas variedades de
papa: azul, roja, amarilla y blanca. Se
incubaron durante 23 dias a 28°C. El cultivo
se realizd por triplicado de manera
independiente (n=9) para las diferentes
variedades de papa, con la finalidad de

evaluar el crecimiento radial fungico.
2.4. Crecimiento radial

Se midi6 el crecimiento radial diariamente
durante 23 dias, utilizando una regla de
medicion con escala milimétrica (Maped).

2.5. Caracteristicas macroscopicas Yy

microscopicas

Se  identificaron y  evaluaron las
caracteristicas  macroscopicas con un
microscopio estereoscopio (Nikon modelo C-
PS), las caracteristicas microscopicas se
evaluaron mediante microscopia de campo
claro y fluorescencia con tincion con Blanco

de Calcofluor en un microscopio de
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epifluorescencia (Leica DMLS) acoplado a
una cdmara AxioCam ICc 1 (ZEISS).

2.6. Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizo
mediante un andlisis de varianza ANOVA de
unavia, asimismo se utiliz6 de forma post hoc
la prueba de Tukey Kramer para determinar
diferencias significativas entre las variedades
de papa (p value < 0.05). Se utiliz6 el
software GraphPad Prism (version 10.3.1)
para el analisis estadistico y representaciones

gréficas.
3. Resultados y Discusion

3.1 Importancia agroeconémica de P.

clavispora

P. clavispora es un hongo fitopatdgeno de
importancia agroecondmica internacional,
debido al dafio que ocasiona en diferentes
cultivos y las enfermedades postcosecha,
como en el ardndano azul (Vaccinium
corymbosum). La produccion de México
ocupa el sexto lugar a nivel mundial como
pais productor de arandano azul, con una
produccion anual al 2023 de 80,133 toneladas
con un valor de 5,215 millones de pesos,
siendo los estados de Jalisco, Sinaloa,
Michoacan, Baja California y Guanajuato; los

cinco principales productores en el pais
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(SIAP, 2024). En este contexto, el
aislamiento y cultivo de fitopatdgenos es
fundamental para la demostracion del agente
etiolégico en las muestras vegetales y su
posterior identificacion taxondmica, a través
del uso de medios de cultivo para el

aislamiento primario y definitivo.
3.2 Preparacion de PDA

Los medios de cultivo son elegidos
dependiendo  del  propoésito de la
investigacion, como el PDA utilizado en el
laboratorio para pase y subcultivo de cepas de
referencia previamente aisladas y purificadas,
en especial de patdgenos de plantas (Black,
2020). Devi y col. (2018) encontraron que
diferentes medios de cultivo influyen en el
crecimiento, en las caracteristicas de las
colonias y en la esporulacion; por lo que el
PDA, es un medio que permite identificar la

morfologia colonial de manera mas visible.

Para la preparacion del agar papa-dextrosa
(PDA) se utilizd el producto Little Trios™ de
la empresa The Little Potato Co, el cual
incluye papas de variedad: roja (PR), amarilla
(PA) y azul (PAz), ademés de papa blanca
(PB) adquirida en el mercado de la ciudad de
Guanajuato, Gto., México. La informacion
nutricional obtenida del sitio web oficial de la

empresa
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(https://www.littlepotatoes.com/products/) se

muestra en la Tabla 1, los datos de la variedad
(PAz) no estaban presentes en el sitio del
comerciante, sin embargo, se calculé con los
valores de Little Trios™ suponiendo que el
paguete contiene cantidades iguales de las
tres variedades de papa, conforme a la

siguiente formula:
PAz = 3 * (promedio) — PA - PR

Acorde a los resultados presentes en la Tabla
1, podemos ver que hay diferencias en la

cantidad de nutrientes, tales como:
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carbohidratos, potasio, hierro, niacina,

vitamina V6 y cobre.

La cantidad de nutrientes disponibles para el
hongo son importantes, ya que requieren
carbono, nitrégeno, vitaminas, minerales y
enzimas para su desarrollo (Syamsia y col.,
2021; Wongjiratthiti 2017). Es
interesante la disponibilidad de carbohidratos

y col,

y azUcares descritos por The Little Potato Co.
para las diferentes variedades de papa (Tabla
1), pues los hongos son capaces de hidrolizar

el almidon de la papa en azlcares solubles

Tabla 1. Informacion nutricional de las variedades de papas de “The Little Potato Co.”.

Tamafio de la porcion: 4 a 5 papas (110g)

Cantidad por porcién

Little Trios™  Little Yellows™  Little Reds™  Little Blues*
Calorias 70 80 60 70
Carbohidratos (g) 15 16 13 16
Fibra (g) 2 2 2 2
Azlcares (g) 1 1 2 0 **<1
Proteina (g) 2 2 2 2
Colesterol (mg) 0 0 0 0
Sodio (mg) 0 0 0 0
Potasio (mg) 450 500 450 400
Calcio (mg) 10 0 0 30
Hierro (mg) 1 0.75 1 1.25
Niacina (mg) 25 2.25 2.5 2.75
Vitamina B6 (mg) 0.225 0.25 0.2 0.225
Magnesio (mg) 25 25 25 25
Cobre (mg) 0.1 0.08 0.11 0.11

*Datos calculados. **De acuerdo con el calculo, el valor de los aztcares de “Little

blues” debe ser 0.
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para su uso como fuente de carbono y energia
(Wongjiratthiti y col., 2017).

3.3 Caracterizacion = macroscopica Yy

crecimiento radial

La morfologia de P. clavispora cultivado en
PDA con las diferentes variedades de papa se
muestra en la Figura 1, con la vista anversa y

reversa del cultivo fungico.
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Anverso Reverso
papa
Blanca

Amarilla

Roja

Azul

18
19 Figura 1. P. clavispora cultivado en diferentes variedades de papa.
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Asimismo, en la Tabla 2 se describen las mayor crecimiento en la PB, seguido por la
caracteristicas del crecimiento de P. PAz, teniendo un crecimiento radial menor en
clavispora en las diferentes variedades de las PRy PA pero similar entre si (Figura 2).

papa. El crecimiento del hongo fue circular,
con un micelio blanco algodonoso y con

acérvulos pigmentados de melanina.

Tabla 2. Caracteristicas macroscopicas de P. clavispora en medio PDA

Variedad Color Color
Forma Elevacion  Borde  Superficie
de papa anverso reverso
Marrén
Blanco
Con Negro
Blanca Filamentosa Umbonada Ondulado Marrén
Surcos Amarillo
Negro ]
Naranja
Marrén
Blanco
Con Negro
Amarilla Filamentosa Umbonada Ondulado Marrén
Surcos Amarillo
Negro ]
Naranja
Marrén
Con Blanco
Roja Filamentosa Umbonada Ondulado Negro
surcos Negro
Naranja
Marron
Con Blanco Negro
Azul Filamentosa Umbonada Ondulado
surcos Negro Amarillo
Naranja

Ademas, se evalud el crecimiento radial del
hongo en medio PDA de las 4 variedades de

papa durante 23 dias, donde se observd un

11
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—— Papa blanca
Papa amairilla

—— Papa roja

—— Papa azul

Figura 2. Curva de crecimiento de P. clavispora en diferentes variedades de papa (The Little Potato Co.).

Se realiz6 un analisis de varianza ANOVA de una via, asimismo se utiliz6 de forma post hoc la prueba de

Tukey Kramer para determinar diferencias significativas entre las variedades de papa (p value < 0.05). Las

medias que no comparten una letra indican una diferencia significativa estadisticamente.

3.4 Caracterizacion microscopica

La tincion con blanco de Calcofluor permitid

caracterizar ~ microscopicamente a  P.

clavispora crecido en las diferentes

variedades de papa (Figura 3), donde se
perciben conidios septados (5 septos)
melanizados, con 3 a 4 apéndices basales y
uno apical. Se percibi6 una mayor
pigmentacion de melanina en las variedades

de PAz, PAy PB.

12
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20  Figura 3. Morfologia de los conidios de P. clavispora obtenidos de los cultivos de PDA en las
21 diferentes variedades de papa.
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En estudios como el de Caesar-Tonthat y col.
(1995)

Gaeumannomyces graminis var. graminis a

demostraron que exponer a
concentraciones bajas de cobre (0.01 mM
CuSO0s) incrementa la cantidad de melanina

presente en la pared celular.

Por otro lado, estudios realizados por Gadd y
col. (1988) con Aureobasidium pullulans y
Cladosporium resinae, demostraron que la
melanina fungica presentd una gran afinidad
por el cobre (Cu?"), capaz de actuar como

biosorbente para este metal.

En el trabajo de Griffith y col. (2007)
evaluaron el efecto del cobre presente en
medios PDA comerciales y caseros con
especies de los géneros Aspergillus,
Fusarium, Trichoderma, Cladosporium vy
Penicillium, encontrando variaciones en las
concentraciones de cobre presentes en los
medios sugiriendo que dichas variaciones
los

pueden afectar la pigmentacion de

conidios y el micelio de los hongos
cultivados; asimismo, sugieren que se debe
adicionar cobre (sulfato de cobre: 1000 ng
mL?; ca. 15 uM CuSOs - 5H20) cuando se

prepare PDA.
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4. Conclusiones

El cobre es un metal necesario para los seres
vivos pues actia como cofactor para
diferentes enzimas, pero en exceso puede ser
mutagénico (Zapotoczny y col, 2007; Ross,
1975) y generar radicales reactivos de
oxigeno (Zapotoczny y col, 2007; Halliwell,

1984).

P. clavispora crecié de manera diferencial en
las diferentes variedades de papa, las cuales
varian en la concentracion de azucares,
vitaminas 'y  minerales para  su
biodisponibilidad y aprovechamiento. Se
sugiere que la cantidad de cobre presente en
las papas es un factor importante en el
crecimiento y diferenciacion fungico, siendo
la papa blanca la que presenta un mejor

crecimiento.
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