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RESUMEN
Con los objetivo de estandarizar PCR para ADN de “hongos de madera” en Palto (Persea 
americana), secuenciar ADN genómico producto de PCR para genes ITS y analizar con 
bioinformática las secuencias de ADN a la base de datos del NCBI; se extrajo ADN genómico 
a partir de micelios de in vitro de “hongos de madera” de palto (P. americana). Con los primer 
ITS1 y ITS4 se realizó el PCR y el producto fue secuenciado en plataforma ILLUMINA HiSeq. 
Las secuencias fueron evaluadas con herramientas bioinformáticas FastQC, el alineamiento 
a la base de datos del NCBI mediante el software BLASTN. Se identificó molecularmente 
que las secuencias de ADN del “hongo de madera” corresponde al fitopatógeno Lasiodiplodia 
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theobromae (Molecular E value=0.0, % identidad=98), afectando al Palto (P. americana) en 
las condiciones de Ayacucho.

Palabras clave: BLASTN, Lasiodiplodia, PCR, ITS, Persea americana.

ABSTRACT

Bioinformatic analysis of DNA from “wood fungi” affecting Persea americana, Ayacucho 
2024.
To standardize PCR for avocado “wood fungus” DNA, sequence genomic DNA from the PCR 
product for ITS genes, and analyze the DNA sequences using bioinformatics. Genomic DNA 
was extracted from in vitro mycelia of avocado “wood fungus” (Persea americana). PCR was 
performed with primers ITS1 and ITS4 and the product was sequenced on the ILLUMINA 
HiSeq platform. The sequences were evaluated using bioinformatics tools FastQC, alignment to 
the NCBI database using BLASTN. It´s Identified molecular similarity that the “wood fungus” 
DNA sequences correspond to the phytopathogen Lasiodiplodia theobromae (Molecular 
Evalue=0.0, % Identity=98), which infects avocado (P. americana) under Ayacucho conditions.
Keywords: BLAST, Lasiodiplodia, PCR, ITS, Persea americana

I.	 Introducción.
Los hongos fitopatógenos que ocasionan 
pudrición de ramas laterales, del tallo principal 
y frutos de Persea americana corresponden 
al grupo de hongos denominados “hongos 
de madera”, entre ellos Raffaelea lauricola 
(Jeyaprakash et al., 2014), Lasiodiplodia 
sp. (Rodríguez-Gálvez et al., 2021), 
Pasiodiplodia sp. (Alvarez et al., 2019) y 
Dothiorella sp. (Valencia et al., 2022). La 
pudrición de las ramas es una enfermedad 
que se encuentra distribuida en las áreas 
productoras de P. americana en todo el 
mundo. En el Perú principalmente en la costa 
y los valles interandino, como Ayacucho.

Para estudios de identificación 
y taxonomía molecular se requiere de 
protocolos optimizados para la obtención de 
ADN de buena calidad y cantidad. Estudios 
previos fueron realizados por el equipo de 
investigación en el Laboratorio de Genética 
y Biotecnología Vegetal-Agronomía- FCA-
UNSCH (informe ExFedu, 2022). También, 
se realizaron pruebas piloto de PCR (informe 
ExFedu, 2023) utilizando primers universales 
del gen ITS. Pero, no se realizaron estudios 
de secuenciamiento, menos análisis 
bioinformático para la identificación 

molecular del fitopatógeno en nuestro 
laboratorio.

La tecnología de secuenciamiento 
de ADN de alto rendimiento actualmente 
ya alcanzó niveles globales de uso, por la 
eficiencia del secuenciamiento del ADN 
genómico en plataformas tipo Illumina HiSeq, 
cuyo costo es asequible para la economía de 
los países en desarrollo, como el Perú. Por el 
cual, es factible utilizar dicha tecnología para 
secuenciar el ADN de los hongos de madera 
de P. americana y posteriormente analizar las 
secuencias de ADN mediante herramientas 
bioinformáticas, con el cual generar nuevos 
conocimientos de taxonomía molecular a 
nivel del taxón especie.

El objetivo General es establecer 
un sistema de identificación asistido con 
marcadores moleculares de patógenos que 
afectan a P. americana en condiciones del 
Laboratorio de Genética y Biotecnología 
Vegetal (EFPA-FCA-UNSCH). En tanto que 
los objetivos específicos son: Estandarizar 
PCR para ADN de hongos de madera en Palto. 
Secuenciar ADN genómico producto de PCR 
para genes ITS y analizar con bioinformática, 
las secuencias de ADN a la base de datos 
NCBI.
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II.	 Materiales y métodos.
Se extrajo ADN mediante el protocolo 
estandarizado previamente (Proyecto ExFedu 
2023) a partir de las colonias de hongos ya 
purificadas y transferidos a placas de Petri con 
medios de cultivo PDA y CMA; los mismos 
que después de esporulación se realizaron 
cultivos de una espora o mediante punta de 
hifas (Hilário et al., 2020).

Las reacciones de PCR y/o qPCR se 
realizó utilizando primers para genes ITS 
referenciados por (Charron et al., 2024) y 
(Huanca et al., 2014), en un volumen final de 
25 μL, compuesto de 15,75 μL de agua pura 
estéril, 6,25 μL de Taq 2x green Master Mix 
(Nzytech ™, Lisboa), 1 μL de cada cebador 
a 10 pmol y 1 μL de plantilla de ADN, 
en el termociclador Eppendorf 2100. Los 
productos de amplificación por PCR fueron 
visualizados mediante electroforesis en geles 
de agarosa al 1,5% teñidos con bromuro de 
etidio y visualizados con luz ultravioleta (Gel 
transluminador).

El producto de PCR fue preparado 
para su conservación, empacado y fue 
enviado a MacroGene (https://dna.
macrogen.com/) en Korea, a través de un 
Courier internacional, para ser procesado en 
secuenciadores plataforma Illumina HiSeq 
2500; posteriormente, recibimos las lecturas 
de secuencias de ADN en archivos .fasta en 
pares de bases (pb).

Las secuencias de ADN fueron 
memorizadas en el servidor informático del 
Laboratorio de Genética y Biotecnología 
Vegetal (UNSCH) para ser analizadas 

mediante herramientas bioinformáticas: 
evaluamos la calidad de las secuencias 
mediante el software FASTQC, realizamos 
alineamiento de secuencias mediante el 
software BLASTN e ingresaremos a la base de 
datos de secuencias de todos los organismos 
del mundo depositados en el NCBI con sede 
en Norte América, para la identificación de 
la ubicación taxonómica molecular de cada 
aislamiento de “hongos de madera” del palto.

III.	 Resultados y Discusión.
Los resultados del secuenciamiento del ADN 
del aislamiento Sm13b fueron recibidos en 
archivo comprimido, los cuales después de 
descomprimirlos presentan los cromatogramas 
de secuenciamiento y las secuencias en 
formato FASTA respectivamente (Figura 1). 
La plataforma Illumina Hiseq 2500 es una 
tecnología avanzada para el secuenciamiento 
de ADN con rendimiento elevado y máxima 
profundidad de cobertura (Rojas-Villalta et 
al., 2024).

Las técnicas de secuenciamiento de 
ácidos nucleicos requiere ADN de alta calidad 
y en alta concentración. La técnica original de 
secuenciamiento fue innovada por Morgan 
en la década de los 60´s del siglo pasado y a 
partir del cual con apoyo de la informática, 
la robótica se tiene actualmente plataformas 
NGS ( Next Generation Sequencing), entre 
ellas Illumina, como la plataforma de alto 
rendimiento y moderna (HiSeq) (Rojas-
Villalta et al., 2024).
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Figura 1. Superior, Cromatograma de las secuencias de ADN de la muestra Sm13b, de ADN 
de micelios de hongos de madera del palto. Inferior, secuencias en formato FASTA.

Existen antecedentes del uso de marcadores 
genéticos moleculares basados en las 
secuencias de genes nucleares relacionado 
con genes ribosomales, especialmente de 
la región espaciadora transcrita interna 
del ribosoma (ITS del inglés, Internal 
Transcribed Spacer). Antecedentes de uso de 
cebadores relacionados con los espaciadores 
internos ribosomales están reportados (Pem 
et al., 2020), amplificados con cebadores y 
procedimientos descritos (Pornsuriya et al., 
2023), que fueron utilizados para amplificar 
parte del gen del factor de elongación de 
traducción 1-alfa (tef1-α). Las técnicas 
moleculares se han convertido en una 
herramienta básica para estudios de micología 
dirigida a investigaciones cuyos objetivos sean 
la sistemática fúngica, la evolución molecular, 
la genética de poblaciones o las interacciones 

planta-hongo (Toapanta Gallegos, 2017).

Del análisis bioinformatico de las 
secuencias.
El análisis bioinformático de las secuencias 
de ADN de las muestras Sm13b ITS1 se 
presenta en el Figura 2. El resultado del 
análisis con el software BLASTN reporta que 
sí encuentra identidad significativa para una 
secuencia de 1657 pb. El software encontró 
100 alineamientos seleccionados que tienen 
relación con las secuencias de la muestra 
Sm13b-ITS1. En el Grafico 2, se muestra 
el resultado en orden jerárquico de las 
primeras secuencias alineadas a la secuencia 
problema (Query). Se puede observar que 
tiene el porcentaje de identidad entre 97.5 a 
98 % con las secuencias del aislamiento de 
Lasiodiplodia theobromae LDO2 de la base 
de datos del NCBI.

Germán De la Cruz



55

Investigación N° 32, 2025
ISSN i: 1684-0089 / ISSN v: 2709-8583

Figura 2. Porcentaje de identidad entre las secuencia problema con la de Lasiodiplodia theo-
bromae LDO2.

El alineamiento de las secuencia de ADN 
problema (Query) con las secuencias de 
la base de datos del NCBI, se presenta en el 
Figura 3. Se observa, que del promedio (447 

pb) se encuentran idénticas 458 pb, el cual 
es el 98% de identidad con las secuencias 
de Lasiodiplodia theobromae aislamiento 
LDO2.

Figura 3. Secuencias ITS1 de Lasiodiplodia theobromae aislamiento LDO2, encuentran alinea-
miento al 98% de identidad con la secuencia problema (Query).

Sobre la base de los caracteres morfológicos 
y culturales, así como del análisis filogenético 
de la región espaciadora transcrita interna 
(ITS) y parte del gen del factor de elongación 
de traducción 1-α (tef1-α), a partir de 
aislamientos In vitro (Rodríguez-Gálvez et al., 
2021) identificaron muestras pertenecientes a 

Lasiodiplodia llegando a discriminar a nivel 
de especie.

Aunque todos los alineamientos 
corresponden al grupo taxonómico de hongos 
Ascomycetes, también hubo alineamiento 
con secuencias de L. brasiliensis, L. 
homozganensis, L. laeliocattleyae, 
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Macrophoma theicola, dothideomycetes sp. , 
incluso con Colletotrichum sp y Ascomycota 
sp. (Figura 4); sin embargo, el “número 
de Hits” o frecuencias de alineamiento de 

las secuencias fueron mucho mayor para 
Lasiodiplodia theobromae (43 hits) en la base 
datos del NCBI.

Figura 4. Frecuencia de alineamiento (número de Hits) con alta significación y los géneros 
de fitopatógenos correspondientes, según la base de datos del NCBI.

IV.	 Conclusiones
Del análisis molecular y bioinformático se 
concluye indentificando que las secuencias de 
ADN del asilamiento Sm13b corresponde al 
grupo taxonómico Ascomycetes, cuyo género 
y especie es Lasiodiplodia theobromae 
(E-value=0.0, identidad molecular, 98%), 
“hongo de madera” que afecta al Palto (P. 
americana) en las condiciones de Ayacucho.
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