ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

=]

ECUADOR INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

“Identificacion molecular de hongos asociados a sintomas de pudriciéon de cuello en el

cultivo de maracuyd (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener) de las provincias de Los

Rios, Guayas y Santo Domingo de los Tsachilas”

Simaluisa Coro, Dayana Michelle

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Trabajo de titulacion, previo a la obtencion del titulo de Ingeniera en Biotecnologia

Flores Flor, Francisco Javier, Ph.D

27 de enero de 2022



COPYLEAKS

Simaluisa Dayana_copyleaks.docx
Scanned on: 18:24 January 27, 2022 UTC

2.0% 9888

Oreeerall Sirmilarity Score Results Fourd Total Words in Text

ldentical Wards

125
Words with Minor Changes 36
Paraphrasad Words 39
Ommited Wards 1]

FRANCISCD
JAVIER FLORES

@F‘".EAKS Website | Education | Businesses



SPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Certificaciéon

Certifico que el trabajo de titulacion, denominado “ldentificacion molecular de hongos
asociados a sintomas de pudricién de cuello en el cultivo de maracuya (Passiflora
edulis f. flavicarpa Degener) de las provincias de Los Rios, Guayas y Santo
Domingo de los Tsachilas” fue realizado por la sefiorita Simaluisa Coro Dayana
Michelle el mismo que ha sido revisado en su totalidad, analizado por la herramienta de
verificacion de similitud de contenido; por lo tanto cumple con los requisitos legales,
tedricos, cientificos, técnicos y metodoldgicos establecidos por la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE, razén por la cual me permito acreditar y autorizar para que lo

sustente publicamente.

Sangolqui, 27 de enero de 2022

Flores Flor, Francisco Javier

C. C.: 1713443479



ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologla

Responsabilidad de autoria

Yo, Simaluisa Coro, Dayana Michelle, con CC 1718457653, declaro que e
contenido, ideas y critenos del trabajo de ttulacion: “ldentificacion molecular de
hongos asociados a sintomas de pudricion de cuello en el cultivo de maracuya
(Passifiora edulis 1. flavicarpa Degener) de las provincias de Los Rios, Guayas y
Santo Domingo de los Tsachilas” es de mi autoria y responsabilidad, cumphendo con
los requisttos legales, tedricos, cientificos, técnicos, y metodologicos establecidos por la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, respetando los derechos intelectuales de
terceros y referenciando las citas bibliograficas .

Sangolqui, 27 de enero de 2022

~

Simaluisa Coro Dayana Michelle

C.C. 1718457953



UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

tcuacon INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Autorizacién de publicacion

Yo, Simaluisa Coro, Dayana Michelle, con C.C. 171845795-3, autorizo a la Universidad
de las Fuerzas Ammadas ESPE publicar el trabajo de ttulacdn: “Identificacion
molecular de hongos asociados a sintomas de pudricion de cuelio en el cultivo de

maracuyé (Passifiora edulis {. flavicarpa Degener) de las provincias de Los Rios,
Guayas y Santo Domingo de los Tsachilas” en el Repositoro Institucional, cuyo

contenido, ideas y criterios son de mi responsabilidad.

Sangoiqui, 27 de enero de 2022

................................

Simaluisa Coro Dayana Michelle

C.C. 1718457953



Dedicatoria

A mis padres, por su amor, apoyo Yy ser mis modelos a seguir. Y a mi

hermano quien me ha inspirado a ser mejor cada dia.



Agradecimientos
A Dios por todas sus bendiciones. A mis padres que han sido mi guia y me han
apoyado a lo largo de mi vida. A mi mami, por su amor, compafiia y consejos, que me
permitieron soportar los peores momentos. A mi papi, por su apoyo incondicional a lo
largo de mi vida y por su esfuerzo.
A mi tutor Francisco Flores, quien me permitié contar con su guia. Por toda su tiempo,
paciencia y colaboracion en esta investigacion. Por todos sus consejos que hicieron
posible llegar a culminar este proyecto.
Al instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) por abrirme sus puertas y
permitirme llevar a cabo este proyecto, al personal técnico y cientifico de los
departamentos de Proteccion vegetal y Biotecnologia, que me brindaron todo su apoyo
y me impartieron su conocimiento.
A mis amigos y amigas de la universidad y tesis con quienes comparti tantas
experiencias, tanto dentro como fuera de las aulas. A mi tulipana por ser mi confidente,
compafiera de locuras y recordarme lo valioso de la vida. A todos ellos, por escucharme

y brindarme apoyo emocional durante este trayecto.



indice de Contenidos

1Yo [ToT=Xe LRIz o 1= TR 11
IR To [ToT=Yo [ 1o U= YT 13
LiStado de ADIEVIATUIAS ......ccuviiiiiiiiiiee ettt 14
RESUIMEBIN ... e ettt e e e e e et e e ee s e e e e e e e eeeae b s e e e eaeeeennran e e eeaeas 15
ADSTITACT ...t e e e e e e e e e 16
(OF= o1 (V1[0 T8 B Vo)1 {0 To [¥ oTox o o [P 17
Formulacion del ProbIEME ...........cooiiiiiiiii e 17
Justificacion del ProbIEmMa ..o 19
L0 0= 1Y 01 SRR 20
ODbBJELIVO GENEIAL.......cc e e e e e s r e e e e e e e e enneeees 20
ODbjetivVOS ESPECITICOS .. ..uviiiiiiie et e e e e s 21
Capitulo 11: MArCO TEOKICO. . .ceiueiieiiiie ettt ettt e e e nnne e 22
Y =T = Lo T - T PR UPRSPPROUPRRPIN 22
Produccion de MaraCuya €n ECUAAON............ooiiieiiiiiiiiiiee e a e 22
Importancia Econdmica del MaraCUYA. ..........cceeeeeiiiiiiiiiieiiee e e iciiiiiee e e e e e e sssivrneesaaa e e 23
Plagas y Enfermedades que Afectan a los Cultivos de Maracuya .............ccccceeeennee.. 23
PUIICION A CUEIIO ...t 24

S [a1 (0] gaF=100] (0T T WA PRPPT 24
(6011 o] IR T PO U PP UPPTPUPPPURROPRN 25

AISIaMIENTO 08 HONQOS .....eiiiiiiiiiie et 25



1dentificCaciOn 08 HONQOS ......cooiiiiiiiiie it 26
EXIracCiON A& ADN ......ooiiiiiiiie ettt sttt sbt e b sbe e e anaee e 26
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ......oooviieiieiiiiiie e 27
Espaciador Interno TranSCrIO (ITS) ....uuuuuuuruiuruiiiiiiiiiiiiinieneinrnnnrnrnrnrnnnnn—————— 27
SecuenCiaCion A8 ADN ........ooiiiiiiii i 28
HIDOTESIS ...ttt e e s 28
Capitulo 11I: MaterialeS Y MEOUOS ........cvvvieeiiiiiieeeciiie e eiie e e sreee e e s sneee e e nees 29
Descripcion y Localizacion del Area de EStUIO..........c.covieeverieeeeeeeee s 29
= 11T [T O 11 4] oo TP 29
FaSE € LADOIATONIO ...eeeiiiiiiie ettt e e e e e e e 32
ANAIISIS EStAAISTICO ....ceiueiieiieieiiei ettt st 38

[ [0 g0 [0SR AN 11 = To [ 1= 38
Capitulo IV: RESUIBUOS ...ttt 40
Aislamiento de Hongos Asociados a la Pudricion de Cuello .........cccocveveeiniiieceiiinenn. 40
HONQGOS AISIAUOS. ... e e e 40
Identificacién Molecular de los Hongos Aislados ... 50
Cuantificacion & ADN .........ocuiiiiiieiiii et 50
ANAIISIS FIIOGENETICO....cciiii i ee e 52
Distribucion de l1os Hongos Aislados POr GENEIO........c..eeiiiiiiiieiiiiee e 70

] o] L] = PP POPRPPRRTR 71

Capitulo Vi DISCUSION ......uuiiiiiei et e e e e e e e e st e e e e e e e e s s ntrraeeeeens 73



10

Capitulo VI: CONCIUSIONES .......veieiiiieiiie ettt e e nnnee e 78
Capitulo VII: RECOMENUACIONES .......ceeiiiiiieeeiiiieeeestiee e e e seee e e s e e e eseee e e s snneeeeasnreeeeenees 79
RETEIENCIAS ...t 80

AN 1530 1 91



11

indice de Tablas

Tabla 1 Coordenadas de las localidades de MUESII 0 ...........cccueveeiiivieiiiiiieee e 30
Tabla 2 Componentes del tampin de eXtraCCion ...........cocueevieeeiiieeeiiiee e 35
Tabla 3 Volumenes y componentes de la reaccion de PCR...........ccocoeeiiiiiniieeniieennn. 36
Tabla 4 Condiciones de PCR para marcadores moleculares ITS1/ITS4.........cccccceuneee. 37

Tabla 5 Resultados de la caracterizacion secundaria y morfolégica de los hongos
asociados a maracuya en las muestras obtenidas de la provincia de Guayas............... 42
Tabla 6 Resultados de la caracterizacion secundaria y morfolégica de los hongos
asociados a maracuya en las muestras obtenidas de la provincia de Los Rios............. 45
Tabla 7 Resultados de la caracterizacién secundaria y morfolégica de los hongos
asociados a maracuya en las muestras obtenidas de la provincia de Santo Domingo de
[0SR IS T= T 1 - T PRSPPI 47
Tabla 8 Cuantificacién de ADN de los hongos aislados del tejido de maracuya............ 50
Tabla 9 Secuencias con porcentajes de identidad significativos para aislados del género
(01 (o] [0 1] = 11 1) V2= SR 53
Tabla 10 Secuencias con porcentajes de identidad significativos para aislados del

(o =TaT=T (03 4/ (oo T o 1= PR OS 55
Tabla 11 Secuencias con porcentajes de identidad significativos para aislados del
(o] aTeT (ol =T (oo 1] (oo |- VPP P PP UPPRP 57
Tabla 12 Secuencias con porcentajes de identidad significativos para aislados del
(oI a LT (oI N L=TU (0 1] o [0 - H USSP URRPRRPI 59
Tabla 13 Secuencias con porcentajes de identidad significativos para aislados del

(o[ a LT (o T W el g oTo [=] g1 - VUSSP TUPPPOPRTPPR 61
Tabla 14 Secuencias con porcentajes de identidad significativos para aislados del

OENEIO DIAPOITNE ...ttt enae e 63



Tabla 15 Secuencias con porcentajes de identidad significativos para aislados del

(o =TaTCT (o T U 1T 10 o o PR

12



13

indice de Figuras

Figura 1 Representacion del cistron de ADN que codifica el ARN ribosomal en hongos

........................................................................................................................................... 28
Figura 2 Ubicacion de los puntos de muestreo en el mapa de Ecuador........................ 31
Figura 3 Sintomas de plantas afectadas con pudricién de cuello en maracuya............. 32

Figura 4 Productos amplificados por PCR con los cebadores ITS1/ITS4 a partir de ADN
obtenido de micelio de hongos aislados de tejido de maracCuya ............ccceeeveereeeninenns 51
Figura 5 Arbol filogenético de aislados del género Clonostachys basado en secuencias
(o L Fo (=T o [T o I I IS T TPV UUPPROPPTOPR 54
Figura 6 Arbol filogenético de aislados del género Xylogone basado en secuencias de
L= =T (o] o I RS TSRO 56
Figura 7 Arbol filogenético de aislados del género Lasiodiplodia basado en secuencias
(o LR W C=To (T A T N S TSRO 58
Figura 8 Arbol filogenético de aislados del género Neurospora basado en secuencias

(o L T W C=To Lo T TN N I8 TSR 60
Figura 9 Arbol filogenético de aislados del género Trichoderma basado en secuencias

(o L T W C=To Lo T TN N IS TSRO 62
Figura 10 Arbol filogenético de aislados del género Diaporthe basado en secuencias de
= g =To (o] o I N S T PP PPPPPPP 64
Figura 11 Arbol filogenético de aislados del género Fusarium basado en secuencias de
= =T o] o T 8 S RSP OPR 69
Figura 12 Distribucion de los hongos aislados de las muestras de maracuya asociadas
a sintomas de pudricidn de cuello POr SU GENETO ........ccoiuiieiiiiieiiiee e 70
Figura 13 Frecuencia de los hongos aislados de las muestras de maracuya asociadas a

sintomas de pudricion de cuello de acuerdo a su género por cada provincia ................ 71



14

Listado de Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

EF-1a: Factor de elongacion de translocacion 1 alfa
INIAP: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
ITS: Internal Transcribed Spacer

K2: Kimura 2-parameteros

K2+G: Kimura 2-parameteros + Distribucion Gamma
HKY: Hasegawa-Kishino-Yano

MEGA: Molecular Evolutionary Genetics Analysis

ML: Maximum Likelihood

NAT/C: Nucleos de Asistencia Técnica y Capacitacion
NCBI: National Center for Biotechnology Information
PCR: Reaccion en Cadena de Polimerasa

PDA: Agar Papa-Dextrosa

ng: nanogramos

pl: microlitros

WGS 84: World Geodetic System 1984



15

Resumen

El cultivo de maracuya se ha visto afectado por varios agentes patégenos. De estos los
hongos son considerados de alto riesgo ya que una vez infectado el cultivo no pueden
ser eliminados y su control se basa en métodos de prevencién, razén por la cual es
indispensable conocer los hongos que se encuentran afectando a las plantaciones. En
este estudio se realiz6 el aislamiento de hongos del tallo de maracuya con sintomas de
pudricion de cuello, procedentes de cultivos ubicados en las provincias de Los Rios,
Guayas y Santo Domingo de los Tsachilas. La identificacion de los aislamientos se lo
hizo en base a la secuenciacion de la region ITS usando los primers ITS1/ITS4 y se
confirmd mediante la observacién microscépica de las estructuras vegetativas y
reproductivas. Se obtuvieron un total de 22 aislados de los cuales cuatro se
identificacidn como Fusarium solani, que se conoce es el agente causal de la pudricion
de cuello en maracuya. Se lograron aislar tanto hongos endéfitos como patdégenos se
agruparon en 7 géneros Fusarium (12 aislados), Diaporthe (cuatro aislados),
Lasiodiplidia (dos aislados), Neurospora (un aislado), Clonostachys (un aislado),
Trichoderma (un aislado) y Xylogone (un aislado). Este estudio permite aumentar el
conocimiento del microbiota en maracuya, y se puede usar como base para el
desarrollo de métodos de prevencién y control de esta enfermedad.
Palabras clave:

e MARACUYA

e PUDRICION

e HONGOS

e ITS

e GENEROS
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Abstract

The passion fruit crop has been affected by several pathogens. Of these, fungi are
considered high risk because once the crop is infected, they cannot be eliminated and
their control is fundamental based on prevention methods, which is why it is essential to
know the fungi that are affecting the plantations. In this study, isolation of passion fruit
stem fungi with symptoms of neck rot was carried out from crops located in the
provinces of Los Rios, Guayas and Santo Domingo de los Tsachilas. Isolates were
identified based on sequencing of the ITS region using the ITS1/ITS4 primers and
confirmed by microscopic observation of vegetative and reproductive structures. A total
of 22 isolates were obtained, of which four were identified as Fusarium solani which is
known to be the causal agent of root rot in passion fruit. Both endophytic and pathogenic
fungi were isolated, which were grouped into 7 genera Fusarium (12 isolates), Diaporthe
(four isolates), Lasiodiplidia (two isolates), Neurospora (one isolate), Clonostachys (one
isolate), Trichoderma (one isolate) and Xylogone (one isolate). This study increases the
knowledge of the microbiota in passion fruit, and can be used as a basis for the
development of methods for prevention and control of this disease.

Key words:

e PASSION FRUIT

e ROT
e FUNGI
e |TS

e GENERA
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Capitulo I: Introduccion

Formulacion del Problema

En Ecuador, la franja costera es la zona con mayor nimero de plantaciones de
maracuya (Passiflora edulis f. flavicarpa) con 6.074 ha de un total de 7.459 ha
registradas a nivel nacional, distribuidas principalmente en las provincias de: Manabi,
Esmeraldas, Santo Domingo de los Tsachilas, Los Rios y Guayas, las cuales generan
una produccién total de 22.629 Tm (INEN, 2019), cifras que han sido afectadas o
disminuidas por la presencia de patégenos de tipo fungico, bacteriano y viral. Se conoce
gue la fusariosis, antracnosis, sarna, bacteriosis y virus de la madera son las principales
enfermedades que afectan el cultivo de maracuya (Torres et al., 1999; Valarezo et al.,
2014).

Los hongos como agentes causales de enfermedades en la agricultura, se
consideran como un factor limitante en la produccién agricola, provocando perdidas en
cuanto al rendimiento y calidad, conjuntamente con la disminucién del tiempo de vida
atil de las plantas. Ademas de aumentar el costo de produccién asociado a medidas de
control (Juarez, Sosa & LApez, 2010).

La identificacion de los hongos responsables de las enfermedades de las plantas
se ha basado en métodos microscépicos, culturales y morfolégicos. De este modo en
1970, estudios realizados en el distrito de Auckland de Nueva Zelanda, en cultivos de
maracuya permitieron identificar los hongos Thielaviopsis basicola, Phytophthora
cinnamomi, Fusarium sambocinum y Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, basandose
en el andlisis de las caracteristicas morfoculturales (velocidad de crecimiento, color de
micelio) y caracteristicas microscopicas (forma, tamafio entre otros) de las estructuras

vegetativas y reproductivas (Young, 1970). Sin embargo, estas investigaciones
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requieren de gran cantidad de tiempo, trabajo y conocimiento de taxonomia clasica por
lo que en la actualidad se han complementado con técnicas moleculares.

Los marcadores moleculares mas usados para la identificacion de hongos son:
el factor de elongacion de translocacion 1 alfa (EF-1a) (O'Donnell et al., 1998), B-
tubulina (Glass & Donaldson, 1995) y a region del espaciador transcrito interno (ITS)
(White et al., 1990).

En el cultivo de P. edulis, patégenos como F. oxyporum y F. solani son los
principales agentes reportados como los causantes de la pudricion del cuello y el
marchitamiento (Fischer & Rezende, 2008; Ma et al., 2013). Bueno y colaboradores
(2014), demostré la presencia de una forma especial que afectaba al cultivo de
maracuya causando la pudricién de cuello, aislando poblaciones de Fusarium de
plantaciones en los estados de Sao Paulo y Rio de Janeiro, las cuales se caracterizaron
evaluando las caracteristicas morfoculturales y realizando pruebas moleculares con la
secuenciacion de ITS y EF-1a. Los resultados obtenidos mostraron especificidad de F.
solani asociado a maracuya se propuso nombrarlo como Fusarium solani f. sp.
passiflorae.

Sin embargo, Henao et al. (2018) en su investigacién identificaron otras
poblaciones de Fusarium presentes en maracuya. Para el estudio se consideraron cinco
municipios del Valle del Cauca en Colombia de los cuales se obtuvieron muestras
vegetales con sintomas de marchitez o fusariosis, a partir de las que fueron aislados
hongos del género Fusarium de los que se extrajo el ADN, amplificé la region EF-1a
mediante PCR y se secuencid. Se obtuvo 8 aislamientos del género Fusarium
identificAndose tres especies: Fusarium incarnatum, Fusarium proliferatum y F. solani.
Al mismo tiempo, el andlisis del arbol filogenético destaco la existencia de variabilidad

intraespecifica en los clados, especialmente en el grupo de F. proliferatum.
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Por otro lado, existe informacién de otros investigadores quienes han logrado
aislar otras especies de hongos que afectan a los cultivos de maracuya. Es asi que
Ramirez, Tamayo y Morales en 2017, examinando las caracteristicas morfologicas
lograron diferenciar a los géneros Phytophtora y Colletotrichum. Por otra parte, el uso
PCR e hibridacion permitio identificar las especies Phytophthora nicotianae var.
parasitica, Colletotrichum gloeosporioides y Cladosporium cladosporioides sensu lato en
plantaciones ubicadas en Colombia. Usando la misma metodologia Liu y colaboradores
(2021) reportaron por primera vez la presencia de Phytophthora nicotianae en la
provincia de Guangxi su identificacion se basé en caracteristicas morfoldgicas y analisis
de DNA usando ITS, proteina 1 de union a GTP relacionado con ras (YPT1) y
subunidad 2 del citocromo ¢ oxidasa (COX II).

Considerando lo anteriormente mencionado y ante la necesidad de disponer de
informacion relacionada con la identificacién exacta de los microrganismos causantes
de una enfermedad, que cada vez presenta mayor incidencia en las principales zonas
productoras. Se vuelve necesario el aislamiento e identificacion molecular de los hongos
asociados a la sintomatologia de la pudricion de cuello, con énfasis en la busqueda de
especies de Fusarium, los cuales presumiblemente podrian ser los principales
causantes de la patologia en el cultivo de maracuya en Ecuador. La informacion
generada, servira de base para orientar el disefio y desarrollo de alternativas de manejo

de la enfermedad en el pais.

Justificacion del Problema

El cultivo de maracuya, constituye un componente importante de los principales
sistemas de cultivos de alta intensidad de pequefios y medianos productores en
diferentes zonas del litoral ecuatoriano; sin embargo, este cultivo se ve dificultado por el

incremento de los problemas de tipo fitopatoldgico que han hecho de esta una actividad
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limitada a un ciclo de tipo anual, cuando en condiciones normales la plantacion tiene
una vida util de 2-3 afios, y que pudiera ser de hasta 4 afios, si la plantacién es
adecuadamente manejada.

Esta investigacion se desarrollara con el fin de identificar las especies de hongos
asociadas a la enfermedad de pudricion de cuello. El conocimiento de las especies de
hongos involucradas en esta patologia permitir4 contribuir al disefio y desarrollo de
nuevos programas de prevencion y manejo de la enfermedad, que permita aprovechar
durante mayor tiempo su ciclo productivo, ademas de permitir el desarrollo de futuros
trabajos de mejoramiento genético y agrondémico del cultivo, la basqueda de otras
especies pasiflordceas con resistencia a estos patdgenos; entre otros.

En aras de cumplir con el objetivo planteado, la identificacién morfoldgica de los
hongos se la complementara con el uso de la tecnologia de c6digos de barra de ADN
puesto que provee de forma rapida y confiable la identidad taxondmica de una especie
mediante la comparacién de secuencias cortas del genoma con secuencias existentes
en bases de datos. Basado en la facilidad de su amplificacion, secuenciacion, alineacion
y la variabilidad se ha seleccionado el marcador molecular ITS de manera que no

persistan dudas respecto de la identidad de los organismos incidentes.

Objetivos

Objetivo General

Identificar molecularmente los hongos asociados a sintomas de pudricién de
cuello en el cultivo de maracuya (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener) de las

provincias de Los Rios, Guayas y Santo Domingo de los Tsachilas.



Objetivos Especificos

e Aislar hongos asociados a la sintomatologia de pudriciéon de cuello presentes en
tejido enfermo de plantas de maracuya.

e Determinar las especies de los hongos aislados mediante la secuenciacion de la
region ITS.

e Inferir la filogenia de los hongos aislados.

21
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Capitulo Il: Marco Teorico

Maracuya

El maracuyd (P. edulis) es una enredadera vigorosa, perenne y lefiosa
perteneciente a la familia Passifloraceae, su tiempo de vida varia entre los 3 a 4 afios
(Knight & Sauls, 1994). Crece en diferentes partes del mundo especialmente en
regiones tropicales y subtropicales como América del Sur, el Caribe, Florida, Sudafrica y
Asia, siendo los mayores productores a nivel mundial: Brasil, Colombia, Pert y Ecuador
(Almeida et al., 2005).

P. edulis posee dos variedades principales: el maracuy& amarillo (Passiflora
edulis f. flavicarpa Degener) adaptada a elevaciones bajas y calida y el maracuyé
morado (Passiflora edulis Sims) adaptada a grandes alturas en los trépicos (Cafiizares
& Jaramillo, 2015; Queensland Department of Agriculture and Fisheries, 2016).

El maracuya se desarrolla preferentemente en lugares con temperatura
promedio de 21-24 °C; a alturas desde el nivel del mar hasta los 1000 m de altitud. En
las regiones subtropicales, la produccién de maracuya se da durante todo el afio, pero
su produccién es mas elevada entre los meses de abril-septiembre y diciembre-enero

(Canizares & Jaramillo, 2015).

Produccion de Maracuya en Ecuador

En Ecuador, los cultivos se encuentran distribuidos en mayor parte en provincias
de la regién costa (Esmeraldas, Manabi, Guayas, El Oro, Los Rios y Santo Domingo de
los Tsachilas) y en ciertas provincias de la sierra y oriente (Cafizares & Jaramillo,
2015). Segun datos obtenidos en la Encuesta de Superficie y Produccion Agropecuaria

Continua (ESPAC) en el afio 2019, los cultivos de maracuya ocuparon una superficie
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sembrada de 7.459 ha. Las provincias de Santo Domingo de los Tséchilas, Los Rios y
Guayas presentaron una superficie de1178, 913 y 398 ha respectivamente (INEC,
2019).

La produccién de maracuya en Ecuador se encuentra a cargo de miles de
pequefios y medianos productores (Valarezo et al., 2014). Siendo la variedad amarilla,
la més cultivada y difundida en Ecuador debido a que tiene un mayor rendimiento

industrial (Quito & Garcia, 2021).

Importancia Econémica del Maracuya

El maracuyé por su sabor intenso y acido, asi como también por sus
propiedades nutritivas ha sido reconocido como una fruta potencialmente comercial. Y
se estima que el 97 % de la produccién nacional esta destinada a la exportacion hacia
mercados internacionales en forma de concentrados, jugos, pulpay fruta fresca; y un
3% al mercado local (Cafizares & Jaramillo, 2015).

Las exportaciones de esta fruta como jugo, fruta fresca y congelados alcanzaron
en el 2021 las 13.101 toneladas, lo que equivale 32.367.968 USD segun lo reportado
por el Banco central del Ecuador (SIPA, 2022). Sin embargo, aunque Ecuador se
encuentra posicionado como uno de los principales exportadores su contribucién al PIB
no es significativo ya que su volumen de exportacién es mediano o bajo, por lo que es

clasificando dentro de la categoria de productos no tradicionales (Mufioz, 2011).

Plagas y Enfermedades que Afectan a los Cultivos de Maracuyéa

Con la expansion de las areas de cultivo de maracuya también emergieron una
serie de enfermedades (Fischer & Rezende, 2008). Las plagas y su impacto van

variando dependiendo de la regién, época y manejo agrondmico. Entre las plagas que
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afectan a P. edulis estan insectos como: lepidopteros defoliadores, acaros, moscas de
botones florales, trips (arafiuelas), Phyllophaga spp. entre otros (Valarezo et al., 2014).
Entre las principales enfermedades reportadas que se mencionan estan: virosis
por el virus de la madera de la fruta de la pasién (PWV), virus del mosaico del pepino
(CMV), pudricién del pie (Phytophthora sp.), rofia o verrugosis (Cladosporium
herbarum), antracnosis (Colletotrichum gloesporioides), septoriosis (Septoria
passiflorae), la marchitez por Fusarium (F. oxysporum) y pudricion del cuello (F. solani)

(Ortiz, 2012; Valarezo et al., 2014; Yeturu et al., 2018).

Pudricion de Cuello

Una de las principales enfermedades que afecta a P. edulis f. flavicarpa es la
pudricion de cuello causada por F. solani (Bueno et al., 2014). La enfermedad ha sido
reportada en Estado Unidos, China, Brasil, varias zonas de Africa entre otros paises
(Ssekyewaa et al., 1999; Zhou et al., 2021). Esta enfermedad ha provocado una
significativa disminucion de la productividad, asi como también la migracion de los
cultivos a zonas libres del patégeno (Bueno et al., 2014; Fischer & Rezende, 2008).
Paises productores como Brasil, Colombia y China reportaron perdidas de entre el 90%
y 100% en los cultivos comerciales, causadas por la presencia del hongo F. solani

(Marostega et al., 2019; C. Wang et al., 2021).

Sintomatologia

Los sintomas inician con el marchitamiento de las puntas de los brotes, cambio
de color en las ramas a un verde palido, decaimiento de las ramas, pardeamiento o
cuarteamiento de la corteza y defoliacion (Fischer & Rezende, 2008). Posteriormente, la
enfermedad produce necrosis y marchitamiento de las ramas, pero sin cambios en la

coloracién de haces vasculares. En el cuello de la planta, se produce chancro desde la
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epidermis progresando hacia la médula, el cual presenta coloracion que cambia de un
tono rojizo a café (Ortiz & Hoyos, 2012).

Ya en estados avanzados, las raices presentan procesos necroticos y el cuello
sufre de pudricion severa. La necrosis puede alcanzar 2 a 10 cm por encima del suelo y
puede migrar a las raices; en el tallo se van tornando de color rojizo las decoloraciones
vasculares, asimismo se puede observar la aparicion de peritecios rojizos en el tejido
del cuello. En la parte aérea se puede observar marchitamiento, frutos con rugosidades
en diferentes fases de madurez adheridos a la planta ( Fischer & Rezende, 2008; Ortiz

et al., 2014; Ortiz & Hoyos, 2012).

Control

Los métodos mas eficaces para el control y prevencion de las enfermedades
fungicas en las plantas son el cultivo de variedades resistentes a hongos (Ssekyewa et
al., 1999), uso de practicas agricolas adecuadas y aplicacion de fungicidas y
biocontroladores (Fischer et al., 2010).

En la busqueda de variedades resistentes a la pudricién de cuello se ha
probado que los miembros Passiflora quadrangularis, Passiflora nitida y Passiflora
cincinnata de la familia de las Passifloraceas son las especies con mejor relacion de
productividad-tolerancia para la produccion de hibridos en el cultivo de maracuya

(Marostega et al., 2021).

Aislamiento de Hongos

En su mayoria las enfermedades que afectan a las plantas se pueden
diagnosticar observandolas a simple vista 0 mediante el microscopio. Sin embargo, en
algunas enfermedades bacterianas y fungosas es imposible identificar el patégeno

debido a alguna de las siguientes razones: Existe una mezcla con uno o mas
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contaminantes, no se han desarrollado aun los cuerpos fructiferos o esporas
caracteristicos, la enfermedad se puede deber a uno o varios patégenos que se
asemejan morfolégicamente entre si 0 es una enfermedad causada por un nuevo
microorganismo (Agrios, 2005; Hyde et al., 2011).

El aislamiento se lo realiza a partir del tejido enfermo de una planta, usando
medios nutritivos y en algunos casos medios especificos. A partir de los aislados

obtenidos se comienza el estudio de sus caracteristicas (Agrios, 2005).

Identificacion de Hongos

Los métodos microbiolégicos son los mas usados en la identificacion y deteccion
de patdgenos, estos se basan en la determinacion de caracteristicas tanto bioquimicas
como fisiol6gicas, no obstante, estos analisis son laboriosos y requieren de gran
cantidad de tiempo y experiencia. Por lo que el uso de métodos moleculares ha
contribuido a facilitar la identificacion del agente patégeno de manera rapida y precisa
(Raja et al., 2017; Ramirez et al., 2017).

En la identificacién de hongos, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es
una de las técnicas mas utilizadas conjuntamente con el analisis de la variabilidad de
los genes ribosdémicos, como el espaciador transcrito interno (ITS). De esta manera, la
identificacion de microorganismos, tiene mayor validez ya que se analizan tanto los

atributos fenotipicos como genotipicos (Angarita et al., 2017).

Extraccion de ADN

La extraccion es el proceso de aislamiento y purificacion de moléculas de ADN,
gue se basa en las caracteristicas fisicoquimicas de la molécula. Los diferentes
métodos de extraccién aprovechan la carga negativa del ADN originada por los grupos

fosfatos que forman parte de los nucle6tidos. Esta caracteristica es aprovechada ya sea
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para disolver el ADN en soluciones acuosas, precipitar el ADN o la union a moléculas y
matrices inorgénicas cargadas positivamente (Cornejo et al., 2014).

A lo largo de los afios se han ido disefiando una variedad de protocolos con la
finalidad de obtener una calidad y cantidad apropiadas, asi como evitar la presencia de
inhibidores. Y de esta manera obtener datos confiables y reproducibles (Rodrigues et

al., 2018).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR es un ensayo enziméatico, que permiten la obtencién de grandes
cantidades de ADN, usando secuencias que delimitan la zona de amplificacion y
permiten obtener millones de copias de una regién de interés que generalmente varia
de entre 500 a 1000 pares de bases.

Cada ensayo requiere de la presencia del ADN molde, cebadores, nucleétidos y
ADN polimerasa. La ADN polimerasa es la enzima clave encargada de unir los
nucledtidos para formar el producto de la PCR. Los nucleétidos que son los cuatro
pares de base que conforman el ADN. Los cebadores son fragmentos cortos de
aproximadamente de 20 pares encargados de especificar el producto objetivo que se va

a amplificar (Cornejo et al., 2014; Garibyan & Avashia, 2013).

Espaciador Interno Transcrito (ITS)

En eucariotas, existen dos espaciadores internos transcritos (ITS1y ITS2) que
separan las subunidades 18S, 5.8S y 28S (Figura 1). En hongos, el analisis del cistron
del ARN ribosémico (ARNr) es una parte fundamental de la sistemética molecular
(Aslam et al., 2017; Hebert & Gregory, 2005). La region ITS es el locus mas usado para

la identificacién de un gran nimero de hongos a nivel de género y especie, esto se debe
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a que tiene una alta variabilidad interespecifica y una baja variabilidad intraespecifica

dentro de las regiones ITS1 e ITS2 (Iwen et al., 2002).

Figura 1

Representacion del cistron de ADN que codifica el ARN ribosomal en hongos.
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Nota. El grafico muestra el orden y posicion de las regiones ITS. Tomada de Iwen et al.,

2002.

Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de ADN consiste en determinar el orden de las bases:
adenina, timina, guanina y citosina, que se encuentran formando un fragmento del ADN
(Xiang & Liang-Dong, 2012). Las secuencias se comparan con bases de datos y se les
puede asignar una identidad basada en el porcentaje de coincidencia. La secuenciacién
puede aplicarse en campos como la metagendmica, filogenética y codificacién de barras

de ADN (Peay et al., 2008).

Hipotesis

Los aislados obtenidos de plantas de maracuya con sintomas de pudricion de

cuello corresponden a varios géneros de hongos.



29

Capitulo lll: Materiales y Métodos

Descripcion y Localizacion del Area de Estudio

El presente estudio se realiz entre los meses de septiembre de 2021 a enero

del 2022, en dos fases de campo y laboratorio.

Fase de Campo

El presente estudio involucré muestras de plantas enfermas colectadas de 8
fincas ubicadas en las provincias de Los Rios, Guayas y Santo Domingo de los
Tsachilas (Figura 2), sus coordenadas se encuentran descritas en la Tabla 1. El
muestreo contod con el apoyo del personal técnico de los Nucleos de Asistencia Técnica
y Capacitacion (NAT/C) de las Estaciones Experimentales, Tropical Pichilingue y Santo
Domingo de los Tséachilas, quienes tienen conocimiento de localidades representativas
con el cultivo de maracuya con problemas de pudricién del cuello.

Las muestras se colocaron en bolsas de papel y se etiquetaron con el cédigo de
muestra y localizacion. Posteriormente, las muestras fueron depositadas en un
contenedor térmico para mantenerlas a 4°C (AGROCALIDAD, 2018) para ser
transportadas al Laboratorio de Fitopatologia de la Estacion Experimental Tropical

Pichilingue, del INIAP, en la ciudad de Quevedo, provincia de Los Rios.
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Tabla 1

Coordenadas de las localidades de muestreo.

Provincia Cantoén Muestra Latitud Longitud Altitud
(m.s.n.m.)
Guayas Empalme MG11l -0.933033107 -79.54804074 109.1
Balzar MG211 -1.13286323  -79.71083019 98.9
Los Rios Quevedo MR11l| -1.10201302 -79.38716018 85.1
Valencia MR21l| -0.80423634  -79.35151844 166

Buena Fe MR31l -0.85597069  -79.43533958 127.2

Mocache MRA41l -1.11840982  -79,49104129 84.7

Santo Domingo Puerto Quito  MS11l| -0.02151134  -79.32075798 277.8
de los Puerto Quito  MS12l  -0.02221222 -79.32062438 272.1

Tséachilas Concordia MS21l -0.03333206S  -79.3651343 256.1

Nota. El sistema de coordenadas usado en la tabla es WGS84. MG: Maracuya-Guayas,

MR: Maracuya-Los Rios; MS: Maracuya-Santo Domingo de los Tsachilas.



Figura 2

Ubicacion de los puntos de muestreo en el mapa de Ecuador.
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Nota. Imagen creada con el programa QGIS v2.14.

Caracteristicas de la Muestra. Se recolectaron plantas que presentaron
sintomas como: clorosis leve y uniforme en algunas hojas (Figura 3A) ademas
de marchitez (Figura 3B), pardeamiento o cuarteamiento de la corteza (Figura
3C), chancro en el cuello de tonalidad rojiza o café y aparicién de peritecios

(Figura 3D) (Ortiz & Hoyos, 2012).

31
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Figura 3

Sintomas de plantas afectadas con pudricion de cuello en maracuya.

Nota: A) Clorosis leve y uniforme en hojas, B) Marchitez, C) Peritecios y cuarteamiento

de corteza, D) Peritecios observados en el estereoscopio a 25X.

Levantamiento de Encuesta. Durante la visita al predio se realizaran una serie
de 25 preguntas en listadas en una encuesta (Anexos 1) dirigida al responsable
del cultivo con la finalidad de conocer la percepcion que tiene acerca de la
enfermedad: presencia de sintomatologia asociada a la pudriciéon de cuello y
control fitosanitario; asi como informacién del cultivo: superficie sembrada, edad,

variedad, origen y asociacion.

Fase de Laboratorio

Las actividades relacionadas con el aislamiento y manejo de los organismos

fitopatdgenos y posteriormente las relacionadas con la identificacion molecular se
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realizaron en los Laboratorios de Fitopatologia del Departamento de Proteccion Vegetal
y de Biologia Molecular del Departamento de Biotecnologia de la Estacién Experimental
Tropical Pichilingue, del INIAP, en la ciudad de Quevedo, provincia de Los Rios.

Aislamiento de Hongos. Las muestras de tallo se lavaron y cortaron en trozos
de cinco mm, posteriormente se desinfecto con una solucién de hipoclorito de sodio al
1% por 1 minuto y se lavé tres veces en agua destilada estéril y seco con papel
absorbente estéril. Después de la desinfeccidén se sembraron 5 cajas Petri con medio de
cultivo papa dextrosa agar (PDA) suplementado con cloranfenicol (0.5 g/L) por muestra,
en cada caja se depositaron 4 explantes, se sellaron e incubaron a 28°C+2°C de tres a
siete dias con 12 horas de luz y doce horas de oscuridad (Duarte et al., 2016; Henao-
Henao et al., 2018; Postic et al., 2012).

Obtencién de Cultivos Puros. Los hongos que crezcan de los tejidos
sembrados, se replicaron en medio de cultivo PDA hasta la obtencion de cultivos puros,
considerados asi cuando repetian las mismas caracteristicas en cada siembra. Una vez
se logré obtener los cultivos puros estos se conservaron en tubos de ensayo con medio
de cultivo PDA inclinado a 4°C (Duarte et al., 2016).

Caracterizacion de los aislados. Los aislamientos se sembraran en medio de
cultivo PDA y se incubaron a 28°C+2°C por 7 dias. Se observo caracteristicas
macroscoépicas relacionadas a la forma de crecimiento de la colonia, aspecto, textura y
coloracioén del haz y envés de las placas. Para las caracteristicas microscopicas se
coloc6 una pequefia muestra de micelio sobre una gota de azul de lactofenol y se
observo al microscopio (Cafiedo & Ames, 2004; Leslie & Summerell, 2006)
diferenciandose las estructuras vegetativas y reproductivas presentes en cada especie

de hongo aislada (Leslie & Summerell, 2006; Liu et al., 2021; Ramirez et al., 2017).



34

Identificacion Molecular. Extraccién de ADN. Las placas con los diferentes
aislados fueron llevados al laboratorio de Biologia Molecular del Departamento
de Biotecnologia de la Estacion Experimental Tropical Pichilingue, del INIAP,
donde se llevé a cabo el proceso de a extraccion de ADN usando el protocolo de
Doyle & Doyle (1987) modificado por Faleiro et al. (2002) y modificado por
Lozada (2013). La extraccion del ADN inici6 a partir del micelio obtenido de los
cultivos puros, el cual se recogio, deposito en un mortero de porcelana
esterilizado y se le afiadio nitrégeno liquido, para después ser molido hasta
obtenerse un polvo fino, que fue transferido a un tubo de 2 ml. Siguiendo con el
protocolo se afiadié 800 pl de buffer (Tabla 2) y mezclé en vértex, para luego
agregarse 5 pl de proteinasa K (20 mg/ul) y dejar a incubar en bafio maria a
65°C por 1 hora con inversiones cada 15 minutos. Luego de retirarse del bafio
maria se centrifugd a 21 952 g por 16 minutos y se pasé el sobrenadante a un
nuevo tubo de 2 ml, al cual se le adicion6 55 pl de CTAB al 7% y 700 pl de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se procedié a mezclar por inversion y
vortex hasta que se formé una emulsién y se llevd a centrifugar a 21 952 g por
16 minutos. Nuevamente se recuperdé el sobrenadante y se lo traspaso a un tubo
de 2 ml al que se le agreg6 700 ul de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1)
mezclandolo y centrifugandolo al igual que en el paso anterior. El sobrenadante
recuperado se paso a tubos de 1.5 mly se le afiadidé 700 pl de etanol absoluto a
-20°C, mezclando por inversion y almacenando por 1 a horas a -20°C. Pasado
este tiempo, se centrifugo a 21 952 g por 5 minutos y se descarto el
sobrenadante dejando solo un pellet blanco al fondo del tubo. Seguidos se
realizaron lavados con etanol al 70% los cuales variaron de 3 a 4 dependiendo
de la muestra y se lo dejé reposar por 12 horas hasta que se evapore el etanol.

Para luego, el ADN extraido resuspenderlo en 100 pl de tampén T.E. con RNAsa
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(20mg/ml) e incubarlo por 30 minutos a 37°C y finalmente almacenarlo a -20°C

(Morillo & Mifio, 2011).

Tabla 2

Componentes del tampoén de extraccién.

Concentracion Final Cantidad para 15
Reactivos Stock muestras
6 mi
CTAB al 7% 2.80%
4 ml
NaCl 5 M 1.3M
0.6 ml
EDTA 0.5 M 20mM
Tris — HCI 1M (pH 100mM 1.5ml
8.0)
0.15¢
PVP 40 1%
0.20% 30wl

B-Mercaptoetanol

Aforar a 15 ml
Agua MILLI-Q

Nota. Recuperado de Morillo & Mifio, 2011.

Cuantificacion de Pureza del ADN Extraido. La concentracidén y pureza se
determind usando un espectrofotdmetro Hitachi U-2900 UV-VIS. Se inicié
estableciendo el blanco para lo que se us6 agua. Se secd las celdas y una vez
establecido el blanco, se colocé 20 ul de la muestra de ADN en 1980 ul de agua
y se medi6 la absorbancia a 280 y 260 nm. Con los valores obtenidos se calcul6
la concentracion de ADN en ng/ul usando la ecuacion 1y la pureza se la obtuvo
del resultado de la ecuacion 2 para lo que se empled los rangos 260/280 nm,

considerando los valores ~1.8 como ADN “puro” (Cornejo et al., 2015).

Ecuacién 1
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Concentracion de ADN = A, X [factor de dilucion] X [factor de conversion]
Para el factor de conversion se considera una absorbancia de 1.0 a 260 nm que
corresponde con una concentracion de 50 ng/ul, por lo que el factor de conversiéon a
emplearse es igual a 50.

Ecuacién 2

A26O

Pureza =
280

Amplificacion por PCR. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
convencional se aplicé para amplificar la region ITS usando los cebadores
universales ITS1 5 CCG TAG GTG AACCTG CGG 3 e ITS45TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC 37, descritos por White et al., (1990). Se realizé una mezcla
de: Taq polimerasa, primers, agua ultra pura, cloruro de magnesio, buffer,
dNTPs y DNA molde en los volimenes y concentraciones descritas en la Tabla 3
basado en los protocolos descritos por Morillo & Mifio (2011). Los productos de

la PCR se almacenaron a 4°C.

Tabla 3

Volimenes y componentes de la reaccion de PCR para 25 pl.

Componentes Concentracion Volumen por reaccién
()
) 15
Agua ultra pura
25
Buffer PCR 5X
1.5
Cloruro de magnesio (MgCly) 25mM
0.5
dNTPs > mM
2
Primer forward 10uM
10 uM 2

Primer reverse
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Componentes Concentracion Volumen por reaccion
)
Su 0.5
Taq polimerasa
1
Muestra de ADN 20 ng/ul
25
Total

Nota. Recuperado de Morillo & Mifio, 2011.
La amplificacion se realiz6 en un termociclador Veriti 96 Well Termal Cycler,
siguiendo las condiciones especificadas por Morillo & Mifio (2011) y descritas en la

Tabla 4.

Tabla 4

Condiciones de PCR para marcadores moleculares ITS1/ITS4.

Procedimiento Temperatura (°C) Tiempo  Ciclos
95 2 min 1
Desnaturalizacion inicial

Desnaturalizacién 94 1 min

35
Alineacion 55 30s
Extension 2 1 min

72 10 min 1

Extension final

Nota. Recuperado de Morillo & Mifio, 2011.
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Evaluacion y Secuenciacion de ADN. Para la evaluacion de los productos de
PCR, se prepar6 un gel de agarosa al 1.5% y se corrio a 100 voltios por 30
minutos (Cornejo et al., 2015). Los amplicones del gen ITS fueron enviados a la

empresa Macrogen en Corea del sur para su secuenciacion.

Anélisis Bioinformatico. Posteriormente, las secuencias de cada uno de los
individuos se limpiaron y ensamblaron usando el programa BioEdit 7.2.5 y luego
se compararon con las contenidas en las bases de datos: Fusarium MLST
(http://vww.cbs.knaw.nl/Fusarium), Fusarium ID (http://isolate.fusariumdb.org)
(Geiser et al., 2004) y National Center for Biotechnology Information (NCBI),
mediante la herramienta “Basic local alignment search tool” (BLAST) (Retana et
al., 2018). Continuando con el andlisis, se selecciond las secuencias que
presentaron altos porcentajes de similitud con las secuencias en estudio, las
mismas que fueron sometidas a un alineamiento multiple usando el programa
MUSCLE. El arbol filogenético se lo realizé usando el programa MEGA 11
aplicando el algoritmo de Maxima Verosimilitud (ML) en conjunto con el mejor
modelo de evolucion determinado por el programa y un andlisis de 1000 réplicas
(Bootstrap) (Salazar-Gonzalez et al., 2016). Como acotacion final se usé
secuencia de Penicillum chrysogenum (X76120.1) como especie fuera del grupo

en construccién de los arboles filogenéticos.

Analisis Estadistico

Hongos Aislados

Una vez conocida la identidad de los hongos, se llen6 la matriz con la siguiente
informacion: cddigo de muestra, identidad del hongo, localidad y provincia. A partir de

ellos mediante herramientas de estadistica descriptiva se va a desarrollar informacion


http://www.cbs.knaw.nl/Fusarium
http://isolate.fusariumdb.org/

sobre frecuencias y distribucion de los hongos presentes en esta sintomatologia la

informacion se va analizar para cada provincia y a nivel nacional.

39
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Capitulo IV: Resultados

Aislamiento de Hongos Asociados a la Pudricion de Cuello

Hongos Aislados

Un total de 22 hongos fueron aislados de las muestras de maracuya con
sintomas de pudricién de cuello, siendo ocho correspondientes a la provincia de
Guayas, seis a Los Rios y ocho a Santo Domingo de los Tsachilas.

El analisis morfol6gico permitié formar 6 grupos de aislados, los cuales segun
las claves taxondémicas descritas por Barnett y Hunter (1998). Un grupo formado por dos
aislados, que presentaron abundante micelio aéreo de color inicialmente blanco,
cambiando a color gris claro y con el tiempo cambiando a negro y conidios maduros de
coloracion café, con un septo medio e inmaduros caracteristico para Lasiodiplodia
sp.(Alves et al., 2007).

El segundo grupo de 12 aislados el cual present6 micelio blanco abundante y
mostré formacién de macroconidias, microconidias y clamidosporas que son tipicas de
las especies de Fusarium segun lo descrito por Leslie y Summerell (2006).

Un tercer grupo de cuatro hongos que mostré micelio denso de color blanco, con
tonalidades amarillas-cafés. Y formacion de peritecios negros después de 15 dias. Se
observé conidios redondos caracteristicas que coinciden con el género Diaporthe
(Gomes et al., 2013).

Un cuarto grupo con un aislado con micelio de color verde con anillos
concéntricos. Se observo fidlides y conidios que coincide a lo descrito por Barnett y

Hunter (1998) para Trichoderma.
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Un quinto grupo con un aislado que presenta micelio flocoso de color amarillo y
color negro en el reverso. Y presencia de artrosporas, lo cual concuerda con Kang y
colaboradores (2010) para Xylogone.

Un sexto grupo con dos aislados, con micelio de color blanco con tonalidades
amarillas. No se logré identificar estructuras reproductoras.

En las muestras provenientes de la provincia del Guayas, se determiné que
pertenecian a los géneros Fusarium, Lasiodiplodia y Diaporthe (Tabla 5). Los hongos
con presencia macroconidias y micronidias se los asigno como Fusarium.

De las muestras obtenidas de Los Rios se diferencio el género Fusarium en el
cual se logro distinguir clamidosporas, macroconidias y microconidias, ademas también
existio la presencia de los géneros Diaporthe y Xialogone (Tabla 6).

Finalmente, de las muestras obtenidas de Santo Domingo de los Tsachilas se
logro distinguir los aislados del género Fusarium, Lasiodiplodia, Diaporthe y

Trichoderma (Tabla 7).
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Tabla 5

Resultados de la caracterizacién secundaria y morfoldgica de los hongos asociados a maracuya en las muestras obtenidas

de la provincia de Guayas.

Cdédigo Anverso Reverso Descripcion Microscopio Descripcion Género
MG11l.1 Micelio de color o
Macroconidias
blanco con Fusarium
tonalidades _ Y o
Microconidias
rosaceas
MG21l.1 Micelio poco Conidi
onidios e i
abundante de _ Diaporthe
hifas septadas
color blanco
MG211.2 Micelio de color
blanco con i
_ Microconidias Fusarium
tonalidades

violaceas
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Cadigo Anverso Reverso Descripcion Microscopio Descripcion Género
Micelio de
MG211.3 color blanco
con Microconidias Fusarium
tonalidades
amatrillas
MG21l.7 Abundante
micelio de Conidios Lasiodiplo-
color gris y bicelulares dia
blanco
Micelio
MG211.9 denso de
color blanco Hifas no
con septadas y Diaporthe
tonalidades esporangio
amarillas y
cafes
MG21l1.11 Micelio de Presencia de
color blanco

macroconidias

y
microconidias

Fusarium
y de aspecto

algodonoso
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Cadigo Anverso Reverso Descripcion Microscopio Descripcion Género
MG21A.1 Micelio de
color blanco i
Macroconidias Fusarium
y poco
abundante

Nota. Las fotos en el microscopio fueron tomadas con aumento 63X; MG: Maracuya-Guayas.



Tabla 6
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Resultados de la caracterizacién secundaria y morfolégica de los hongos asociados a maracuya en las muestras obtenidas

de la provincia de Los Rios.

Cddigo Anverso Reverso

MR111.2

MR111.3

MR21l1.1

Descripcion Microscopio Descripcion Género
Micelio de
aspecto
algodonoso Microconidiasy  Fysarium
de color clamidosporas
blanco y
amarillo
Hongo de
color amarillo
y micelio de Presenciade  xylogone
color blanco artrosporas
Micelio de
aspecto _
Clamidosporas,
algodonoso macroconidias Fusarium
de color
y microconidias
blanco-

rosaceo




46

Cdédigo Anverso Reverso Descripcion Microscopio Descripcion Género

Micelio de
MR311.3
color blanco

_ . o Fusarium
y rosaceo Microconidias

poco s
| 28 3
abundante y =

Micelio de
MR311.5
color balnco

Macroconidias i
con Fusarium

) y microconidias
tonalides

violetas e

MR411.2 o
Micelio

Diaporthe

denso de Conidios

color blanco

Nota. Las fotos en el microscopio fueron tomadas con aumento 63X; MR: Maracuya-Los Rios.
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Tabla 7
Resultados de la caracterizacién secundaria y morfolégica de los hongos asociados a maracuya en las muestras obtenidas

de la provincia de Santo Domingo de los Tséachilas.

Cdédigo Anverso Reverso Descripcion Microscopio Descripcion Género
MS11l1.4 Conidios iodi
Micelio de _ Lasiodiplo-
_ inmaduros dia
color gris _
(unicelulares)
Hongo de
MS11A.2
color
amarillo- _ -
Hifas
tomate con
micelio de
color blanco
MS11A.3 s .
4 . Macroconidias
o . x y
micelio de « - 9

e : microconidias
color blanco y -
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Caédigo Anverso Reverso Descripcion Microscopio Descripcion Género
MS121.1 Micelio Hifas, no se
blanco con observa -
tonalidades estructuras
amarillas N reproductivas
MS121.3 L
Micelio
denso de Conidios Diaporthe
color blanco
MS12A.2 Hongo de & IS
color Microconidias
amarillo con : S y Fusarium
micelio e "&-t ~ macroconidias
blanco %
Hongo con
MS21l. :
S 3 tonalidades
moradas By Microconidias
y @ Fusarium
micelio RN & y

R -~ macroconidias
blanco
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Microscopio Descripcion Género

Cdédigo Anverso Reverso Descripcion
Micelio de
MS21A.1
color blanco
con halos
concentricos

Conidios y Trichoderma
fialide

Nota. Las fotos en el microscopio fueron tomadas con aumento 63X

. MS: Maracuya-Santo Domingo de los Tsachilas.
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Identificacion Molecular de los Hongos Aislados

Cuantificaciéon de ADN

El método de extraccion de ADN empleado permitié obtener una cantidad y
calidad adecuada de ADN como se muestra en la Tabla 8, en promedio la
concentracion es de 655.68 ng/ul y la relacién de 260nm/280nm es de 1,92 valor que se
encuentra en el rango de 1.8 a 2 indicando una buena calidad de ADN para la mayoria
de las muestras. También se observo valores entrel.6-1.8 rango que se indica una
calidad de ADN aceptable. Y una muestra con un valor menor a 1.6 lo que puede indicar

contaminacién por compuestos aromaticos o proteinas.

Tabla 8

Cuantificacion de ADN de los hongos aislados del tejido de maracuya.

Codigo muestra Pureza Concentracion de ADN (ng/ul)
Guayas
MG11l.1 1,93 290
MG21l1.1 1,92 480
MG21l.2 1,93 560
MG211.3 2 680
MG211.7 1,88 375
MG211.9 1,64 115
MG21l1.11 1,93 580
MG21A.1 1,97 1005
Los Rios
MR11l.2 1,95 750
MR111.3 1,54 185
MR21l.1 2,03 1430
MR311.3 1,6 160
MR311.5 2,03 875
MR411.2 1,70 280
Santo Domingo de los Tséachilas
MS111.4 2,08 1225
MS11A.2 1,94 175
MS11A.3 2,06 515
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Cédigo muestra Pureza Concentracion de ADN (ng/ul)
MS121.1 1,62 105
MS121.3 2,00 400
MS12A.2 2,10 2620
MS211.3 2,06 710
MS21A.1 2,03 1205

Las reacciones de PCR con los cebadores ITS1/ITS4 generaron fragmentos del

tamano esperado de 500 a 550 pb como se muestra en la Figura 4.

Figura 4

Productos amplificados por PCR con los cebadores ITS1/ITS4 a partir de ADN obtenido

de micelio de hongos aislados de tejido de maracuya.

G23  G2A1 G2A4 RAL2 RS MSIA2 MsiA3 MS12A2 MS21.3 MS1A.1

N G2 GA7 s




52

R31,3 G1L1 G212

G21.7 G21.11 MS12L1MS121.2MS121.3M5121.4

Nota: (A) Linea 1: marcador molecular 1kb de Invitrogen; 2 a 11 y 14 a 16: aislamientos
identificados; 13: control positivo (ADN de Fusarium oxysporum); 14: Control negativo
(H2.0dd). (B) Linea 1: marcador molecular 1kb de Invitrogen; 2 a 9: aislamientos
identificados; 10: control positivo (ADN de Fusarium oxysporum); 11: Control negativo

(H.Odd).

Anélisis Filogenético

En la Tabla 9, se puede notar que de acuerdo al porcentaje de identidad igual al
100% el aislado MS11A.2 pertenecen al género Bionectria. La mayor similitud del
aislado MS11A.2 con respecto a una especie fue con Clonostachys rosea f. catenulata

con 98.79%.



Tabla 9

Secuencias con porcentajes de identidad significativos para aislados del género

Clonostachys.
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Caodigo del Especie

aislado

Porcentaje de
Identidad (%)

N° Accesion

Bionectria sp.
MS11A.2

Clonostachys rosea f.
catenulata
Clonostachys aranearum

Clonostachys swieteniae

Clonostachys solani f.
nigrovirens

100

98.79

98.20

97.99

97.98

HM849054.1
NR_165993.1
NR_164542.1
NR_171105.1

NR_163540.1

Nota: Los numeros de accesion mostrados en la tabla pertenecen a las secuencias con

mejor hit respecto a la muestra.

El &rbol filogenético mostrado en la Figura 5, se construy6 a partir del

alineamiento multiple de la secuencia del aislado MS11A.2 con las secuencias

obtenidas de las bases de datos. Este arbol no brinda informacion clara de la filogenia

del aislado MS11A.2 ya que no forma clados concisos para cada especie, pero ya que

este se agrupa con las especies del generd Clonostachys se puede deducir que formar

parte del mismo, aunque se encuentra estrechamente relacionado con Bioncetria sp.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_165993.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YNYU0XHD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_164542.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=YNYU0XHD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_171105.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=YNYU0XHD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_163540.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=YNYU0XHD013
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Figura 5

Arbol filogenético de aislados del género Clonostachys basado en secuencias de la

region ITS.

— NR 163540.1 Clonostachys solani f. nigrovirens
57

77 |— NR 164542.1 Clonostachys aranearum

NR 165993.1 Clonostachys rosea f. catenulata
60

HM849054.1 Bionectria sp.

MS11A.2

NR 171105.1 Clonostachys swieteniae

79
NR 137532.1 Clonostachys divergens

X76120.1 Penicillum chrysogenum (OUTGROUP)

0,15
Nota. Para la elaboracién de este arbol filogenético se aplicé el método ML con el
modelo de evolucion K2+G; grupo externo Penicillum chysogenum.
Las especies con las que se presentd porcentajes de identidad mas altos fueron
con Torula ligniperda y Xylogone sphaerospora con el 99.27% y 94.63%

respectivamente como se muestra en la Tabla 10.



Tabla 10

Secuencias con porcentajes de identidad significativos para aislados del género
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Xylogone.
Cddigo del Especie Porcentaje de N° Accesion
aislado Identidad (%)
Torula ligniperda 99.27 MH855831.1
Xylogone sphaerospora 94.63 NR_145360.1
MR111.3
Scytalidium circinatum 88.18 NR_160180.1

Nota. Los numeros de accesion mostrados en la tabla pertenecen a las secuencias con

mejor hit respecto a la muestra.

En la Figura 6, se muestra el arbol genético producto del alineamiento multiple,

en el cual el aislado MR111.3 se asocia en un mismo clado con la especie Xylogone

sphaerospora.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH855831.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YP5WUCBT016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_145360.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YP5WN52G013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_160180.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YWFG4SYY01R
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Figura 6

Arbol filogenético de aislados del género Xylogone basado en secuencias de la region

ITS.

MT994885.1 Xylogone sphaerospora

o8 | MR1113

75 MH855831.1 Torula ligniperda

81
MF671825.1 Scytalidium lignicola

77

—— NR 160180.1 Scytalidium circinatum

— NR 145193.1 Torula masonii

GQ290121.1 Xylogone ganodermophthora

X76120.1 Penicillum chrysogenum (OUTGROUP)

—_—
0,15

Nota. Para la elaboracién de este arbol filogenético se aplicé el método ML con el
modelo de evolucion K2; grupo externo Penicillum chysogenum.

En la Tabla 11 se muestra que el aislado MS111.4 y MG211.7 pertenecen al
género Lasiodiplodia, para el aislado MS111.4 el mejor porcentaje de similitud es
99.81% con la especie Lasiodiplodia brasiliensis y con respecto a MG211.7 coincide en
un 99.58% con las especies Lasiodiplodia brasiliensis, Lasiosiplodia parva y

Lasiodiplodia theobromae.
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Tabla 11

Secuencias con porcentajes de identidad significativos para aislados del género

Lasiodiplodia.

Cddigo del aislado Especie Porcentaje de N° Accesidn
Identidad (%)

MS11l.4 Lasiodiplodia brasiliensis 99.81 NR_147338.1

Lasiodiplodia theobromae 99.81 NR_111174.1

Lasiodiplodia parva 99.62 NR_111265.1

MG21l.7 Lasiodiplodia brasiliensis 99.58 NR_147338.1

Lasiodiplodia parva 99.58 NR_111265.1

Lasiodiplodia theobromae 99.58 NR_111174.1

Nota: Los numeros de accesion mostrados en la tabla pertenecen a las secuencias con

mejores hits respecto a la muestra.

A partir del alineamiento mdultiple con las secuencias con mayor similitud
obtenidas de la base de datos NCBI se construy6 el arbol filogenético como se muestra
en la Figura 7, donde se observa que los aislados MS111.4 y MG211.7 forman clados
con ninguna especie en especifico sin embargo si se agrupan con las especies de

Lasiodiplodia, por lo que se considera que estos aislados pertenecen a este género.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_147338.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YPCY1UMC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_111174.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=YPCY1UMC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_111265.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=YPCY1UMC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_147338.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=YPG2SW2R013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_111265.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=YPG2SW2R013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_111174.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=YPG2SW2R013

Figura 7

Arbol filogenético de aislados del género Lasiodiplodia basado en secuencias de la
region ITS.

— NR 111264 Lasiodiplodia pseudotheobromae

42
+— NR 111218 Lasiodiplodia gonubiensis

NR 111265 Lasiodiplodia parva

MG211.7

MS111.4

NR 147338 Lasiodiplodia brasiliensis

NR. 111174 Lasiodiplodia theobromae

X76120.1 Penicillum chrysogenum trxA gene partial

0,15

Nota. Para la elaboracién de este arbol filogenético se aplicé el método ML con el

modelo de evolucion K2; grupo externo Penicillum chysogenum.

En la tabla 12, se puede observar que el aislado MS12I.1 presenta un mayor
porcentaje de similitud con la especie Neurospora terricola con un porcentaje de

identidad del 100%, seguido de Neurospora tetraspora con un 99.61%.

58
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Tabla 12

Secuencias con porcentajes de identidad significativos para aislados del género

Neurospora.
_ _ Especie Porcentaje de N° de Accesion
Caodigo del aislado dentidad (%)

Neurospora tetraspora 99.61 NR_077163.1

Neurospora dictyophora 99.41 NR_163513.1

Gelasinospora saitoi 99.22 NR_155109.1

MS12I.1

Gelasinospora brevispora 99.02 NR_159858.1

Neurospora terricola 100 NR_077131.1

Nota: Los numeros de accesion mostrados en la tabla pertenecen a las secuencias con

mejores hits respecto a la muestra.

El arbol filogenético mostrado en la Figura 8 construido a partir de las
secuencias con mayor similitud denota que el aislado MS121.1 se relaciona
estrechamente con la especie Neurospora terricola ya que se agrupan en un mismo

clado.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_077163.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YPEC8RA801R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_163513.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=YPEC8RA801R
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Figura 8

Arbol filogenético de aislados del género Neurospora basado en secuencias de la region

ITS.

OK668193.1 Neurospora tetraspora

39

MH860885.1 Neurospora calospora

56 |[ NR 077131.1 Neurospora terricola

MS121.1

62

- NR 155109.1 Gelasinospora saitoi

NR 159858.1 Gelasinospora brevispora

62
- MH858881.1 Neurospora cerealis

NR 077130.1 Neurospora africana

X76120.1 Penicillum chrysogenum (OUTGROUP)

0,15
Nota. Para la elaboracion de este arbol filogenético se aplicé el método ML con el

modelo de evolucién K2; grupo externo Penicillum chysogenum.

El aislado MS21A.1 pertenece al género Trichoderma, siendo la especie
Trichoderma spirale con un porcentaje de 99.41 la misma que exhibe mayor similitud

con el aislado como se muestra en la Tabla 13.
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Tabla 13

Secuencias con porcentajes de identidad significativos para aislados del género

Trichoderma.
Cédigo del aislado Especie T;:Er;ge(;? N*de Accesion
Trichoderma spirale 99.41 NR_077177.1
Trichoderma hunanense 99.03 NR_154571.1
MS21A.1 Trichoderma longipile 98.44 NR_134354.1
Trichoderma virens 97.86 NR_138428.1

Nota: Los numeros de accesion mostrados en la tabla pertenecen a las secuencias con

mejores hits respecto a la muestra.

A partir del alineamiento mdultiple con las secuencias con mayor similitud
obtenidas de la base de datos NCBI se construyo el arbol filogenético como se muestra
en la Figura 9, donde se observa que el aislado MS21A.1se encuentran estrechamente
relacionados con Trichoderma hunanense y Trichoderma spirale. Lo que ratifica que
este aislado pertenece a este género, pero no permite determinar la especie de la

misma.
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Figura 9

Arbol filogenético de aislados del género Trichoderma basado en secuencias de la
region ITS.
NR 154571.1 Trichoderma hunanense

75
T MS21A1

68

r ' MH862414.1 Trichoderma spirale

83
1= NR 134354.1 Trichoderma longipile

70
— — NR 138428.1 Trichoderma virens

—— AF414327.1 Trichoderma fasciculatum

— NR 144877.1 Trichoderma aureoviride

X76120.1 Penicillum chrysogenum (OUTGROUP)

Nota. Para la elaboracién de este arbol filogenético se aplicd el método ML con el

modelo de evolucion HKY; grupo externo Penicillum chysogenum.

En la Tabla 14 se muestra que el aislado MG21I.1, MG211.9, MS121.3 y MR41l.2
pertenecen al género Diaporthe. Los aislados coinciden con diferentes especies siendo
asi que el aislado MG211.1 coincide en un 95.16% con la especie Diaporthe longispora,
el aislado MS121.3 coincide en un 99.27% con Diaporthe passifloricola y los aislados

MG211.9 y MR411.2 coincide en un 99.61% y 99.01% con la especie Diaporthe miriciae.



Tabla 14
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Secuencias con porcentajes de identidad significativos para aislados del género

Diaporthe.

Cddigo de aislado Especie

Porcentaje de
Identidad (%)

N° de accesion

MG21l.1 Diaporthe longispora
Diaporthe arctii
Diaporthe sclerotioides
MG211.9 Diaporthe miriciae
Diaporthe ueckerae
Diaporthe rosae
MS121.3 Diaporthe passifloricola
Diaporthe miriciae
Diaporthe longicolla
MR411.2 Diaporthe miriciae

Diaporthe ueckerae

Diaporthe rosae

95.16 NR_111851.1
95.01 NR_147544.1
95.27 NR_111069.1
99.61 NR_147535.1
99.42 NR_147543.1
99.02 NR_172401.1
99.27 NR_147595.1
98.02 NR_147535.1
98.19 NR_144924.1
99.01 NR_147535.1
98.82 NR_147543.1
99.20 NR_172401.1

Nota: Los niumeros de accesién mostrados en la tabla pertenecen a las

secuencias con mejores hits respecto a la muestra.

En la Figura 10, el arbol filogenético construido a partir de las secuencias con

mayor similitud muestra que el aislado MG211.9 se relaciona estrechamente con la

especie Diaporthe longispora, el aislado MG211.9 se relaciona estrechamente con la

especie Diaporthe ueckerae, el aislado MS121.3 se relaciona con Diaporthe

passifloricola y el aislado MR411.2 se relaciona estrechamente con Diaporthe miriciae.
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Figura 10

Arbol filogenético de aislados del género Diaporthe basado en secuencias de la region

ITS.

MS121.3
?3«“
Diaporthe passifloricola (NR 147595.1)

36
MG211.8

56
— - Diaporthe ueckerae (NR 147543.1)

S

r MR411.2

53

Diaporthe miriciae (KX588626.1 )

Diaporthe arctii (NR 147544.1)

40 MG211.1

Diaporthe longispora (NR 111851.1)

Penicillum chrysogenum (X76120.1)

0.15
Nota. Para la elaboracién de este arbol filogenético se aplicé el método ML con el
modelo de evolucién K2+G; grupo externo Penicillum chysogenum.

En la Tabla 15, se muestra las secuencias con mayor similitud obtenidas de las
bases de datos Fusarium ID, Fusarium MLST y NCBI. Segun la base de datos Fusarium
ID, los aislados MG111.1, MG211.3, MG21l.11, MR21Il.1 y MR311.5 coinciden en un
95.18, 100, 95.40, 95.12, 95.39 % respectivamente, para el complejo de especies F.
incarnatum-equiseti: los aislados MG21A.1, MG21l.2, MG21A.4, MR111.2, MR31l.3,
MS11A.3, MS12A.2 y MS211.3 presentan los porcentajes de similitud 97.77, 97.99,

97.95, 97.60, 97.43, 97.46, 96.74 y 96.53 % respectivamente para F. solani.
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Asi también la comparacién de los aislados en la base de datos Fusarium MLST
muestran un 100% de similitud para los aislados MG11I.1, MR21l.1 y MR31l.5 para
especie de complejo F. oxysporum; los aislados MG21A.1, MG211.2 y MG21A.4
muestran 100% de similitud para Fusarium falciforme; el aislado MG211.3 pertenece al
complejo de especies Fusarium incarnatum-equiseti con un porcentaje de coincidencia
de 99.36%;el aislado MR111.2 presentan un 98.34% de pertenencia para el complejo de
F. solani; los aislados MS11A.3, MS12A.2 y MS211.3 muestran porcentajes de 97.08,
96.92 y 98.23 respectivamente para Fusarium sp.

Por otro lado, al comparar con la base de datos de NCBI, el aislado MG111.1
presenta un 98.38% de similitud para Fusarium pseudoanthophilum; los aislados
MG211.11, MR21Il.1 y MR311.5 pertenecen a Fusarium circinatum con porcentajes de
98.34, 98.78, 98.84 respectivamente; los aislados MG21A.1, MG211.4 se muestran
porcentajes de similitud de 100 y 99.81 para Fusarium falciforme, los aislados MS11A.3
y MS12A.2 presentan porcentajes de similitud de 99.02 y 98.01 para la especie de
Fusarium croci; los aislados MR111.2 y MR311.3 muestran porcentajes de similitud de
97.21y 97.44 para F. solani el aislado MG211.2 exhibe un porcentaje de similitud 97.99
de pertenencia para Fusarium ambrosium; el aislado MG211.3 exhibe una similitud del
99.79% para Fusarium irregulare y el asilado presenta el 98.98% de similitud para

Fusarium martii.
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Tabla 15

Secuencias con porcentajes de identidad significativos para aislados del género

Fusarium.

Codigo de Especie Porcentaje de N° Accesién Base de
aislado Identidad (%) datos
MG111.1 . Fusarium

Fusarium oxysporum 100 U34566.1 MLST
Fusarium - 98.38 NR_163682.1  NCBI
pseudoanthophilum -
Complejo de especies- Fusarium
Fusarium incarnatum- 95.18 NRRL43730 D
equiseti
MG21A-L kusarium falciforme 100 EU329678.1 | usanum
MLST
Fusarium falciforme 100 NR_164424.1 NCBI
Fusarium solani 97.77 HM214456.1 Fusleglum
MG21L2 " kisarium falciforme 100 EU329678.1 | usanum
MLST
Fusarium ambrosium 97.99 NR_173405.1 NCBI
Fusarium solani 97.99 GU586832.1 F”Sg'”m
MG211.3 Complejo de especies- Fusarium
Fusarium incarnatum- 99.36 GQ505679
o MLST
equiseti
Fusarium irregulare 99.79 NR_164595.1 NCBI
Complejo de especies Fusarium
-Fusarium incarnatum- 100 NRRL43694 ID
equiseti
MG21l.11 Complejo de
especies- Fusarium 98.84 NR_120263.1 NCBI
circinatum
Fusarium incarnatum 95.40 NRRL43730 F”S?[;'”m
MR11l.2 Complejo de Fusarium
especies- nganum 98.34 EU329678 MLST
solani

Fusarium solani 97.21 NR_163531.1 NCBI
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Cddigo de Especie Porcentaje de N° Accesion Base de
aislado Identidad (%) datos
Fusarium solani 97.6 GU586832.1 Fusla[;mm
MR21l.1 Complejo de especies Fusarium
-Fusarium oxysporum 100 DQ790536 MLST
Fusarium circinatum 98.78 NR_120263.1 NCBI
Complejo de especies Fusarium
- F. incarnatum- 95.12 NRRL43730 D
equiseti
MR311.3 Fusarium solani 97.44 NR_163531.1 NCBI
Fusarium solani 97.43 GU586832.1 Fusﬁ;'”m
Complejo de especies Fusarium
MR311.5 -Fusarium oxysporum 100 DQ790539 MLST
Fusarium circinatum 98.84 NR_120263.1 NCBI
Complejo de especies Fusarium
- F. incarnatum- 95.39 NRRL43730 D
equiseti
. Fusarium
MS11A.3 Fusarium sp. 97.08 DQ790547.1 MLST
Fusarium croci 99.02 NR_163290.1 NCBI
Fusarium solani 97.46 GU586832.1 F“ng'“m
MS12A.2 . Fusarium
Fusarium sp. 96.92 DQ790547.1 MLST
Fusarium croci 98.01 NR_163290.1 NCBI
Fusarium
Fusarium solani 96.74 HM214456.1 D
MS211.3 _ Fusarium
Fusarium sp. 98.23 MH582405.1
MLST
Fusarium martii 98.98 NR_170722.1 NCBI
Fusarium
Fusarium solani 96.53 HM214456.1 D

Nota: Los numeros de accesion mostrados en la tabla pertenecen a las secuencias con

mejores hits respecto a la muestra.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_120263.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YR61JTN6016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_163290.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YR73N1RA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_163290.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YR7GYCCJ016
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A partir del alineamiento mdultiple con las secuencias con mayor similitud
obtenidas de la base de datos NCBI, Fusarium ID y Fusarium MLST se construyo el
arbol filogenético como se muestra en la Figura 10, donde se observa que los aislados
MR311.3, MS12A.2, MS11A.3 y MS211.3 se encuentran relacionados con la especie F.
solani; por otro lado, los aislados MG21A.1, MG21l.2 y MR11I.2 se encuentran
formando parte del clado de F. falciforme. Ademas, se observa que el aislado MG211.3
forma parte del complejo de especies de F. incarnatum-equiseti y se encuentra
relacionado con F. irregulare. Finalmente, para los aislados MG11l1.1, MR31l.5,
MG21.11 y MR21l.1 se puede observar que se encuentran relacionados con F.
oxysporum ya que se encuentran formando parte de un mismo clado.

En el clado formado por las especies de F. falciforme, se muestra que las
muestras MG21A.1 y MG21l.2 se agrupa en un subclado diferente a la muestra de

MR11I.2, lo que indica la existencia de diversidad genética en esta especie.
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Arbol filogenético de aislados del género Fusarium basado en secuencias de la region

ITS.

— MS12A2

19| KY978584.1 Fusarium solani
MS11A3

MR3113

NR 170722.1 Fusarium martii
86
—51{[ Ms211.3

M 60 — MK209115.1 Fusarium solani

- NR 163290.1 Fusarium croci
— (U586832.1 Fusarium solani complejo

MR1112

86 | MT114705 Fusarium falciforme
KY436173 Fusarum falciforme
MH370159 Fusarium solani

MG21A1
MG211.2
NR 164424 1 Fusarum falcforme

79

MT251175.1 Fusarium falciforme

EU329678 Fusarium falciforme
59 1 NRRL43730 Fusarium incarnatum-equiseti
73 |1 NR 164595.1 Fusarium irregulare
# L yana
NR 121457 1 Fusarium equiseti

NR 120263.1 Fusanium circinatum
MR2111
% DQ790536.1 Fusanum oxysporum
o7 | MG1I1
MG2.11
63 [MR311.5
U34566.1 Fusarium oxysporum

X76120.1 Penicillum chrysogenum

015

Nota. Para la elaboracion de este arbol filogenético se aplicé el método ML con el

modelo de evolucién K2+G; grupo externo Penicillum chysogenum.
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Distribucién de los Hongos Aislados por Género

Como se muestra en la Figura 12, las especies de hongos que se encuentran
con mayor frecuencia asociadas a la enfermedad de pudricion de cuello en maracuya
con un 55% respecto al total de hongos aislados pertenecen al género Fusarium,
seguido se encuentran de los géneros Diaporthe con un 18% y Lasiodiplodia 9% y con
menor frecuencia se encontrd especies de los géneros Xylogone, Clonostachys,

Trichoderma y Neurospora representado un 4% de los aislados.

Figura 12

Distribucion de los hongos aislados de muestras de maracuyd a sintomas de pudricion

de cuello por género.

GENEROS AISLADOS DE MUESTRAS DE MARACUYA
ASOCIADAS A SINTOMAS DE PUDRICION DE CUELLO

M Fusarium

H Diaporthe

W Lasiodiplodia
B Xylogone

B Clonostachys
B Trichoderma

W Neurospora

En cuanto a la distribucién de por cada provincia la Figura 13, se observa que
los géneros Fusarium y Diaporthe se encuentran presentes en las tres provincias

muestreadas.
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Adicionalmente, en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas se logro
aislar mayor diversidad de hongos ya que en este se encuentras seis géneros de

hongos: Fusarium, Diaporthe, Lasiodiplodia, Clonostachys, Trichoderma y Neurospora.

Figura 13

Frecuencia de los hongos aislados de las muestras de maracuyd asociadas a sintomas

de pudricion de cuello de acuerdo a su género por cada provincia.
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La encuesta realizada a los productores permitié conocer que la mayoria dedica
de 0.78 a 1.84 ha al cultivo de maracuya, las semillas cultivadas tienen su origen en la
seleccion propia del agricultor. Un 36% de los cultivos no se encuentra asociado con

ninguna plantacién y un 46% de los cultivos son asociados con plantas de cacao.
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Los factores que consideran afectan al cultivo de maracuya son la zona,
condiciones ambientales, practicas agricolas inadecuadas y en pocos casos el material

de siembra. La tabulacién de los datos reportados se encuentra en el Anexo 2.
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Capitulo V: Discusién

En el presente trabajo se realiz6 el aislamiento e identificacion de hongos
asociados a la sintomatologia de pudricion de cuello en maracuya, enfermedad que
provoca una disminucion importante en cuanto a la productividad y lleva a los
agricultores a la migracién constante de los cultivos hacia zonas libres de patégeno
(Fischer & Rezende, 2008), se conoce que F. solani es el patégeno responsable de la
pudricion de cuello, comienza su colonizacién en el tallo y se puede extender de 10 a 20
cm por encima del cuello de la planta, ademas de infectar la raiz principal (Fischer &
Rezende, 2008; Ortiz et al., 2014); raz6n por la cual la muestra sobre la que se trabajé
comenzaba en la base del tallo y se extendi6é hasta 15 cm por encima de la misma.

Dentro de la fitopatologia, la identificacion del organismo es un paso clave ya
gue permite definir métodos de prevenciéon de enfermedades y asi prevenir el dafio en
cultivos agricolas La clasificacion e identificacion de los hongos se hace
tradicionalmente basandose en el analisis de las caracteristicas macroscoépicas y
estructuras microscépicas como esporas, los cuerpos fructiferos y soma (Agrios, 2005).
No obstante, la identificacién morfolégica presenta algunas dificultades como la
presencia de especies cripticas, cambios en las caracteristicas morfolégicas debido a
las condiciones a las que se le someta, asi también se puede considerar como otro
punto en contra la demanda de gran cantidad de tiempo y conocimiento. Por lo que es
importante utilizar tanto un enfoque fenotipico como molecular (Hyde et al., 2011;
Senanayake et al., 2020).

De los 22 aislados obtenidos 12 aislamientos pertenecen al género Fusarium lo
gue equivale a un 55 % del total de los aislados (Figura 12). Los mismos que se
caracterizaron por presentar micelio de apariencia algodonosa de color blanco con

ligera tonalidad moradas o rosadas y presencia microconidias, macroconidias y
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clamidosporas, caracteristicas descritas en las Tablas 5,6 y 7, para los asilados
MG11l.1, MG21I.11, MG211.2, MG21I.3, MG21A.1, MG21A.2, MR11I.2, MR2l.1,
MR311.3, MS11A.3, MS21I.3, MS12A.2 y MR311.5; mismas que coinciden con lo
descrito en el Manual de Laboratorio de Fusarium de Leslie y Summerell del 2006.
Adicional a estos se diferenciaron a los géneros Trichoderma por su micelio y formacion
de anillos concéntricos; y Lasiodiplodia debido a la presencia de conidios bicelulares de
color café, lo que concuerda con lo descrito en Philips y colaboradores (Phillips et al.,
2013).

Dado que la caracterizacion morfolégica permitio distinguir Gnicamente los
aislados hasta el género en algunos casos, fue importante complementar del trabajo
con la amplificacién y secuenciacion de la region ITS.

De la comparacion de las secuencias mediante la herramienta BLAST se
identificd que 4 aislados MR311.3, MS12A.2, MS11A.3 y MS211.3 con porcentajes de
similitud mayores al 97% pertenecian a la especie F. solani, dato que se confirmé con el
arbol filogenético armado para los aislado del género Fusarium (Figura 10) en el que se
observa una estrecha asociacion con secuencias anotadas en la base de datos
GenBank con numeros de accesion KY978584.1 y MK209115.1. Se conoce que el
agente causal de la pudricién de cuello en maracuya es F. solani por lo que la presencia
esta especie concuerda con reportes en China (Zhou et al., 2021) Brasil, Uganda,
Venezuela Taiwan (Fischer & Rezende, 2008) en los que se logro6 aislar F. solani de
plantas con sintomatologia referente a la pudricion de cuello en maracuya.

Por otra parte, la especie F. oxysporum fue identificada para los aislados
MG11l.1, MR311.5, MG21.11 y MR21l.1 cuyos porcentajes de similitud fueron mayores
al 99% (Tabla 15); lo cual se confirmé con el &rbol filogenético (Figura 10) mismo en el
gue se observa que estos se encuentran asociados en mismo clado junto anotadas en

Gen Bank para aislados en el que se observa una estrecha asociacion con estas
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mismas especies con nimeros de accesion KY978584.1 y MK209115.1. Si bien F.
oxysporum no es el agente causal de esta patologia, si ha sido reportado en cultivos de
maracuya asociado a la enfermedad de marchitez (Fischer & Rezende, 2008; Knight &
Sauls, 1994) presencia se puede deber a que tanto las patologias de marchitez como
pudricion de cuello presentan sintomas similares como son: la clorosis, defoliacion,
marchitez y decoloracion de haces vasculares (Ortiz & Hoyos, 2012).

Otra de las especies de Fusarium, encontradas en este estudio es Fusarium
falciforme, del que si bien no existen reportes asociados a el maracuya o a plantas de la
familia Passifloraceae. al formar parte del complejo de especies de Fusarium solani
(FSSC) y en otros estudios ha sido considerada como una morfoespecie politipica de F.
solani (O’Donnell et al., 2015; Renteria-Martinez et al., 2018). Sin embargo, en los
ultimos afios han aparecido informes en los que se define a F. falciforme como el
patégeno causante de marchitamiento en cultivos como cebolla (Tirado-Ramirez et al.,
2021), frijol(Diaz-N4jera et al., 2021), sandia (Renteria-Martinez et al., 2017) y
crisantemos (Thao et al., 2021).

El hongo Lasiodiplodia theobromae ha sido confirmado para el asilado MS111.4,
segun estudios reportados por Mohali (1995) este es el causante de la muerte regresiva
de vides en maracuyd y otras frutas(Picos-Mufioz et al., 2015). L. theobromae es un
hongo parasito facultativo con una amplia gama de hospedadores, aprovecha las
heridas, deficiencias nutricionales y situaciones de estrés hidrico para convertirse en
patdégeno (Cafiizares & Jaramillo, 2015; Mondrag6n et al., 2021). Aunque el hongo
Lasiodiplodia parva no se ha reportado en maracuya, en general las especies de
Lasiodiplodia son comunes en regiones tropicales y subtropicales (Correia et al., 2016;
Picos-Mufioz et al., 2015).

El aislado MS1A.