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Resumen

Las enfermedades causadas por los hongos Fusarium spp. representan una amenaza
significativa para los cultivos de granadilla y naranjilla. La enfermedad que producen los hongos
Fusarium spp. (fusariosis) puede ocurrir en diferentes partes de la planta, y la gravedad de la
infeccidén puede variar segun la especie de Fusarium involucrada, asi como también de las
condiciones ambientales. El presente estudio tuvo como objetivo aislar y caracterizar
molecularmente a Fusarium spp. a partir de muestras de granadilla (Passiflora ligularis Juss.) y

naranjilla (Solanum quitoense Lam.) en comunidades de la parroquia 6 de Julio de Cuellaje.

Se tomaron muestras de tejido vegetal de plantas con sintomatologia de enfermedades
producidas por hongos Fusarium spp. de granadilla y naranjilla provenientes de fincas de la
zona de estudio, se desinfectaron y posteriormente se sembraron en medios de cultivo
generales para el aislamiento de hongos. Una vez obtenidos los aislados, se realiz6 la
amplificacién de un fragmento del gen EF-1a mediante PCR y se secuenciaron los amplicones.
Los resultados obtenidos se editaron mediante el programa Geneious Prime 2023 y se
realizaron analisis filogenéticos utilizando el programa MEGA 11 a través del método de

maxima verosimilitud con el modelo de Tamura-Nei.

Los resultados mostraron la presencia de Fusarium spp. en ambos cultivos, siendo mas
frecuente en las muestras de naranjilla. Se encontraron a las especies F. oxysporum y F.
foetens asociadas al cultivo de granadilla y a las especies F. oxysporum, F. fujikuroi, F.
bactridioides, F. ficicrescens y F. solani asociadas a los cultivos de naranjilla. La especie mas

comun en ambos cultivos fue F. oxysporum.

Palabras clave: identificacibn molecular, secuenciacion, gen del factor de elongacion 1-q,

arbol filogenético, Fusarium.
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Abstract

Diseases caused by Fusarium spp. Fungi pose a significant threat to granadilla and naranijilla
crops. Fusarium spp. (fusariosis) fungal disease can occur in different parts of the plant, and the
severity of infection may vary depending on the Fusarium species involved, as well as the
environmental conditions. The present study aimed to isolate and characterize Fusarium spp.
From samples of granadilla (Passiflora ligularis Juss.) and naranijilla (Solanum quitoense Lam.)

in communities of the 6 de Julio de Cuellaje parish.

Plant tissue samples were taken from plants with symptoms of diseases caused by Fusarium
spp fungi. Of granadilla and naranjilla from farms in the study area, were disinfected and then
sown in general culture media for the isolation of fungi. Once the isolates were obtained, a
fragment of the EF-1a gene was amplified by PCR and the amplicons were sequenced. The
results obtained were edited through the Geneious Prime 2023 program and phylogenetic
analyses were performed using the MEGA 11 program through the maximum likelihood method

with the Tamura-Nei model.

The results showed the presence of Fusarium spp. In both crops, being more frequent in the
samples of naranjilla. The species F. oxysporum and F. foetens associated with the cultivation
of granadilla and the species F. oxysporum, F. fujikuroi, F. bactridioides, F. ficicrescens and F.
solani associated with the naranjilla crops were found. The most common specie in both

cultures was F. oxysporum.

Keywords: molecular identification, sequencing, elongation factor 1-alpha gene,

phylogenetic tree, Fusarium.
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Capitulo I: Introduccion
Formulacién del problema

Fusarium es un género cosmopolita de hongos ascomicetos filamentosos que incluye a
muchos patdgenos de plantas, productores de toxinas de alta importancia agricola, las
enfermedades que causa incluyen marchitez, tizon, podredumbres y llagas en muchos cultivos
de tipo horticola, de campo, ornamentales y forestales tanto en sistemas agricolas como
naturales (Ahmed M. Abdel-Azeem, 2019). Las especies del género Fusarium realizan nichos
ecolégicos primarios de primer orden en los 6rganos de la planta durante la época de
crecimiento, proporcionando funciones troficas y de reproduccion de micromicetos (Irina
Vorob’eva, 2020).

Convencionalmente, Fusarium ha sido una amenaza méas agronémica que meédica, sin
embargo, en las Ultimas tres décadas debido a una variedad de factores aportantes, este
escenario ha sufrido un radical cambio, con Fusarium spp. emergiendo como un patégeno
oportunista para los humanos, causando una amplia gama de infecciones superficiales y
sistémicas con alta morbilidad en la primera forma y alta mortalidad en la segunda (Ananya
Tupaki-Sreepurna, 2018).

Las micotoxinas mas importantes producidas por Fusarium son los tricotecenos y la
zearalenona, los tricotecenos se pueden dividir en tipo A, incluyendo a la toxina T-2, HT-2,
diacetoxiscirpenol (DAS), monoacetoxiscirpeno | (MAS), y tipo B, que incluye al deoxinivalenol
(DON, llamado también vomitoxina) y nivalenol (NIV) y sus derivados mono y diacetilados;
debido al calentamiento global y a la actividad humana se pueden predecir cambios en la
composicion de las especies y en las micotoxinas que producen (Yli-Mattila, 2010).

Debido a la abundancia y distribucién de las especies de Fusarium en el suelo, se ha
comprobado que tienen un rol importante en la descomposicion saprofitica, al tener una

actividad celulolitica, son esenciales en los procesos de circulacion de nutrientes en muchos
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ecosistemas terrestres. Podemos destacar a F. oxysporum, que ha demostrado tener un rol
importante en la desnitrificacion del suelo al tener la habilidad de reducir NO, N.O y hasta N>
completo, por ende, son componentes bioldgicos de alta importancia en los suelos terrestres
(Peter K. Maina, 2009).

Morfolégicamente las formas patogénicas mas destacadas que causan estragos en la
produccién de tantos cultivos no son facilmente distinguibles de las comunes que se
encuentran naturalmente en el suelo. Estas formas especiales van a representar una pequefia
minoria en general entre el nUmero total de propagulos de Fusarium presentes en el suelo, los
cudles van a estar distribuidos de manera desigual en los suelos de los campos, esto va a
depender de la adaptabilidad, asi como del entorno inmediato que puede favorecer o no a la
propagacion del hongo (Smith, 2007).

Los procesos evolutivos que conducen a la aparicion de formas patogénicas siguen sin
caracterizar y se desconoce si el rango geografico en expansion de este patdgeno resultd de
dispersién o evolucion, independientemente de patogenicidad. En cepas patogénicas de
plantas los cromosomas accesorios que se adquieren a través de la transferencia horizontal de
cromosomas (HTC) pueden tener los genes necesarios para patogenicidad especifica del
huésped. Sin embargo, hay pocos ejemplos documentados de HTC en la naturaleza y se
desconoce con qué frecuencia ha contribuido a la diversidad de cepas que causan
enfermedades en un huésped en particular, muchas formas patogénicas son polifiléticas y HTC
provee una explicacion atractiva de su diversidad (Peter M. Henry, 2021).

Justificacion del problema

La identificacion de las diferentes formas especiales de Fusarium spp. y la evaluacion
de su virulencia es esencial para su control ya que los estudios de su estructura poblacional a
través de técnicas moleculares son de gran ayuda para aclarar la etiologia de la enfermedad y

planificar estrategias de manejo efectivo debido a que se han encontrado mas de una
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subespecie, las cuales pueden variar considerablemente tanto morfolégicamente como
genéticamente y ademas pueden afectar al mismo cultivo (Chen Y. Z.-F., 2014).

Fusarium es capaz de colonizar el sistema vascular e incluso en estados de crecimiento
avanzados se propaga fuera del sistema vascular, en el parénquima adyacente, produciendo
gran cantidad de conidios y clamidosporas que se pueden encontrar en el suelo y permanecer
en dormancia eventualmente por varios afos, llegando a afectar a futuras plantaciones
posteriores a una que ya ha sido perjudicada. Dentro de nuestro pais sus diferentes formas
especiales (formae speciales “ff.spp.”), pueden afectar a diversos cultivos como son naranjilla
(Solanum quitoense Lam.), granadilla (Passiflora maliformis L.), maracuya (Passiflora edulis
Sims.), banano (Musa paradisiaca L.), entre otros. El Ecuador es el primer exportador mundial
de banano con mas de 162 mil hectareas sembradas siendo el cultivo mas representativo del
pais (AGROCALIDAD, 2017), por otro lado, hay un promedio de 9450 hectareas de naranjilla
(INIAP, 2011), en cambio de maracuya 6547 hectareas en todo el pais y de granadilla un
aproximado de 5688 hectareas (Palacios, 2019).

Esté patégeno se dispersa principalmente a través del movimiento de material de
propagacion y residuos infectados pudiendo encontrarse en diversos puntos del pais debido al
traslado de plantas contaminadas de un sector a otro; en la actualidad se encuentra dentro de
las 10 plagas mas importantes a nivel mundial debido a las cuantiosas pérdidas econdmicas y
al impacto social que ejerce. La diferenciacion de sus especies dentro de una zona especifica
nos puede ayudar a tener un mejor tratamiento de las plantaciones (AGROCALIDAD, 2013).

Se ha descubierto que en plantaciones donde hay afectacion de Fusarium diferentes
aislados pueden haber llegado a evolucionar de un ancestro en comdan y muchas veces las
especies no patogénicas van a controlar la proliferacion de las patogénicas al inhibir su
crecimiento, siendo asi un aliado para mantener el equilibrio de los microorganismos en la
rizosfera y endorizosfera. Las variaciones de pH en el suelo pueden llegar a favorecer de gran

forma al aumento de ciertas especies de Fusarium en especifico ya que se ha demostrado que
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las condiciones ligeramente alcalinas pueden prolongar la supervivencia de las mismas (Mamta
Joshi, 2013).

La parroquia Seis de Julio de Cuellaje con una extension de 18160.74 hectareas dedica
el 49.12% de su territorio a la actividad agropecuaria y el resto a la conservacién y proteccion;
los suelos dedicados exclusivamente al uso agricola representan el 38.84% de la superficie
parroquial y estos se encuentran distribuidos por toda la parroquia; posee una temperatura que
va desde los 10°C a los 20°C; una precipitacién de 1500 mm a 3000 mm anuales, diversos
climas que van desde el tropical mega térmico humedo pasando por el ecuatorial mesotérmico
semi himedo y en su parte alta un clima ecuatorial de alta montafia, la humedad relativa tiene
valores medios anuales superiores al 85% (Vaca, 2018). La agricultura es la principal actividad
productiva de la parroquia, siendo esta convencional, con un alto y variado uso de agrotoxicos
para enfrentar plagas y enfermedades; se basa principalmente en la produccién de fréjol,
tomate, granadilla, naranjilla, limén, aguacate, café y cafia de azlcar; dentro de la parroquia se
estima que se dedican aproximadamente 100 hectareas al cultivo de granadillay 71 hectareas
al de naranjilla (CUELLAJE, GADP, 2020).

Objetivos

Objetivo general

Aislar e identificar molecularmente Fusarium spp. a partir de muestras de granadilla (Passiflora

ligularis Juss.) y naranjilla (Solanum quitoense Lam.) obtenidas de fincas ubicadas en

comunidades de la parroquia 6 de Julio de Cuellaje, Canton Cotacachi, Provincia de Imbabura.

Objetivos especificos

e Aislar Fusarium spp. a partir de muestras de granadilla (Passiflora ligularis Juss.) y naranijilla
(Solanum quitoense Lam.) de fincas de comunidades de la parroquia 6 de Julio de Cuellaje.

¢ Identificar molecularmente los hongos aislados mediante la amplificacién de la region del
gen del factor de elongacion 1 alfa (EF-1a).

¢ Analizar filogenéticamente los resultados obtenidos mediante secuenciacién molecular.
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Hipotesis

Ho: Fusarium spp. es un agente fitopatégeno que no se encuentra presente en los cultivos de
las fincas de comunidades de la parroquia Seis de julio de Cuellaje.

H;: Fusarium spp. es un agente fitopatégeno que se encuentra presente en los cultivos de las

fincas de comunidades de la parroquia Seis de Julio de Cuellaje.
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Capitulo Il: Marco Tedrico

Larizosfera

La rizosfera es un ecosistema criptico, se entiende como la zona especializada entre las
raices y el suelo, donde va a existir gran actividad microbiana y aumento de biomasa. Es el
ecosistema terrestre mas grande debido a que hace referencia a un espacio donde se van a
dar interacciones bioldgicas entre las raices y los microorganismos del suelo; su importancia e
impacto son vitales en el funcionamiento global de la biosfera; en el suelo las dinamicas
poblacionales van a estar moduladas por los exudados radicales que van a ser utilizados por
microorganismos edaficos como fuente de energia en sus procesos vitales (Lobo, 2012).
Hongos fitopatégenos

Los hongos fitopatdgenos son organismos que van a provocar enfermedades a las
plantas; estos van a poseer una alta capacidad de adaptacion dependiendo de su diversidad
genética, la cual puede llegar a ser muy variada incluso dentro de una misma especie; dentro
de los factores que intervienen en los cambios genéticos de las poblaciones de hongos
patdégenos estan la mutacion, la recombinacion, el flujo de genes y la seleccién. Dependiendo
del tipo de hongo patdgeno va a existir una afectacion especifica a cierto tipo de plantas y en
cierto tipo de érganos como raiz, tallo, hojas, flor o fruto; sus efectos pueden llegar a producir
grandes pérdidas en los cultivos con porcentajes de destruccién que van del 30 al 80 por ciento
de la produccion de la mayoria de cultivos de alta importancia alimentaria (Gilberto Manzo
Sanchez, 2005).
Micotoxinas

Se definen a las micotoxinas como compuestos naturales de bajo peso molecular
producidos por hongos microscopicos que generan una respuesta téxica cuando son
introducidos en concentraciones bajas en animales por una ruta natural. Las enfermedades que
van a estar causadas por la ingesta de toxinas de hongos se llaman micotoxicosis y la ingesta

recurrente de micotoxinas puede decaer en efectos agudos y cronicos; normalmente los



22

efectos son teratogénicos, carcinogénicos, estrogénicos e inmunosupresivos (Ricardo Santillan
Mendoza, 2017).
Familia Nectriaceae

El orden de los Hypocreales incluye aproximadamente 2700 especies fungicas de 240
géneros, que se dividen en ocho familias, con algunos géneros todavia clasificados como
incertae sedis, los miembros de este orden se encuentran globalmente en muchos ecosistemas
y son de gran importancia para la agricultura y la medicina, han sido extensivamente
explotados de forma industrial y comercial (L. Lombard, 2014).
Género Fusarium

Es un género de hongos que se distribuyen universalmente y tienen una gran
importancia econémica ya que son patégenos comunes en los cultivos, pueden llegar a ser
muy relevantes para la salud humana sobre todo en pacientes inmunodeprimidos (Tudela,
2012). Las especies de mayor importancia médica son aquéllas que comprenden el complejo
de especies Fusarium solani, Fusarium oxysporum, y la especie verticillioides, perteneciente al
complejo Fusarium fujikuroi (Joan E. Rodriguez-Grimaldo, 2022).
Fusarium solani

Es un complejo de hongos patégenos universales que pueden causar sintomas de
pudricién radical, podredumbre del pie y necrosis vascular, ha sido descrito como un patégeno
importante en distintos cultivos alrededor del mundo como Argentina, California, Australia,
India, Turquia, en Australia es el principal causante del marchitamiento en tomates resistentes
a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (J. Montealegre, 2003). El complejo de especies de
Fusarium solani es un grupo que se estima contiene al menos 60 especies filogenéticamente
distintas (Coleman, 2015).
Fusarium oxysporum

Son hongos imperfectos, su reproduccién se da por medio de conidias y poseen

periodos de supervivencia bastante largos en el suelo en forma de clamidiosporas, su micelio



23

es aéreo, abundante, algodonoso, con diferentes coloraciones que pueden ser blancas,
durazno, salmén, pero normalmente con un color purpura o violeta mas intenso en la superficie
del agar; sus variables estés divididas en gran cantidad de formas singulares que no se pueden
distinguir morfolégicamente (Canencio, 2007). Modelos experimentales han demostrado que
los suelos moderadamente &cidos (valores de pH entre 5-6) son 6ptimos tanto para la
germinacion de esporas como para infecciones de plantulas de vivero; esto se da debido a la
ausencia de microorganismos antagonistas en suelos con estos valores de pH (Dmitry A.
Nikitin, 2023).

Fusarium foetens

Este hongo se ha reportado como un patégeno de las begonias en Holanda, su epiteto
se asigna a la caracteristica de presentar un olor fétido al ser inoculado en medio de cultivo
Agar Oatmeal y en ocasiones en PDA; se diferencia de F. oxysporum, F. foetens presenta
polifialides; las longitudes de monofialides del micelio aéreo no sobrepasa los 14 um para F.
oxysporum pero puede llegar a superar los 35 um en cepas de F. foetens (OSORIO, 2009). Su
habilidad para sobrevivir en el suelo e infectar ciertas especies de plantas de forma
asintomatica puede permitir su esparcimiento y constituye una potencial amenaza para otros
cultivos ornamentales. Los primeros sintomas incluyen la disminucién del crecimiento y
desarrollo, enanismo de las plantas jovenes, desarrollo de una apariencia brillante de las hojas
y coloraciéon amarillenta de las venas (Organization, European and Mediterranean Plant
Protection, 2013).

Complejo de especies de Fusarium fujikuroi (FFSC)

El complejo de especies de Fusarium fujikuroi es uno de los mas grandes y mejor
estudiados dentro del género mostrando varias ecologias, uno de los cultivos mas afectados a
nivel mundial es el del arroz. En la actualidad hay mas de sesenta especies filogenéticas
distintas reconocidas en el complejo de especies. Sin embargo, la mayoria de estas especies

gue son filogenéticamente distintas dentro de este complejo aun no han sido oficialmente
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nombradas. Una especie bien definida puede ayudar a que los usuarios finales identifiquen
sélidamente las diferentes cepas de Fusarium lo cual permitiria diagnosticar las enfermedades
de mejor forma y gestionar estrategias de prevencion oportunas (N. Yilmaz, 2021).

Fusarium bactridioides

Fusarium bactridioides es una especie de hongo ascomiceto de la familia Nectriaceae.
Su genoma completo fue recién secuenciado en el 2020 en un estudio para identificar a
miembros del complejo de especies de Fusarium fujikuroi (Llano, 2023).

Fusarium ficicrescens

Su descubrimiento de igual forma ha sido muy reciente en frutas tropicales, en pifia en
la Isla Reunion en frutas sanas, esto sucede debido a la abundancia del género en la
naturaleza (Vignassa, y otros, 2021), en Iran se lo encontré en higos y mediante técnicas
moleculares fue descrito como un nuevo taxon ya que previamente fue identificado
morfolégicamente como F. andiyazi; ha sido comprobado como un miembro del complejo de
especies de Fusarium fujikuroi y su analisis filogenético lo emparenta con F. lactis, F.
ramigenum, y F. napiforme; hongos patégenos conocidos por ser productores de micotoxinas y
gue ocasionalmente son resistentes a los medicamentos (Abdullah M.S. Al-Hatmi, 2015).
Factor de elongacién de traduccion uno alfa (EF-1a)

Los estudios filogenéticos de Fusarium mostraron que el factor de elongacion de
traduccién — 1 alfa es un marcador genético adecuado para distinguir entre especies
relacionadas de Fusarium, se encarga de codificar para una proteina expresada de forma
constitutiva de manera abundante y que es un elemento clave en la traduccion de proteinas
eucariotas (O’Donnell K. C., 1998). De forma particular se ha demostrado que el gen TEF-1a es
una region genética Util para estudios filogenéticos y taxondmicos en Fusarium spp. por lo
tanto, se ha utilizado como herramienta de identificacion de locus Unico en la base de datos
FUSARIUM-ID (Elke Nitschke, 2009). Recientemente el gen fue nuevamente seleccionado para

barcoding debido a que es una region polimorfica que permite discriminar a nivel de especies,
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una ventaja de usar este gen para estudiar las comunidades de Fusarium es que parece estar

presente como una sola copia de este género (Anne-Laure Boutigny, 2019).
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Capitulo lll: Materiales y métodos

Poblacién

Hongos patogenos del género Fusarium obtenidos de muestras de raices de fincas con
problemas fitopatol6gicos de comunidades de la Parroquia 6 de Julio de Cuellaje, Cantén
Cotacachi, Imbabura.
Muestreo

Se realiz6 el muestreo en diversas fincas de comunidades de la Parroquia 6 de Julio de
Cuellaje y una de las comunidades mas préximas a la misma que presentaban grandes
afectaciones por patdégenos en sus cultivos, se recolectaron raices de las plantas que
mostraban la enfermedad. Se obtuvieron 5 muestras de diversas fincas productoras de
granadilla (Passiflora ligularis Juss.) y naranijilla (Solanum quitoense Lam.) de las comunidades
San Joaquin, San Alberto, Napoles y El Rosario de la parroquia 6 de Julio de Cuellaje y una
muestra de la comunidad El Cristal de la parroquia Pefiaherrera, ambas pertenecientes a la
Zona de Intag, Cotacachi, Imbabura (Tabla 1). Las muestras de raices con tejido infectado se
rotularon con el nombre de la locacién y las coordenadas GPS, y se almacenaron a 4°C hasta
Su posterior uso.
Tabla 1

Origenes Geograficos de los Aislados de Fusarium.

Comunidad Cultivo Altitud (m.s.n.m.) Latitud Longitud

El Cristal Naranijilla 1950 0.378078 -78.536920
San Joaquin Granadilla 2195 0.3971991 -78.5429857
San Alberto Naranjilla 1971 0.3898783 -78.5143749
Napoles Naranijilla 2034 0.4316882 -78.5196908
El Rosario Naranjilla 2105 0.4626008 -78.5219911

Nota: Esta tabla muestra las altitudes a las que se encontraron los aislados de Fusarium.
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Figura 1
Distribucion de las fincas donde se obtuvieron las muestras de tejido infectado en la parroquia

Seis de Julio de Cuellaje.

Naranijilla El Rosario

Q

Naranijilla Napoles

O Reserva comunitaria
de Puranqui

Granadilla;San Joaquin

Q Seis de Julio
de COaje

9Naranji\la San Alberto

Naranjilla EI'Cristal

Figura 2
Vista en 3D de la distribucion de las fincas donde se obtuvieron las muestras de tejido infectado

en la parroquia Seis de Julio de Cuellaje.
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Aislamiento
Las muestras de raices se cortaron en secciones de 3-6 cm de largo y se desinfectaron

usando solucién de hipoclorito de sodio al 1% (NaOCI) por 30 segundos para después ser
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lavadas con etanol al 70% durante 1 minuto; posteriormente fueron lavada con agua destilada
estéril tres veces y secadas en papel filtro estéril. Los trozos se colocaron en medio agar papa
dextrosa (PDA) adicionado con gentamicina y cloranfenicol. Las colonias fungicas que
aparecieron después de 10 dias en incubacion a 25°C fueron aisladas en PDA para obtener un
cultivo puro. Los aislados se incubaron a temperatura ambiente y, tras 10 dias de incubacion,
se secciond y transfirié un pedazo de agar con micelio a medio liquido papa dextrosa (PDB),

donde el hongo crecié durante 5 dias para luego proceder con la extraccion de ADN.

Figura 3

Micelio de Fusarium spp en medio PDB (Potato Dextrose Broth).

Caracterizacion molecular
Extraccion de ADN

Se colocé aproximadamente 50 mg de micelio del medio liquido en un tubo de 1.5 mL
con 3 perlas de vidrio estériles, se adicion6 500 pL de buffer de extraccion (2.5% w/v CTAB, 1.4
M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris HCI pH 8.0) y 2 uL de B-mercaptoetanol. Se agité a 50HZ
durante 10 ciclos de 30 s por ciclo, con 10 s de descanso entre cada ciclo, utilizando un
homogeneizador multifuncion (Biobase BK-24YS), hasta que el tejido quedo pulverizado. Se

incubo en bafio maria a 60°C por 30 minutos, mezclando e invirtiendo cada 10 minutos,
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posteriormente se afiadié 500 pL de cloroformo liquido congelado y se homogeneiz6 en Vortex
por 30 segundos (Dejar reposar un minuto), posteriormente se centrifugé a 14.500g en una
centrifuga (eppendorf 5415 D) por 10 minutos. Se tomo el sobrenadante cuidando no mezclar
las fases, aproximadamente 400 pL, y se coloc6 en un nuevo tubo estéril de 1.5 mL. Se afiadid
al sobrenadante un volumen igual de etanol absoluto frio, 150 pL de acetato de sodio 3M y 300
KL de etanol al 70% filtrado para precipitar el ADN, posteriormente se dejé reposar a -20°C por
12 horas. A continuacion, se centrifugd a 14.500g por 17 minutos y después se elimind el
sobrenadante, se realizaron dos lavados con 100 pL de etanol al 70%, descartando el etanol
por inversion. Se seco el pellet durante 15 a 20 minutos, después se resuspendié el pellet de
ADN con 25 pL de agua DEPC (Dietilpirocarbonato), se afiadié 1 pL de RNasay se incubo en
bafio maria a 37°C por 30 minutos, tras la incubacién se almacenaron las muestras a -20°C
hasta su posterior uso, protocolo modificado de Lopera-Barrero (2008).
Amplificacion de laregién del gen del factor de elongaciéon 1 alfa (EF-1a)

Se midi6 la calidad del ADN extraido mediante el uso del espectrofotometro (Nanodrop
2000 Thermo Scientific). Posteriormente se realizé una corrida de PCR con los primers EF-1y
EF-2, descritos por (O’Donnell K. W., 2015), para la amplificacion de un fragmento del gen del

factor de elongacion 1 alfa (EF-1a) en una mezcla de reaccion de 25 L que contenga 2 L de
DNA (25-50 Z—‘Z), 1.25 pL de cada primer forward y reverse con concentracion 0.2 uM, 12.5 uL
de GoTag ®Green Master Mix (400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP y 3mM

MgCl2) (Promega, 2021) y 8 pL de H20 DEPC (Dietilpirocarbonato). Se programoé el

termociclador MiniPCR® modelo minil6 de acuerdo a lo descrito en la Tabla 3.
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Tabla 2

Primers para la amplificacion de Fusarium.

Region Primer Secuencia
EF-1a EF-1 5- ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3’
EF-1a EF-2 5- GGARGTACCAGTSATCATG -3

Nota: Los primers amplificaran un fragmento del gen del factor de elongacién 1 alfa y son

provenientes de la casa comercial Macrogen®.

Tabla 3

Programa del termociclador para la amplificacion.

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion

94.0°C 180 segundos 1 ciclo
inicial
Desnaturalizacion 94.0°C 30 segundos
Alineamiento 51.0°C 30 segundos 35 ciclos
Extensién 72.0°C 60 segundos
Extension final 72.0°C 300 segundos 1 ciclo

Nota: Las condiciones de la PCR fueron tomadas del protocolo descrito por (Geiser, 2004) pero
reduciendo la temperatura de annealing de 53°C a 51°C.
Obtencién de secuencias

Se realiz6 una electroforesis para verificar los productos de la PCR, los amplicones se
visualizaron en geles de agarosa al 1% en buffer TBE 1X; se corrio la electroforesis durante 45

minutos con un voltaje de 90 voltios.
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Los amplicones se observaron con un transiluminador UV (Invitrogen). Los productos de
PCR de tamafio correcto, con peso molecular de aproximadamente 750 pb segun lo descrito
por (Geiser, 2004), fueron enviados a secuenciar a Macrogen (Seul, Corea del Sur).
Alineamiento y andlisis filogenético

Las secuencias fueron editadas utilizando el programa informatico (GENEIOUS PRIME,
2023.2), para obtener una secuencia consenso. Las secuencias fueron comparadas con
secuencias EF-1a almacenadas en la base de datos del NCBI (Centro Nacional de Informacion
Biotecnol6gica), usando la herramienta BLAST (Altschul, 2011). Las secuencias del NCBI que
se seleccionaron fueron aquellas con un porcentaje de cobertura del 100%, valor de E igual a 0
y porcentaje de identidad mayor al 99% excepto en un Unico caso que fue del 95%; se
descargaron las secuencias tanto de material tipo como de la blsqueda general con un total de
7 secuencias descargadas de NCBI para la elaboracién del arbol filogenético, se seleccion6 a
Metarhizium robertsii como outgroup al ser muy cercano el género Fusarium. Para el
alineamiento con todas las secuencias descargadas de la base de datos y las obtenidas de la
secuenciacion se utilizé el algoritmo MUSCLE en el programa MEGA 11 (Koichiro Tamura,
2021), se verifict la calidad del alineamiento de manera visual y se buscé el mejor modelo
posible para la elaboracién del arbol filogenético, posteriormente se usoé la herramienta de
construccion de arboles filogenéticos con en el método de maxima verosimilitud y el modelo de

Tamura-Nei con 1000 bootstraps.
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Capitulo IV: Resultados
Aislamiento de Fusarium
Se lograron obtener 4 aislados de naranjilla y 1 aislado de granadilla de diferentes
comunidades de la parroquia Seis de Julio de Cuellaje y la comunidad contigua de El Cristal
(Figura 1), estos fueron seleccionados del cultivo primario a través de sus caracteristicas

morfoloégicas mediante observacion.

Figura 4

Caracteristicas morfologicas de los aislados de Fusarium spp. en medio PDA.

Nota: A) Granadilla Comunidad San Joaquin (G1_SJO). B) Naranjilla Comunidad San Alberto
(N2_SAL). C) Naranijilla Comuna EI Cristal (N1_CRS). D) Naranjilla Comunidad de N&poles
(N4_NAP). E) Naranijilla Comunidad El Rosario (N5_ROS). Los aislados A, B y C presentan un
micelio algodonoso de color rosado en los bordes y blanco en el centro a diferencia de los

aislados D y E, los cuales presentaron Unicamente coloracion blanca.
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Identificacion Molecular

Los diferentes aislados presentaron concentraciones de ADN que van desde los 297.5

Z—‘Z hasta los 919.1 Z—‘Z’. Los aislados de ADN fueron diluidos hasta alcanzar una concentracion

gue vaya desde los 25 Z—“‘L’ hasta los 50 Z—f. El ADN presento una pureza que se encontro entre

los valores de 2.08 a 2.22 para la relacién 260/280 y de 1.81 a 2.21 para la relacion 260/230.
La calidad del ADN no fue tan mala y permitié una buena amplificacién al momento de realizar
la PCR.
Analisis filogenético

Los fragmentos limpios de EF-1a de los 5 aislados se encontraron en un rango de 366
pb a 936 pb, siendo estos tamafos los esperados. El mejor modelo obtenido del andlisis del
alineamiento fue el TN93+G con 29 parametros.
Figura 5

Secuencias de los aislados de fincas de comunidades de la parroauia Seis de Julio de Cuellaie.
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Podemos observar que los aislados no se agrupan en un mismo clado, revisando la
Tabla 4, nos damos cuenta que los aislados de San Joaquin, San Alberto y El Rosario
comparten identidad con Fusarium foetens en las muestras de material tipo, sin embargo,
difieren con el aislado de El Rosario en las muestras de material general, al estar este Ultimo

identificado con otro tipo de Fusarium oxysporum de diferente nimero de accesion. El aislado
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de Napoles se asocia con Fusarium fujikuroi y se encuentra en un clado hermano con los
aislados de San Alberto, San Joaquin y El Rosario, como podemos observar en la Figuraura 3.

Los aislados asociados a F. bactridioides, F. ficicrescens, F. fujikuroi, F. foetens y F. oxysporum

se asociaron en un claro y el aislado de El Cristal se asocié independientemente con F. solani

en otro clado. Esto nos indica que se han encontrado especies diferentes que en algun

momento divergieron, podriamos considerar que hay un clado del complejo de especies de

Fusarium solani (FSEC) y otro clado del complejo de especies de Fusarium oxysporum

(FOEC), donde se encuentran miembros del complejo de especies de Fusarium fujikuroi

(FFEC).

Tabla 4

Identificacion de los aislados mediante BLAST en NCBI.

Cédigo  Especie Porcentaje Numero  Especie Porcentaje Numero

dela Material de de no de de

muestra Tipo identidad accesion Material identidad accesion

Tipo

G1_SJO Fusarium 99.77 % MTO01100 Fusarium 99.88 % MK96888
foetens 1.1 oxysporum 51

N1_CRS Fusarium 95.33 % MTO01100 Fusarium 99.22 % LT615305.
ficicrescens 4.1 solani 1

N2_SAL Fusarium 99.78 % MT01100 Fusarium 99.89 % MK96888
foetens 11 oxysporum 5.1

N4_NAP Fusarium 99.18 % MT01099 Fusarium 99.46 % LT220783.
bactridioides 5.1 fujikuroi 1

N5 _ROS Fusarium 99.36 % MT01100 Fusarium 99.89 % KT323868
foetens 11 oxysporum A

Nota: Diferentes porcentajes de identificacion para las muestras de aislados de Fusarium.
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Figura 6
Arbol filogenético desarrollado con las secuencias obtenidas del estudio e incluyendo las mas

cercanas comparadas a través de la busqueda de BLAST con la base de datos del GENBANK.
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Nota: Arbol filogenético desarrollado con las secuencias obtenidas del estudio e incluyendo las
mas cercanas comparadas a traves de la busqueda de BLAST con la base de datos del
GENBANK, el grupo externo utilizado fue de otro género de la misma familia; la especie
Metarhizium robertsii. Se utilizé el método de maxima verosimilitud con el modelo de Tamura-

Nei + distribucion gamma, se realizaron 1000 bootstraps.
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Capitulo V: Discusion

La presencia de estas especies de Fusarium en las plantaciones de granadilla'y
naranjilla puede tener un impacto negativo en la produccion y calidad de los cultivos. Diversos
estudios han demostrado que las especies de Fusarium pueden causar dafios en los tejidos de
las plantas, afectando su crecimiento y desarrollo (Boutigny, 2011). La presencia de F. solani
en la zona de El Cristal y F. ficicrescens y F. bactridioides en Napoles puede ser de particular
preocupacion, ya que estas especies se han reportado como patégenos importantes en otros
cultivos como la papaya vy el platano (A, 1987; Khodakaramian G, 2018), ademas F. solani
también ha sido reportado como un patégeno que afecta a los frutos de la granadilla (Balcazar
GA, 2007). La identificacion de F. fujikuroi en la comuna de San Alberto también es
preocupante, ya que esta especie es un patégeno conocido de la naranjilla (Gondim-Junior MG
de C, 2004).

F. ficicrescens y F. bactridioides fueron relacionados con la especie de Fusarium
identificada en una plantacion de naranjilla en la comuna de Népoles. Se ha demostrado que F.
ficiscescens ha sido implicado en la marchitez de la hoja de higuera (Ficus carica)
(Mohammadi, 2015), mientras que F. bactridioides ha sido asociado con la enfermedad de la
fruta de la palma datilera (Phoenix dactylifera) (Al-Hazmi, 2016).

La dispersion de F. oxysporum puede ser influenciada por una variedad de factores
como la migracion de insectos vectores, la distribucion de semillas contaminadas, el
movimiento de suelos y la propagacion por humanos. Con base en estudio realizado por
Gonzalez (2021) en México se encontrd que la dispersion de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, una forma patégena que afecta a los tomates, se relaciona con la distancia
geografica entre las parcelas de cultivo y la cantidad de plantas infectadas. Ademas, también
encontraron que la dispersién es mayor durante la temporada de lluvias.

En otro estudio realizado por Medina (2017) en Chile, se encontr6 que la propagacion

de F. oxysporum en cultivos de tomate fue principalmente a través de semillas contaminadas.
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También se encontré que la propagacién del patdgeno fue mayor en suelos con bajos niveles
de nutrientes y materia organica. También se ha encontrado que Fusarium puede dispersarse
por diversos medios, incluyendo el viento, el agua y a través de insectos y otros organismos.
En patrticular, el estudio de O'Donnell (2010) encontr que ciertos tipos de F. solani pueden
viajar largas distancias a través de las corrientes de viento, llegando incluso a otros
continentes. Ademas, el estudio de Li W. H. (2019), encontré que el agua puede ser un medio
importante de dispersion de Fusarium, particularmente en el caso de especies que son capaces
de sobrevivir y crecer en ambientes acuaticos. En cuanto a la dispersion a través de insectos y
otros organismos, Lee (2015), encontré que ciertas especies de Fusarium pueden ser
transportadas por moscas de la fruta, mientras que Schroeder (2013) ,encontr6 que las
hormigas pueden actuar como vectores de dispersidon para Fusarium en los bosques tropicales
ya que observaron mayor presencia de Fusarium en las colonias de hormigas que se
encuentran en areas afectadas por la actividad de los escarabajos del pino, que son conocidos
vectores de Fusarium.

A la especie de Fusarium encontrada en San Joaquin también se la relaciona con F.
foetens el cudl es un hongo fitopatégeno que ha sido reportado en varios cultivos, incluyendo el
aguacate, platano, papay tomate (Mwamburi, 2014; Raad, 2019).

La presencia de F. foetens en cultivos puede tener graves consecuencias econémicas y
sociales, ya que esta especie puede causar la pudricién de la raiz, el marchitamiento y la
muerte de las plantas, lo que reduce la produccion y la calidad de los frutos (Abdullah, 2017).
Ademas, se ha informado que este hongo puede producir compuestos toxicos como la
beauvericina y la eniatina, que pueden representar un riesgo para la salud humana y animal
(Khatib, 2018). La produccion de micotoxinas por parte de F. ficicrescens y F. bactridioides no
ha sido ampliamente investigada, pero se ha demostrado que algunas especies de Fusarium
son capaces de producir una variedad de micotoxinas como la fumonisina, el deoxinivalenol y

la zearalenona (Astoreca, 2019), el FSEC puede producir una amplia variedad de micotoxinas,
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entre ellas se encuentran las toxinas T-2 y HT-2, las fumonisinas, la diacetosxiscirpenol (DAS),
la zearalenona (ZEA) y la enniatina (ENN) (Oliveira M. Z., 2018; Zhang, 2019). Por otro lado, el
complejo de especies de Fusarium fujikuroi (FFEC) puede producir la fumonisina B1 (FB1), la
fumonisina B2 (FB2), la beauvericina, la enniatina A (ENNA) y la bikaverina (Waalwijk, 2018).
Estas micotoxinas pueden tener efectos negativos en la salud humana y animal, incluyendo la
induccién de enfermedades crénicas, trastornos del sistema inmunoldgico y reproductivo, asi
como efectos toxicos agudos (Wu, 2019; Wang, 2020). Es importante destacar que la
produccién de micotoxinas por Fusarium spp. puede ser influenciada por factores ambientales,
como la temperatura y la humedad, asi como por la interacciéon con otros microorganismos en
el suelo y en las plantas hospederas (Wu, 2019). Las micotoxinas producidas por las especies
de Fusarium pueden introducirse en los humanos a través de la ingesta de alimentos
contaminados por estas toxinas. Estos alimentos pueden incluir granos, frutas, verduras, carne
y productos lacteos (Pleadin, 2019). Las micotoxinas pueden ingresar en la cadena alimenticia
de varias formas, incluyendo la contaminacion de semillas y cultivos durante el crecimiento y la
cosecha, asi como la produccién de micotoxinas durante el almacenamiento y el procesamiento
de alimentos (Tangni, 2018). Las micotoxinas de Fusarium spp. son particularmente
preocupantes debido a su capacidad para causar problemas en la salud de los humanos. El
desoxinivalenol (DON), producido por miembros de FSEC es una de las micotoxinas mas
comunes y potencialmente peligrosas (EFSA, 2017), la ingestion de alimentos contaminados
con DON puede causar efectos téxicos en los humanos, como nauseas, vomitos y diarrea, asi
como efectos a largo plazo en la salud, como dafio renal y hepatico (Pleadin, 2019). La
fumonisina producida por miembros del FFEC, y que puede encontrarse en diferentes
alimentos contaminados como maiz o arroz ha sido relacionada con la enfermedad del eséfago
de Barratt, una enfermedad precursora del cancer de eséfago (Tangni, 2018). Es importante
tomar medidas para prevenir la contaminacion de los alimentos con micotoxinas de Fusarium,

incluyendo el uso de préacticas agricolas seguras y el control adecuado del almacenamiento y
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procesamiento de alimentos (Pleadin, 2019). Ademas, la identificacion temprana de la
presencia de Fusarium en los cultivos y la eliminacién de los cultivos afectados puede también
ser efectiva para reducir la exposicion humana a estas micotoxinas (EFSA, 2017).

Existen diversas estrategias para contrarrestar los efectos de las especies de Fusarium
en los cultivos, especialmente en agquellos que son altamente susceptibles como la granadilla 'y
la naranjilla. Una de las alternativas mas eficaces es la utilizacion de técnicas de produccion
organica modernas, que permiten reducir la incidencia de enfermedades y aumentar la calidad
y productividad de los cultivos, entre estas técnicas podemos destacar la rotacion de cultivos,
esto ayuda a reducir la incidencia de enfermedades y plagas en los cultivos. En el caso de
Fusarium, se ha demostrado que la rotacion de cultivos puede reducir la presencia de esta
enfermedad en los cultivos de granadilla y naranijilla (Zuluaga-Montero, 2021). Los
biocontroladores son microorganismos que se utilizan para controlar enfermedades y plagas en
los cultivos y en el caso de Fusarium se han identificado diferentes especies de hongos
antagonistas que pueden ser utilizados como biocontroladores, entre estos estan Trichoderma
harzianum, T. virens y Bacillus subtilis (Herrera, 2017). Existen también diferentes productos
naturales que pueden ser utilizados para controlar la presencia de Fusarium en los cultivos. Por
ejemplo, el aceite esencial de ajo ha demostrado tener propiedades antifingicas contra F.
oxysporum (Asgarpanah, 2013). Otros productos naturales que han demostrado tener efectos
antifangicos contra Fusarium son el extracto de semillas de moringa, el aceite esencial de
canelay el extracto de hojas de neem (Abdel-Monaim, 2020; Castillo, 2019; Naeem, 2018). La
identificacion molecular de patdgenos es una herramienta Gtil en la gestién de enfermedades
en las plantaciones. Por ejemplo, en un estudio realizado en Colombia, se utilizé esta técnica
para identificar la presencia de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae en plantas de granadilla
infectadas en diferentes regiones del pais (Restrepo, 2012). Esta técnica permitié una
identificacion precisa de la especie y la variedad del patdgeno, lo que puede ayudar a mejorar

las estrategias de control y prevencion de enfermedades. Ademas, un estudio realizado en
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Brasil utilizé la identificacion molecular para identificar la presencia de Fusarium spp. en
muestras de suelo y raices de plantas de naranijilla, los resultados evidenciaron la presencia de
diferentes especies de Fusarium en las muestras analizadas, lo que sugiere la necesidad de un
manejo integrado de enfermedades que incluya la seleccion de variedades resistentes y el uso
de medidas preventivas y correctivas (Oliveira J. P., 2019).

La presencia de diferentes especies de Fusarium en las comunidades de la parroquia 6
de Julio de Cuellaje puede deberse a una variedad de factores, incluyendo la diversidad de
plantas cultivadas, las condiciones climaticas y del suelo, y la presencia de patdgenos en la
zona. Un estudio realizado por Li X. L. (2018), encontr6é que la diversidad de plantas cultivadas
en una zona puede afectar a la composicion de las comunidades microbianas en el suelo, vy,
por lo tanto, la presencia de patégenos. Otros estudios también han encontrado que las
condiciones climéticas, como la temperatura y la humedad, pueden influir en la presencia y
actividad de patdgenos en el suelo, incluyendo Fusarium (Alves-Santos, 2002; Chen X. L.,
2021). Ademas, se ha encontrado que la dispersion de patdgenos entre plantaciones cercanas
puede contribuir a la propagacion de enfermedades en las comunidades agricolas (Akinsanmi,
2017). En el caso de El Rosario y San Joaquin que, a pesar de ser diferentes tipos de cultivos,
donde se encontraron variedades de F. oxysporum, la presencia de patégenos en ambas
plantaciones puede ser el resultado de la dispersién de esporas o de la transferencia de
patdégenos a través del suelo o del agua.

En general, la identificacion molecular de patégenos en las comunidades agricolas
puede ser una herramienta valiosa para el control y prevencion de enfermedades en los
cultivos. Al identificar las especies de Fusarium presentes en las plantaciones, los agricultores
pueden seleccionar variedades de plantas resistentes a enfermedades y aplicar tratamientos

especificos para controlar los patégenos identificados (Gémez-Carabali, 2018).
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Conclusiones

Se logré el aislamiento de Fusarium spp. a partir de muestras de 5 comunidades de la
parroquia 6 de Julio de Cuellaje, 4 provinieron de plantaciones de naranjilla y una provino de
una plantacion de granadilla.

La identificacion molecular permitié conocer las especies de Fusarium presentes en las
muestras estudiadas, los resultados obtenidos fueron analizados filogenéticamente, lo que
permitié establecer la relacion evolutiva entre los aislados obtenidos y otros hongos del género
Fusarium.

Se identificaron varias especies de Fusarium en plantaciones de granadilla y naranijilla
en la parroquia 6 de Julio de Cuellaje, la presencia de las mismas puede tener un impacto
negativo en la produccion y calidad de los cultivos, ya que las especies de Fusarium pueden
causar dafos en los tejidos de las plantas, afectando su crecimiento y desarrollo. Se
encontraron especies preocupantes como integrantes del FSEC, de FFEC, asi como de FOEC
gue han sido reportados como patdgenos importantes en otros cultivos y de alta importancia
para los cultivos de granadilla y naranjilla.

El estudio proporciona informacion valiosa sobre la diversidad y distribucion de las
especies de Fusarium en cultivos de granadilla y naranijilla en la parroquia Seis de Julio de
Cuellaje. Los resultados pueden ser Utiles para implementar medidas de control de plagas y
enfermedades en estas plantaciones y para futuros estudios relacionados con la biologia y

ecologia de estos hongos fitopatégenos.
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Recomendaciones

Implementar practicas de manejo integrado de plagas: Dado que las especies de
Fusarium pueden causar enfermedades en las plantas, es importante implementar practicas de
manejo integrado de plagas para reducir su impacto. Esto puede incluir el uso de fungicidas,
rotacion de cultivos y mejora de las condiciones de cultivo.

Se sugiere realizar estudios mas amplios que incluyan mas &reas geograficas y
especies de plantas, con el fin de conocer la diversidad y distribucion de las especies de
Fusarium en la region. Asimismo, se recomienda evaluar la virulencia de las especies
identificadas en plantas hospederas y la resistencia de las plantas a la infeccién por Fusarium.

Realizar monitoreo regular de las plantas: EI monitoreo regular de las plantas puede
ayudar a detectar tempranamente la presencia de enfermedades y plagas, lo que puede evitar
la propagacion de enfermedades.

Promover la diversidad de cultivos: La promocion de la diversidad de cultivos puede
ayudar a reducir la propagacion de enfermedades y plagas al reducir la concentracion de
plantas susceptibles en un area determinada.

Continuar la investigacion: Es importante continuar la investigacion para entender mejor
la ecologia y el comportamiento de las especies de Fusarium, asi como para desarrollar
estrategias de manejo de plagas mas efectivas.

Educar a los agricultores: Es importante educar a los agricultores sobre las
enfermedades y plagas que pueden afectar sus cultivos, asi como sobre las mejores practicas
para prevenir y controlar estas enfermedades y plagas. Esto puede ayudar a reducir el impacto

de las enfermedades y plagas en los cultivos y mejorar los rendimientos.
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