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La Familia Passifloraceae en el Ecuador

Géneros endémicos

! !

Ancistrothyrsus Dilkea

\

an

Ancistrothyrsus tessmannii Harms. Dilkea retusa Mast.
https:/ /www.gbif.org/ https://www.gbif.org/

!

Passiflora

Passiflora sodiroi.

INTRODUCCION

Mimero de

Altura

colecclan | Frovincia Espécimen (m.s.nm) Coordenadas
343z Santo Fassifiora edulls Sims 739 007355 079" 22W
domingo de
los Tsdchilas
3366 Tungurahua FPassiflora ligulars Juss 1800 017245 078" 22"W
3452 Pichincha Fassiflora mixta L. 3556 00°03'N 078" 26'W
3451 Pichincha Passifiora tripartita (Juss.) 2800 00°09'S 078°26'W
Poir.
3397 Santo FPassifiora quadrangufaris 820 00335 0797 15°W
domingo de L.
los Tsdchilas
3556 Santo Fassiffora malfformis 1. a00 0ri3e s
domingo de 79722435 W
los Tsdchilas
3434 Cotopaxi Fassiffara caerufea L. 3178 0"45'6"5
0745 13"W
3437 MNapo Passifiora ambigua Hemsl. 510 01°04'S 077" 36"W
3804 Mapo Fassiflora alaia Curtis. 470 0°41'11.6°5
78°0040.0"W
3805 Mapo FPassiflora macrophyfia 750 1°04'53.9°5
Spruce ex hast. TT"5311.6"W
3806 Mapo Fassiflora 850 1131175
inphostemmaioides Harms TR'0535.9"W
3807 Pichincha Fassiflora morifiolia Mast, 37 0°04'04.9°N
77°51'048"W
Especimenes del género Passiflora de la region

norte del Ecuador (Mino, 2018).

GESPE

https://ecuador.inaturalist.org/observa
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Género Passiflora |NTRODUCC|()N

Passiflora ligularis Juss.

 P.ampullacea P. monadelpha
P andina  P. montana

* P anfracta P. parvipetala
* P. brachyantha P. popenovii

P carnosisepala * P. reflexiflora

* P colinvauxii * P roseorum

* P condorita * P sanctae-

* P deltoifolia barbarae

* P discophora * P. smilacifolia

* P eggersii * P sodiroi

* P harlingii * P sprucei

* P hirtiflora * P subpurpurea

P indecora * P telesiphe

* P jamesonii * P tina

* P jatunsachensis * P. tridactylites En el Ecuador hCIy mas de 5000
* Plinda * P trochlearis hectdreas de granadilla (Palacios,
* P loxensis * P zamorana

* P luzmarina 2019). En Cuellaje, aproximadamente

100 hectdreas (PDOT, 2021).

®ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

(AGROCALIDAD, 2013). INNEVACTON PARA 13 SXSELENGTA




INTRODUCCION

La Familia Solanaceae en el Ecuador

pr——

Cultivos
transitorios

Cultivos
pPermanentes

—Ngrania

Cosecha
continua
(Solanum

~—CC
Uvilla (P‘Zﬁsdd’ls . quitoense Lam
peruw €

f,
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Género Solanum |NTRODUCC|6N

Naranjilla (Solanum quitoense Lam)

Valor nutricional por cada 100 g

Energia 25 kcal - 105 kJ

Vitamina C 29.4 mg (49%) :r;
Calcio 34.2 mg (3%)

Hierro 1.19 mg (10%)

Sodio 2 mg (0%)

ENCRYO_ e R KREAT Atanota

o [ ° o
/0 de la cantidad diaria Reportes de Naranijilla (Solanum quitoense Lam) en el Ecuador.
recomendada para adultos. (https://ecuador.inaturalist.org/)
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Género Fusarium

Anillo de vasos
decolorados en el
xilema secundario

Micelio
en los

vasos
. Vasos colapsados y
Vasos xilemico en deformados en un
peciolo o en un tallo peciolo o tallo
sano infectado

Goma en vasos y
Las hifas penetran a células adyacentes.
través de las heridas. Micelio en los vasos
El micelio entra a los

Penetracion de la espora a
través de las nervaduras
formadas por las nuevas

raices laterales

vasos 1
Los conidios se El micelio y ¢
forman en los la goma
esporarios sobre - obstruyen
las hojas muertas los vasos
—_-—

" El'micelio o los
4 tubos atacan
alas raices

 Germinacion de la espora

Microcondos

-

Macroconidos - Clamidosporas ~ Micelio

Todas las t t I suel Esporas que forman el micelio o Las ramas interiores
odas./ag:lapas isnef:;c:z" ran.onieksuslo en el suelo Toda la planta se marchita empiezan a
- y muere marchitarse

Ciclo de la enfermedad de Fusarium oxysporum f.sp. lycoperseci

. (Tudela, 2012). (Gilberto Manzo Sanchez, 2005).

Esporas y micelio de Fusarium 1000X

& ESPE
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INTRODUCCION

Fusariosis

{ Crecimiento en el tejido vascular J

A 4

‘ Infeccion radicular ’

A 4

Patdgeno activo durante
varios afos

Marchitamiento
general de la planta

& ESPE
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(Joan E. Rodriguez-Grimaldo, 2022). (Tudela, 2012). (Gilberto Manzo Sanchez, 2005).




INTRODUCCION

Identificacion Molecular

Uso de regiones genéticas utiles para estudios
filogenéticos y taxondmicos

Gen TEF-1a FUSARIUM-ID c
. : 3
Region polimorfica F Qs )z

Amplificacién H Rk

de un segmento l 3
de 750 pb Discriminacion a nivel
de especies o
Traduccion de proteinas
Elementos claves :
eucariotas

—.
Solani (FSSC) :
T ®ESPE
(Elke Nitschke, 2009). (Anne-Laure Boutigny, 2019).
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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, Cantén Cotacachi, Provincia de Imbabura.

Objetivos Especificos

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 amplificacion de la region del
gen del factor de elongacion 1 alfa (EF-1a). .

Analizar filogenéticamente los resultados obtenidos mediante secuenciacion molecular.

@ESPE
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OBJETIVOS

Hipotesis

H,: Fusarium spp. es un agente fitopatbgeno 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 fitopatdgeno que se encuentra
presente en los cultivos de las fincas de comunidades de la

parroquia Seis de Julio de Cuellaje.

ESPE
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MATERIALES Y METODOS

Seleccionamiento de plantaciones con problemas

Plantaciones con baja produccion

Visualizacion de parches
sin vegetacion en el cultivo

Fruta con dafnos visuales

ESPE
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Distribucion de las muestras

aranjilla El Rosario

=

Naranjilla Napoles

Q

UNIDAD EDUCATIVA
CUELLAJEextension 3

S PARQUE CENTRAL®
DE CUELIAJE

Granadilla San Joaquin

MATERIALES Y METODOS

5 muestras

Reserva comunitaria a
de Puranqui

e ]
4 comunidades internas

y una comunidad
colindante

PENAS DE PURANQUI

<

Seis de Julio Naranijilla San Alberto

deCuellaje ‘ Q

™= ~Picinas la Loma
ST L5 /)

4 1 muestra de granadilla
' y 4 de naranijilla

Puoo o V|c;

/

)

Cultivos con grandes
afectaciones
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Procesamiento de las muestras

MATERIA

il

A\LES Y |

¥ >
Desinfeccion en
Seccionamiento NaOCl al 1% (30s)
de laraiz
Lavado con Etanol
l al 70% (1 min)
Lavado con
3 teril X3
o aguaes
D
Secar en papel
filtro estéril
Crecimiento
Aislamiento en medio
Cultivo por 10 del hongo PDB para .
diasa 25°C de interés extraccion
— PR o . de DNA
| /\ ! 1-‘._,-'_ ~ \‘ ‘,. s B
Inoculamos los pedazos de Cultivo por 10 -
raiz en medio PDA + dias a 25°C

Gentamicina + Cioranfenicol

_rrero 2008).

FESPE
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Extraccion de DNA y amplificacién de regién de interés MATERIALESY M ETO DOS

WMedicion de la calidad de :
ADN con espectrofotémetro |

Manodrop

= Llevamos a bano mana h\ T {

" ) : Reduccien de la
[60°C) por 20 min, concentracion del ADN

Colocamos 50 mg de micelio en un |
con agua DEPC

tuboc eppendorf con buffer de agitando cada 10 min L
extraccion + 2 ul de B-mercaptoetancl Agitamos a 50 HZ
I 8

ko dursnte 10 ciclos Ly I Preparacion de cada reaccicon 1
) bl ] Ll '.,--“'_" . -

l:l Preparacion de
| oa— L'JI — \-ﬁ.

Maszter Mix
Centrifugamos a
14.5300g por 10 min

Programamos &l
- termociclader Mini PCR
y realizamos la corrida

Tomames el scbrenadante (400 ul) y lo transferimos Afadimaos 500 ul de | N
E T : 00 L
;Jr' .lJl:::u nJlemﬁu:Il-:'-.lnE;amns U“lEl":Cl‘::.JI'I"E"l gd.J.aladrjl cloraformo liquido congelado y —_—
ancl absoluto fric, 150 ul de acetato de sodic IM. y .
- agitamos 3X en vortex.
300 ul de etancl al 70% filtradc B

Comprobamos los productos de
la PCR con una electroforesis,

Adicicnamos 23 u

. & Bgus C

! E ul de Rnasza e

--_h - -} . w -

\‘. P "'ﬁ - ] ncubamos a 37°C Region Primer Secuencia

- - - % 30 min, posterior

-1_.,- Retiramos &l almacenar a -20°C EF-1a EF-1 5 - ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3”

-20°Cx 12h - - sobrenadante v ] '
Centrifugames 2 avamos 2K con EF-1a EF-2 5"- GGARGTACCAGTSATCATG -3

-
[

' ) 14.500g por 10 min etanc| fitrado

(Geiser, 2004), (Promega, 2021) (O’'Donnell K. W., 2015), (Lopera-Barrero 2008). UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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Analisis Filogenético

Comparacién en BLAST (GENBANK) con otras secuencias

Eusarium foetens strain CBS:110286 lation el ion factor 1 alpha (tefia) gene, complete cds Fusarium foetens 1570 1570 100% 00 99.77% 1773 MT011001.1

Eusarium glob strain CBS:428 97 lati longation factor 1 alpha (tef1a) gene. lete cds Fusarium globo... 1548 1548 100% 00 99.30% 1768 MT010993.1

Fusarium xylarioides strain NRRL 25486 translation elongation factor 1-alpha (TEF1) gene, complete cds  Fusarium xylari. 1548 1548 100% 00 9930% 1763 MN1938741

Fusarium dlaminii strain NRRL 13164 translation elongation factor 1-alpha (TEF1) mRNA _complete cds Fusarium dlaminii 1548 1548 100% 00 99.30% 1383 KU1717211

Eusarium ramigenum strain CBS 418 97 translation factor 1 alpha (tefia) gene lete cds ~ Fusarium ramig . 1543 1543 100% 00 9918% 1766 MT0110121

Eusarium d hophilum strain CBS:414 97 translation el ion factor 1 alpha (tefla) gene compl . Fusarium pseud .~ 1543 1543 100% 00 9918% 1765 MT0110061

Eusarium brevicatenulatum strain CBS:404.97 translation elongation factor 1 alpha (tef1a) gene _complete... Fusarium brevic... 1543 1543 100% 0.0 99.18% 1768 MT011005.1

Eusarium ramigenum strain NRRL 25208 translation elongation factor 1-alpha (TEF1) gene,_complete cds  Fusarium ramig... 1543 1543 100% 0.0 99.18% 1766 MN193867.1

Fusarium napiforme strain CBS:748 97 translation elongation factor 1 alpha (tefia) gene _complete cds Fusarium napifo .~ 1543 1543 100% 0.0 99.18% 1768 MTO011011.1
Fusarium lactis strain NRRL 25200 lation el ion factor 1-alpha (TEF1) gene, complete cds Fusarium lactis 1543 1543 100% 00 9918% 1770 MN1938621

Eusarium nygamai strain CBS:749.97 translation elongation factor 1 alpha (tef1a) gene, complete cds Fusarium nygamai 1537 1537 100% 0.0 99.07% 1770 MT011009.1

Eusarium pseudonygamai strain CBS:417.97 translation elongation factor 1 alpha (tefia) gene, complete ... Fusarium pseud... 1537 1537 100% 0.0 99.07% 1767 MTO011008.1

Fusarium denticulatum strain CBS:407.97 translation ion factor 1 alpha (tefla) gene cds  Fusarium dentic .. 1537 1537 100% 00 9907% 1768 MT0110021

Fusarium guttiforme strain CBS:409 97 iranslation elongation factor 1 alpha (tef1a) gene, complete cds Fusarium guttifo .. 1537 1537 100% 00 99.07% 1764 MT0109991

Eusarium begoniae strain NRRL 25300 translation elongation factor 1-alpha (TEF1) gene, complete cds Eusarium begon... 1537 1537 100% 0.0 99.07% 1764 MN193858.1

Eusarium tjaetaba translation elongation factor 1-alpha (FTJAE_6232), partial mMRNA Fusarium tjaetaba 1537 1537 100% 0.0 99.07% 1383 XM_0373528231

<N N<H<B<E<N<H<E<H<N<W N <N N<N<]

Fusarium phyllophilum strain NRRL 13617 lation elongation factor 1-alpha (TEF1) gene. complete cds Fusarium phyllo... 1531 15631 100% 00 9895% 1769 MN1938641

programa Genious (2023).

Species/Abbry
1,61 5J0G EF1 22188 ab1
AHAIVAE 2. N1 CRSEF1 2 2 reads from N1 EF1 assembled using Genegious
. L 4 Statistical Method —>  Maximum Likelihood

Realizacién del 3 2 SALEF 65

Tes o Phylogeny — | Boctstap method 4 NANAPN EF1 963F abt

o . 50 Neo. of Bootstrap Replications —» | 1000 -

Aar b o) | f i I /o) g en e.'. ico e 5. N5 ROSN EF12 2 reads from NS EF1 assembled using Gengious

Modal/Method —> | Tamura-Nei model
A RATES AND PATTERNS 4—
en base al mejor o

DATA SUBSET TO USE

modelo posible e connn oot 1 o e o Alineamiento con secuencias descarquas a

(TN93 + G)

ML Heuristic Method —» | Nearest-Neighbor-interchonge (NNI)

R través del a Igori’rmo MUSCLE en MEGA X

Branch Swap Filter — | None

SYSTEM RESOURCE USAGE

Numnber of Threads —» 3

?) Help %) cancel () ok

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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) (Altschul, 2011) (GENEIOUS PRIME, 2023.2)
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RESULTADOS

Crecimiento
No Uniforme

Micelio en medio
liquido PDB

Los aislados A, By 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 coloracién blanca.

FESPE
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Identificacién de los aislados RESULTADOS Y DISCU:

Cédigo de la|Especie Material | Porcentaje de | NOmero Especie no | Porcentaje de | NUmero

muestra identidad accesion Material Tipo identidad accesion

Fusarium foetens 99.77 % MTO11001.1 Fusarium 99.88 % MK968885.1
oxysporum

Fusarium ficicrescens 95.33 % MTO11004.1 Fusarium solani 99.22 % LT615305.1

Fusarium foetens 99.78 % MTO11001.1 Fusarium 99.89 % MK968885.1
oxysporum

Fusarium 99.18 % MT010995.1 Fusarium fujikuroi 99.46 % LT220783.1

bactridioides

Fusarium foetens 99.36 % MTO11001.1 Fusarium 99.89 % KT323868.1

oxysporum



Arbol Filogenético RESULTADOS Y DISCUSION

931 NS ROS
KT323868.1 Fusarnum oxysporum strain CA-3

- MTO11001.1 Fusarnum foetens

G1 SJO

4y || M2 SAL
| — Clado 1: Formado por FOEC y FFEC.

MK9E8885. 1 Fusarnum oxysporum

1 N4 NAP

s+ [| LT220783.1 Fusarum fufikuror
— MTO11004_ 1 Fusarnum ficicrescens
- MTO10995. 1 Fusarnium bactridioides _
N1 CRS
4[ Clado 2: Formado por FSEC.
LTES15305.1 Fusarium solani
Nietarfrizivm robertsi - RGM 674
—
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RESULTADOS Y DISCUSION

$ ,
Arbol Filogenético Circular

§‘§
\,qu

SHO LN
‘g,

Distancia
génica: 2
por cada

100 pb

Fusarium
spp

Aislados del
Ancestros

Rosario y El
Cristal en
los extremos comunes

del arbol
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RESULTADOS Y DISCUSION

Marchitamiento en
Pistacho (Pistacia

vera L).

Especies
Asociadas

Plantas de maiz (Zea mays) con

pudricién basal generada por
miembros del FFEC.

§ESPE
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Bananas Cavendish
afectadas por Fusarium

oxysporum.

Abeer, 2017) (Ahmmed, 2022) (Maymon, et all, 2020) (Maldonado, 2022)
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CONCLUSIONES

eSe logro 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 plantacién de granadilla.

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

eSe identificaron varias especies de Fusarium en plantaciones de granadilla y naranjilla en la parroquia 6 de Julio
de Cuellaje, la presencia de las mismas puede tener un impacto negativo en la produccién 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 que han
sido reportados como patdgenos importantes en otros cultivos y de alta importancia para los cultivos de granadilla
y naranjilla.

oE| estudio proporciona informacion valiosa sobre la diversidad y distribucion de las especies de Fusarium en
cultivos de granadilla y naranjilla 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 fitopatogenos.
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RECOMENDACIONES

e|mplementar 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. .

eSe sugiere realizar estudios mas amplios que incluyan mas areas geograficas y especies de plantas, con el fin de
conocer la diversidad y distribucidon 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 infeccion por

Fusarium.

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

eContinuar 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.
ePromover la diversidad de cultivos: La promocién 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. —
S E S P E
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