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RESUMEN

La naranjilla o lulo es un cultivo nativo de los Andes, con gran importancia a nivel
nacional e internacional por sus propiedades nutritivas y/o por ser una fruta perfecta para la
agroindustria. Sin embargo, su produccién se ha visto afectada por infecciones causadas por
microorganismos fitopatdgenos, especialmente por hongos. El presente estudio fue
desarrollado para conocer la diversidad de hongos que se encuentran asociados a lesiones
foliares de naranjilla de varias localidades de la Amazonia ecuatoriana. Cinco localidades
fueron escogidas en las provincias de Napo, Orellana, Pastaza y Morona Santiago. Cuarenta
muestras fueron procesadas para obtener 266 hongos aislados, de los cuales 156 fueron
identificados molecularmente mediante la secuenciacion de la region ITS (Espaciadores
Internos Transcritos) del ADN ribosomal. Las secuencias obtenidas fueron comparadas
mediante la herramienta BLAST del Banco de Genes del NCBI, consiguiendo porcentajes
de similitud y homologia del 100%, encontrandose ademas 29 especies de hongos que actlan

en su mayoria como enddfitos.

Los indices ecoldgicos de Shannon, Simpson y Pielou aplicados permitieron
establecer que la localidad con mayor indice de diversidad es la de Pindo Mirador- Pastaza.
El anélisis de las comunidades en forma multidimensional, por medio del indice de Bray
Curtis, demostré que la localidad de Pindo Mirador- Pastaza es muy diferente del resto de
localidades en cuanto a la composicion de especies. Por otro lado, el analisis Simper permitio
determinar que Phomopsis sp., Diaporthe sp., D. citri, D. schini, Xylaria berteri,
Colletotrichum boninense, C. lupini y Neurospora tetrasperma fueron las especies que mas
contribuyeron a la diferenciacién de cada una de las localidades. Sin embargo, estos
resultados se encontraron sesgados por un mayor esfuerzo de muestreo realizado en la

localidad de Pindo Mirador- Pastaza.

Finalmente, la topologia del arbol filogenético procedente del método Neighbor-
Joining reveld la formacion de tres ramificaciones principales con siete grupos del phylum
Ascomycota. El arbol fue robusto y significativo al obtener valores superiores o iguales a 70

sobre cada una de las ramas.
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ABSTRACT

The naranjilla or lulo is an Andean fruit of great importance at both national and
international levels, because of its nutrient content and its importance for agroindustry.
However, naranjilla’s production has been affected by infections caused by microbial
pathogens, especially microscopic fungi. The present study was developed in order to
determine the diversity of fungi associated to naranjilla’s foliar injuries in different places
of Ecuadorian Amazon. Forty samples were processed to obtain 266 fungi isolates, from
these 156 were identified molecularly by the ITS sequence region (Internal Transcribed
Spacer) of ribosomal DNA. The resulting sequences were compared using the BLAST tool
of the NCBI Genes Bank. Percentages of similarity and homology of 100% were reached

with 29 different species, which were mostly endophytic.

The applied ecological indexes of Shannon, Simpson and Pielou, showed that the
Pindo-Mirador location is more diverse than others in terms of species composition. The
multidimensional analysis of the communities with the Bray Curtis index demonstrated that
the Pindo Mirador-Pastaza location is also significantly different from the rest. On the other
hand, the Simper analysis showed that the species contributing to differentiation between
locations were Phomopsis sp., Diaporthe sp., D. citri, D. schini, Xylaria berteri,
Colletotrichum boninense, C. lupini and Neurospora tetrasperma. However, these results

are biased in larger sample size for the Pindo Mirador- Pastaza site.

Finally, the topology tree obtained by Neighbor-Joining revealed that fungi isolates
belonged to three main branches including six groups of phylum Ascomycota. The

topology tree branches obtained values of robustness and significance of 70.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

Solanum quitoense Lam., conocida comunmente como naranjilla o lulo, es una fruta
nativa de la cordillera de los Andes, principalmente consumida y cultivada en Ecuador,
Colombia, Peri y América Central (Acosta, Pérez y Vaillant, 2009; Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias [INIAP], 2011; Revelo et al., 2010). El cultivo de esta fruta
tiene alta importancia tanto a nivel nacional como internacional, debido a las propiedades
nutritivas tanto de olor como de color que la convierten en una fruta perfecta para la
agroindustria, pues permite la elaboracion de helados, conservas, mermeladas, bebidas
refrescantes, entre otros productos (Acosta et al., 2009; INIAP, 2011). En Ecuador, esta
solanacea es cultivada a gran escala en la region Amazdnica, en las provincias de Napo,
Pastaza y Morona Santiago, y en menor escala en Sucumbios, Zamora Chinchipe y Orellana
(Revelo et al., 2010).

Segun datos del Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca
(MAGAP, 2016), la superficie cosechada del cultivo de naranjilla en el 2015 alcanz6 las
3.281 ha con una produccion total de 44.360 toneladas métricas y un rendimiento de 13.52
ton.ha! a nivel nacional. Sin embargo, esta produccion se ve perjudicada por infecciones

causadas por microorganismos fitopatdgenos, especialmente hongos (Revelo et al., 2010).

En el Ecuador, las pérdidas de cultivos de naranjilla pueden alcanzar hasta un 100%,
debido mayormente a infecciones generadas por hongos. Los agricultores llevan a cabo
medidas preventivas para reducir y controlar las plagas de naranjilla. Entre éstas se
encuentran el uso de fungicidas, las practicas culturales como podas permanentes y la
destruccion de hojas, brotes y frutos infestados que estan en el suelo o en la planta, se
desinfecta el suelo, no se siembra en sitios encharcados, se realiza rotacion de cultivos
(INIAP, 2000), y el control biologico, que ha demostrado ser muy efectivo contra
enfermedades causadas por hongos fitopatégenos (Lozano, Chamorro, Floriano, Vera y
Dimas, 2007; Tipanluisa, 2011).

A nivel de Sudamérica, se ha llevado a cabo la identificacion y caracterizacion

morfoldgica de hongos patdgenos que afectan a la naranjilla. En general, entre los principales

1



patdgenos se reportan Botrytis sp., Cladosporium sp. y Colletotrichum spp. (Contreras,
2006; Molina, 2010). En el Ecuador, se han identificado morfolégicamente varios hongos
que infectan algunas partes de la planta como, por ejemplo, Fusarium sp., C.
gloeosporioides, Phytophthora infestans, Rhizoctonia solani, Alternaria sp., Septoria
solanicola, Botrytis cinerea, Gloesporium sp., Cladosporium sp. y Cercospora sp. (Angulo,
2006; IICA, 2011; INIAP, 2000; Solagro, 2006, Quinchia y Cabrera, 2006; Revelo et al.,
2010).

En Ecuador se han realizado estudios sobre la diversidad de hongos endofitos
tipicos, aislados de lesiones necréticas de tallos, vainas y hojas de fréjol (Phaseolus
vulgaris), encontrando Fusarium sp., Epicoccum nigrum, Alternaria tenuissima y Boeremia
telephii, los mismos que tienen interés biotecnoldgico (Cornejo, 2014). Delgado, Vazquez e
Icaza (2009) evaluaron la actividad antagonica de hongos endofitos como Fusarium,
Alternaria, Nigrospora, Coelomycetes y Phoma, aislados en plantas medicinales de
chuquiragua y fiachag. Tanto en el pais como en otros paises productores de naranjilla, no

se han encontrado estudios moleculares ni de diversidad disponibles a la fecha.

El amplio y complejo reino Fungi permite encontrar hongos dentro de la naturaleza
como saprofitos, parasitos, simbiontes y endofitos, que colaboran en una serie de procesos
dentro del agroecosistema y que, al ser manejados apropiadamente, son de beneficio e
importancia para los agricultores, la ecologia y la biotecnologia (Alexopoulos et al., 1996;
Arauz, 1998; Duradn, Mora y Ramirez, 1998; Gonzéalez-Espinosa, Ramirez-Marcial y Ruiz-
Montoya, 2005; Villalba, 2005). Sin embargo, se debe recordar que también pueden acarrear
problemas para humanos, animales y plantas al actuar como parasitos de los mismos. En el
mundo existe un aproximado de 1.5 millones de especies de hongos de los cuales tan solo
69.000 han sido descritos. Por éste el motivo, no se ha logrado tener un conocimiento
completo y exacto sobre su identidad y distribucion (Alexopoulos et al., 1996; Gonzalez-

Espinosa, Ramirez-Marcial & Ruiz-Montoya, 2005).

Para solucionar este conflicto, la ecologia ofrece diversas formas de cuantificacion
de la diversidad de especies de un ecosistema, basados especialmente en indices de
diversidad. Se trata de expresiones matematicas que relacionan tanto la riqueza como la
uniformidad de especies. Por tanto, los indices que se aplicaron para esta investigacion
fueron los indices de Shannon, Simpson y Pielou, por ser los mas utilizados (Colwell, 2009;
Gliessman, 2002; Magurran, 2004).



Para dar un mayor sustento al estudio, se aplico el anélisis de las comunidades en
forma multidimensional con el indice de Bray Curtis y el analisis Simper (comunicacién
personal Sanchez, 2 de febrero de 2016). Estos analisis permitieron establecer el porcentaje
de contribucidn de las especies y las diferencias en cada una de las localidades monitoreadas,
de acuerdo a la composicion de especies encontradas (Guerrero y Ramirez, 2012; Halffter,
Soberdn, Koleff y Melic, 2005; Hernandez y Suquideros, 2008; Herrera, 2000; Linares,
2001; Mutschke y Montiel, 2010; Rios, Badii, Landeros y Cerna, 2008).

Para el anélisis filogenético, se emple6 el método de Neighbor-Joining (NJ), el mas
rapido y eficaz en la obtencion de un arbol con la topologia correcta y con el menor nimero
de mutaciones. Ademas, es aplicable a cualquier tipo de distancia evolutiva, facilitando la

interpretacion de las ramas del arbol final (Pefia, 2011; Pérez, 2012; Saitou y Nei, 1987).

La importancia de estudiar la diversidad de estos microorganismos radica en que se
podré aprovechar del conocimiento de cada una de las aplicaciones biotecnolégicas en las
que pueden ser utilizados. En este caso particular, en donde se busca optimizar la produccion
de naranjilla a nivel nacional, estas investigaciones permiten identificar especies de hongos
patdgenos u oportunistas lo que conlleva a tomar medidas preventivas y un mejor control
enfocado a la eliminacion de los mismos, logrando satisfacer las presentes y futuras

demandas alimenticias del pais.

Sin embargo, el inconveniente que se presenta es que, los estudios de diversidad
bioldgica no han sido muy considerados, ya sea por el gran tamafio y complejidad del grupo
o también por la falta de personal. Esto lleva a un serio problema, debido a que si no se
realiza este tipo de estudios algunas especies importantes pueden estar pasando
desapercibidas (Gonzalez-Espinosa et al., 2005). Otra desventaja que surge al estudiar la
diversidad de hongos es gque, al momento de identificarlos morfol6gicamente, muchas veces
hay ausencia de estructuras reproductivas. Por tanto, la identificacion molecular se hace
indispensable. Es por esto que, mediante el analisis de espaciadores transcritos internos (ITS,
por sus siglas en inglés), incluido el gen ribosomal 5.8S, se puede lograr una identificacion
molecular de hongos (Lacap, Hyde y Liew, 2003). EI ITS comprende dos regiones, ITS-1 e
ITS-2, del ADN ribosomal no codificante.

Esta region se caracteriza por presentar zonas conservadas Yy variables,

convirtiéndose en el marcador ideal para la identificacion de especies y estudios



filogenéticos (Joshi, Souframanien, Chand y Pawar, 2006). De esta manera, con los
resultados obtenidos de la presente investigacion se podran conocer los diferentes géneros y

especies de hongos que actualmente se encuentran asociados a las hojas de naranjilla.

1.1. OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo General

Determinar la diversidad de hongos asociados a manchas foliares en naranjilla (Solanum

quitoense Lam.) en varias localidades de la Amazonia Ecuatoriana.

1.1.2. Objetivos Especificos

- Aislary purificar hongos microscopicos asociados a lesiones foliares en la naranjilla.

- Identificar molecularmente las especies de hongos mediante la secuenciacién de la
region ITS del ADN ribosomal.

- Determinar la diversidad mediante los indices de Simpson y Shannon.

- Establecer las relaciones filogenéticas entre las especies de hongos identificados,

mediante el algoritmo Neighbor-Joining (NJ).

1.2. HIPOTESIS

Existe diversidad de hongos asociados a manchas foliares en naranjilla (Solanum quitoense

Lam.) en varias localidades de la Amazonia Ecuatoriana.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes

La naranjilla se puede cultivar en zonas tropicales, llegando a producir frutos durante
todo el afio, lo que permite optimizar tiempo, espacio y generar utilidad a la agroindustria.
Ecuador y Colombia son los paises con mayor produccion de naranjilla, ya que se ha
conseguido importancia comercial al introducirse en los mercados nacionales e
internacionales (Granados, Torrenegra, Acevedo y Romero, 2013; IICA, 2007; Rojas,
Mufioz, Teran, Prado y Quifidnez, 2010). Sin embargo, el cultivo de naranjilla se ve
amenazado por la presencia de plagas y enfermedades, especialmente provocadas por

hongos, que limitan su produccién (Revelo et al., 2010).

En Colombia se evalud la presencia de patdgenos en algunos clones de naranijilla,
encontrando a Phytophthora infestans, Fusarium oxysporum, Colletotrichum sp. y
Cladosporium sp. como los hongos mas limitantes, que ocasionaron algunas enfermedades
en este cultivo (Rojas et al.,, 2010). Asimismo, se enfatiz6 en la caracterizacion
microbioldgica de los aislados obtenidos de Colletotrichum sp. y en la realizacion de pruebas
de patogenicidad que permitieran proponer estrategias que reduzcan y mejoren la

productividad fruticola del pais (Contreras, 2006).

En cuanto al estudio de hongos asociados a lesiones, se puede mencionar trabajos
realizados en México con eucalipto, en donde se llevo a cabo la identificacién morfologica
y caracterizacion molecular de la region ITS, mediante la amplificacion por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). En lesiones foliares se encontraron Chaetomella,
Penicillium, Botrytis, Pestalotiopsis y Alternaria (Pérez-Vera, Yafiez-Morales, Alvarado-
Rosales, Cibrian-Tovar y Garcia-Diaz, 2005). Por otro lado, en Espafia se llevo a cabo una
investigacion en hongos asociados a gramineas silvestres de pastos naturales, donde se
identificé una diversidad de hongos como Fusarium culmorum, Gaeumannomyces graminis,
Cochliobolus spp., Drechslera spp., Colletotrichum falcatum, Leptosphaerulina spp.,
Ustilago cynodontis, Epichloe baconii y patogenos de insectos como Cordyceps spp.,
Metarrhizium anisopliae y Verticillium lecanii, especies productoras de micotoxinas y
antimicrobianos (Sanchez, Bills, Garcia y Zabalgogeazcoa, 2004).
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En lo que respecta a estudios de diversidad de hongos, se puede sefialar trabajos
realizados con hongos endofiticos y rizosféricos en el suroeste de China, con el propdsito de
investigar los beneficios que otorgan las plantas que crecen en ecosistemas geotérmicos
(Zhou et al., 2015). Para esta investigacion se aislaron un total de 1.589 hongos, de los cuales
los géneros mas dominantes fueron Curvularia, Acrophialophora, Penicillium y Aspergillus.
Posteriormente, se realizé un analisis filogenético, determinando que los hongos endofiticos
poseen una estrecha relacion con los hongos rizosféricos. No obstante, se determind que
algunos de estos hongos poseen un patrén de distribucion, que depende de las condiciones

ambientales y de las especies de plantas que se encuentren en el hébitat (Zhou et al., 2015).

Por otro lado, en diversos habitats naturales de China, se llevé a cabo un estudio
sobre la biodiversidad, distribucion ecolbdgica y la actividad antimicrobiana de hongos
endofitos presentes en ginseng (Angelica sinensis) (Jiang et al., 2013). En donde los géneros
méas dominantes fueron Gongromella, Coniosporieae, Fusella, Myxormia, Ozonium,
Pestalotia, Phacodium y Sphaceloma. Este estudio permitié conocer que cada una de las
especies aisladas son especificas del lugar, tejido y época. A su vez, cada uno de ellas son
potenciales agentes microbianos que ayudan al crecimiento y resistencia de la planta,
cumpliendo con el pasar de los tiempos una importante funcion bioldgica en el ecosistema
(Jiang et al., 2013).

2.2 Naranjilla (Solanum quitoense Lamark)

2.2.1 Generalidades de la naranjilla

La naranjilla o lulo (nombre comdn en Colombia), pertenece a la familia Solanaceae,
el género Solanum y la especie quitoense Lamark (INIAP, 1993). Este cultivo nativo de los
Andes se encuentra en tierras altas entre 1.500-2.800 m.s.n.m. (Le6n, 2000), distribuido
entre Colombia, Ecuador, Peru y los paises de América Central. Esta planta fue domesticada
por los esparioles al llegar al continente americano (Acosta et al., 2009, INIAP, 2011; Revelo
et al., 2010).

Segun datos del MAGAP (2016), la superficie cosechada del cultivo de naranjilla en
el 2015 alcanz6 las 3.281 hectareas (ha), con una produccién total de 44.360 toneladas

métricas (t) y un rendimiento de 13,52 t.na™ a nivel nacional (Tabla 1).



Tabla 1.

Produccidn, rendimiento y superficie del cultivo de naranjilla- nacional.

Afio Produccion Rendimiento Superficie
)] (t.ha?) (ha)
2012 47,101 14,00 3,364
2013 49,580 14,00 3,541
2014 52,189 15,00 3,479
2015 44,360 13,52 3,281
PROMEDIO 48,307 14,13 3,417

Nota: Recuperado de Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuicultura y Pesca (MAGAP), 2016.

La naranjilla es un arbusto con una altura de 1 a 2 metros, con tallos cilindricos muy
ramificados, duros y lisos, que en algunas ocasiones pueden presentar espinas. Las hojas son
muy grandes y ovaladas, con bordes sinuosos y marcados. Cuando las hojas son jovenes
presentan un color morado y poseen pelos que se encuentran en los bordes y nervios en el
lado inferior de la hoja. Sus flores pueden estar solas o0 agrupadas y su fruto es globoso con

numerosas semillas, recubierto por una céascara dura anaranjada (Le6n, 2000).

Por otro lado, las condiciones ambientales y edaficas que recomiendan Revelo et al.
(2010) para desarrollar y producir este cultivo corresponden especialmente a zonas con clima
tropical y subtropical himedo, con una textura de suelo franco, franco-arcillosa y franco-
arenosa. Es también recomendable tomar en cuenta la profundidad de siembra de la planta
(mayor a 60 cm aproximadamente), que tenga buen drenaje y sobretodo buen contenido de

materia organica.

El tiempo de produccidn de la naranjilla es corto debido a que la cosecha es de 6 a 8
meses después del transplante. Ademas, su mayor produccién es desde el primer afio de edad
y puede durar hasta tres afios (INIAP, 2012).

2.2.2 Usos y propiedades medicinales de la naranjilla

La gran importancia comercial de este cultivo se debe a que esta fruta posee un sabor
exquisito, la pulpa de color verde intenso se equilibra con un amarillo anaranjado, y, lo mas
importante, el alto contenido de proteinas, vitaminas, azlcares, aceites esenciales, acido
citrico, acido tartarico y sales minerales. Esta noble fruta permite la elaboracion de diversos
productos alimenticios como: helados, jugos frescos, pulpa congelada, conservas,
mermeladas, pasteles, salsas, almibares, cocteles, entre otros productos (Angulo, 2006;
INIAP, 2011).



Este fruto tiene un gran contenido de vitamina C, que refuerza el sistema
inmunolodgico. Su consumo ayuda a la prevencion de enfermedades como la anemia y al
desarrollo de enfermedades respiratorias; ayuda a la cicatrizacion de heridas, al desarrollo
de huesos, dientes, encias y cartilagos; y previene el envejecimiento prematuro (Revelo et
al., 2010). El alto contenido de fosforo y vitamina A ayuda a cuidar la visién, previene la
hipertension, y alivia las enfermedades nerviosas. Incluso se lo recomienda a quienes sufren
de insomnio (Revelo et al., 2010). Al mismo tiempo, se ha establecido que la naranjilla tiene
propiedades diuréticas, ayuda al organismo a eliminar toxinas, y reduce la acumulacién de
acido drico en la sangre, por lo que esta fruta es recomendada para quienes padecen de gota
(Angulo, 2006).

2.2.3 Plagas del cultivo
Entre los principales insectos que afectan a la naranjilla se encuentran el gusano del
fruto (Neoleucinodes elegantalis), el perforador del cuello (Faustinus apicalis), el
barrenador del tallo y ramas (Alcidion sp.), los pulgones o &fidos de las hojas (Myzus
persicae, Aphis gossypii, Myzus ornato), el escarabajo o picudo de flores y frutos
(Anthonomus sp.) y el escarabajo del follaje (Epilachna flavofasciata) (INIAP, 2000; Revelo
et al, 2010).

2.2.3.1 Control de plagas

En el cultivo de naranjilla se recomienda realizar practicas culturales, podas
permanentes, desmalezado a tiempo, destruccion de hojas, brotes y frutos infestados que
estan en el suelo o en la planta, como parte de la estrategia para el control de plagas (INIAP,
2000; Revelo et al, 2010). Entre los insecticidas utilizados como medida de control estan
Abamectina, Alfacipermetrina, Acefato, Carbaryl, Dimetoato, Diazin6n, Malathion,
Pyrinox, entre otros (Revelo et al, 2010). Como control bioldgico se recomienda la liberacion
de parasitoides de Trichogramma sp. o la aplicacion de Bacilus thuringiensis, Metarhizium
sp., Lecanicillium sp. y Beauveria bassiana (Lozano et al., 2007).

2.2.4 Enfermedades del cultivo
El cultivo de naranjilla es muy susceptible al ataque de diversos organismos
patogénicos durante todo el ciclo vegetativo. Las principales enfermedades pueden ser

causadas por bacterias, virus, nematodos y hongos (I11CA, 2007; Quinchia y Cabrera, 2006).



2.2.4.1 Enfermedades causadas por bacterias, virus y

nematodos
Las enfermedades ocasionadas por bacterias, virus y nematodos afectan al tallo, al
follaje y al sistema radicular de la naranjilla. Dentro de los principales microorganismos que
causan problemas en este cultivo se encuentran las bacterias como Ralstonia solanacearum
y Erwinia sp.; el virus del mosaico rugoso y el virus del amarillamiento intervenal; y los
nematodos como Meloidogyne incdgnita, Meloidogyne javanica y Meloidogyne arenaria
(INIAP, 2000; Quinchia y Cabrera, 2006; Revelo et al, 2010).

2.2.4.2 Control de enfermedades

Para la prevencion y el control de enfermedades producidas por bacterias, virus y
nematodos se recomiendan las practicas culturales como podas permanentes, quema y
eliminaciéon de toda la planta u érgano infectado, desinfeccion del suelo y las estacas que se
utilicen, no sembrar en sitios encharcados y programar rotacion de cultivos (Lozano et al.,
2007; INIAP, 2000). Ademas, para virus se recomienda usar plantas sanas, controlar insectos
vectores, destruir plantas enfermas y evitar intercalar con cultivos como tomate de arbol,
tomate rifion o pimiento (Revelo et al, 2010). Para el control quimico de nematodos se aplica
Bioway (INIAP, 2000). Paecilomyces lilacinus es aplicado como controlador bioldgico
(Lozano et al., 2007).

2.2.4.3 Enfermedades causadas por hongos
Las enfermedades que se desarrollan en la naranjilla afectan al tallo, frutos y hojas.
Los principales patdgenos que atacan a este cultivo son Fusarium sp., Rhizoctonia solani,
Scletorotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, Phoma sp., Colletotrichum gloeosporioides,
Phytophthora sp. Alternaria sp., Septoria solanicola, Cladosporium sp, Botrytis sp. y
Cercospora sp. (INIAP, 2000; Quinchia y Cabrera, 2006; Revelo et al., 2010; Rogg, 2000;
Solagro, 2006).

2.2.4.4 Control de enfermedades

En el cultivo de naranjilla se recomienda realizar practicas culturales, podas
permanentes y la destruccion de hojas, brotes y frutos infestados que estan en el suelo o en
la planta, como parte de la estrategia para el control de enfermedades. Conjuntamente, como

una medida preventiva, se debe desinfectar el suelo y las estacas que se utilicen, no realizar
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siembras en sitios encharcados, llevar a cabo una rotacion de cultivos y de plaguicidas. Entre
los fungicidas usados como medidas de control, se menciona a Amistar, Daconil, Score,
Bayleton, Curathane, Fitoalexin, Phyton, Ridomil Gold y Rodax (Revelo et al, 2010). En
particular, para el control de enfermedades foliares, se lleva a cabo la aplicacion de productos
a base de cobre, asi como también de sustancias curativas como fosfonato potésico,
Metalaxil, Difenoconazon, Triadimefon y Azoxistrobina (INIAP, 2011). Como control
biolégico, Trichoderma sp. y Gliocladium sp. han demostrado ser muy efectivos contra
enfermedades causadas por hongos como Fusarium oxysporum, Phytophthora infestans y
Sclerotinia sclerotiorum (Garcia et al., 2007; Tipanluisa, 2011). Por otro lado, nuevas
tecnologias enfocadas en la resistencia genética de nuevas variedades de naranjilla se estan
desarrollando, para mejorar la produccion, rentabilidad, calidad e inocuidad (Miranda,
2012).

Sin embargo, el problema a enfrentar actualmente es la afectacion de las perspectivas
economicas, pues la falta de informacidn para la nutricién adecuada del cultivo de naranjilla
se suma a su alta susceptibilidad al ataque de plagas y enfermedades, ademas de problemas

fitosanitarios (Guayasamin, 2015; Valverde, Espinosa y Bastidas, 2010).

2.3 Generalidades de hongos

Los hongos son organismos eucariotas, carentes de flagelos, cilios y clorofila. Se
diseminan y se reproducen mediante esporas sexuales o asexuales. Su pared celular esta
compuesta por celulosa, quitina o, en algunos casos, por ambos componentes. Poseen una
estructura vegetativa llamada micelio. Este, a su vez, estd compuesto por hifas, que pueden
ser ramificadas o filamentosas y, al mismo tiempo, septadas o cenociticas (Alexopoulos et
al., 1996; Arauz, 1998; Quiroga y Peniche, 1992). Los hongos constituyen un grupo
polifilético, es decir, que no provienen del mismo tronco evolutivo y se encuentran
ampliamente distribuidos en una gran variedad de nichos ecolégicos (Alexopoulos et al.,
1996; Alexopoulos, Mims y Blackwell, 1996).

Los hongos forman un grupo muy extenso de organismos que actlan como
saprofitos, parasitos, simbiontes y endofitos (Arauz, 1998; Duran, Mora y Ramirez, 1998;
Villalba, 2005). Se estima que existe un millén y medio de especies de hongos, de los cuales
72.000 han sido descritas hasta el momento (Ruiz, 2013). Por tal motivo, los hongos

constituyen un elemento fundamental dentro de la biodiversidad mundial, ya que controlan
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procesos esenciales a nivel industrial y dentro del ecosistema. Las funciones que cumplen
son de degradacion, depredacién, participacion en el ciclo de carbono y nutrientes, son
fuente de alimento tanto para humanos como para animales, forman interacciones con otros
seres vivos, Yy hasta actlan como patdgenos. No obstante, su funcion se vera alterada segun
el entorno donde se encuentren (Peay, Kennedy y Bruns, 2008). Cuando son fitopatdgenos
afectan a distintas partes del tejido vegetal, dependiendo del huésped y del tiempo en el que
actie, provocando en el proceso clorosis, necrosis o lesiones foliares. Estas pueden
presentarse de diferentes formas, ya sea asociadas a los bordes, puntas o incluso pueden
cubrir o rodear las nervaduras de las hojas (Arauz, 1998; Duran, Mora & Ramirez, 1998;
Villalba, 2005).

2.3.1 Hongos parasitos
Estos hongos se caracterizan por causar enfermedades en otros organismos,
ocasionando en algunos casos la muerte del huésped. Los hongos parésitos obtienen los
nutrientes a partir de otros seres vivos. Son causantes de graves dafios bioldgicos y

econdmicos (Quiroga y Peniche, 1992).

2.3.2 Hongos saprofitos
Se considera un grupo importante, debido a que se encuentran en todos los habitats
terrestres y son los principales recicladores del planeta. Cumplen una funcién ecologia
distinguida, ya que obtienen sus nutrientes y energia de una gran variedad de compuestos
organicos en descomposicién y recirculan los nutrientes dentro del ecosistema. Estos hongos
pueden llegar a ser paréasitos en el caso de que un arbol muera por otras causas (Elevitch,
2004; El Magno, 2009; Oliver y Schweizer, 1999).

2.3.3 Hongos simbiontes
Las micorrizas se consideran hongos simbiontes al formar una asociacion benéfica
con otros seres vivos como las plantas. Son indispensables para la movilizacion de los
nutrientes, ya que absorben el nitrégeno inorganico y el fosforo del suelo, mientras que la
planta brinda proteccion y es su fuente de carbono. Dentro de éste grupo también se
encuentran los liquenes (Quiroga y Peniche, 1992; Varma y Kharkwal, 2009).
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2.3.4 Hongos endofitos

Se considera endofitos a aquellos hongos que se encuentran habitando los tejidos de
plantas, creciendo dentro de las raices, tallos y hasta en hojas, sin causar perjuicio o dafio
aparente a las plantas. Sin embargo, si el tejido vegetal comienza a debilitarse o a morirse,
éstos hongos pueden convertirse en patdgenos latentes de las mismas plantas en las que
residen, causandoles sintomas notables (Gamboa-Gaitan, 2006; Sanchez-Fernandez et al.,
2013; Turrialba, 2006). Las plantas cominmente albergan a hongos endofitos, los mismos
que han sido identificados como potenciales productores de metabolitos (Rehman et al.,
2008).

2.4 ldentificacion de hongos

Para una apropiada identificacion de hongos, Garzon (2013) recomienda el manejo
de métodos morfolégicos y moleculares como una perfecta combinacion. ElI método
morfoldgico es la identificacion tradicional y se fundamenta en el aislamiento de los
microorganismos en un medio de cultivo para la posterior caracterizacion de aspectos
macroscopicos (color, tamafio y forma del micelio) como microscopicos (morfologia y
tamano de la espora) (Suaad, 2013). La técnica es laboriosa, requiere de mucho tiempo y de
experiencia para poder diferenciar y reconocer adecuadamente a las especies, razon por la
que se opta por la identificacion molecular como una técnica altamente sensible y especifica
(Larena y Melgarejo, 2009), ademas de ser una metodologia precisa, objetiva y rapida en la

que se puede procesar un gran namero de muestras al mismo tiempo (Riveros et al., 2001).

2.4.1 ldentificacion molecular

Para el estudio y descripcion mas precisa de hongos microscépicos a nivel de géneros y
especies es necesario llevar a cabo una identificacion molecular. Existe una amplia variedad
de métodos moleculares que se caracterizan por ser mas rapidos, sensibles y especificos que
los tradicionales, los mismos que pueden ser llevados a cabo e interpretados facilmente. Las
técnicas moleculares ayudan a distinguir a organismos que se encuentran muy relacionados
en diversos niveles taxondmicos. Las técnicas més utilizadas son la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglées) y la secuenciacion (Capote, Pastrana, Aguado
y Sanchez-Torres, 2012).

12



La PCR amplifica millones de copias de secuencias de ADN especificas, a partir de una
0 varias copias de un fragmento de ADN, incluso si la fuente de ADN extraida es de mala
calidad. La amplificacion del ADN se ejecuta a través de ciclos de denaturacion, alineacion
y extension a diferentes temperaturas, utilizando primers especificos, dNTPs, Taq
polimerasa termoestable, cloruro de magnesio (MgCl»), agua y un buffer adecuado. Para
poder observar los fragmentos de ADN amplificados, se lleva a cabo una electroforesis en
gel de agarosa y se coloca una molécula intercalante. Con el tiempo, esta técnica se
popularizd por ser rapida, barata y sencilla de realizar (Capote et al., 2012; Mohini y
Deshpande, 2010).

2.4.1.1 Espaciadores transcritos internos (ITS)

La identificacion molecular exitosa de hongos consiste en la amplificacion por PCR
de los espaciadores transcritos internos o también denominado region ITS. (Capote et al.,
2012; Scoch et al., 2012). La regién ITS es una parte del complejo de genes ribosomales
(RNAr). La region ITS-1 se ubica entre los genes ribosomales 18S y 5.8S, mientras que la

region ITS-2 se ubica entre los genes ribosomales 5.8S y 28S (Figura 1) (Scoch et al, 2012).

Esta region es un marcador genético versatil que se caracteriza por ser ubicuo en la
naturaleza y por estar presente en todos los eucariotas. Su alto nUmero de copias de genes de
ARNr permite que se obtenga una amplificacion con una alta sensibilidad. Debido al gran
namero de secuencias que se encuentran disponibles en las bases de datos, se puede realizar
una validacién con una alta confiabilidad en los ensayos de deteccion que se realicen. La
region ITS permite la generacion y disefio de primers que se encuentran alternados con zonas
altamente variables y conservadas, permitiendo que se dé una discriminacién por medio de
una amplia gama de niveles taxonémicos. Ademas, la region ITS ha sido utilizada para
analisis filogenéticos, en pruebas diagnosticas y en la evaluacion de procesos evolutivos
(Capote et al., 2012; Puerta, 2007).

Figura 1. Espaciadores internos transcritos.
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2.4.1.2 Secuenciamiento
La secuenciacion es un método Util en la determinacion de secuencias de ADN que
produce informacion genomica significativa (Reguero, 2014). La identificacién de hongos
microscopicos por medio de la secuenciacion se ha desarrollado debido a un incremento en
el nimero de las secuencias y genes de hongos seleccionados en las bases de datos. Se
recomienda realizar la amplificacion por PCR con primers universales, seguidas por una
secuenciacion y una comparacion en bases de datos que se encuentren disponibles, para

obtener la especie determinada (Capote et al., 2012).

2.5 Biodiversidad

Definida como la variabilidad y variedad de vida en la Tierra, que envuelve a todos
las poblaciones, especies y organismos, la variacién genética existente entre éstos y los
conjuntos de complejos de comunidades y ecosistemas en los que forman parte de los
diferentes procesos en donde se encuentran presentes (Olalde y Aguilera, 1998; Programa
de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente, 2010).

El papel que cumple la biodiversidad es fundamental para el adecuado
funcionamiento de los ecosistemas. Sin embargo, hoy en dia la biodiversidad se ve afectada
por factores ocasionados por el cambio climatico, la sobreexplotacion, cambios en el uso del
suelo, la contaminacion y las especies invasoras, que producen pérdida de habitats y cambios

en los ecosistemas (Selliers, 2010).

2.5.1 Indices de dominancia, diversidad y equidad
Los indices ecoldgicos son funciones matematicas empleadas para estudios de
diversidad, debido a que sirven para estimar la cantidad y la distribucion de especies, para
realizar una comparacion biolédgica de un conjunto de organismos colectados en diferentes
localidades (Colwell, 2009; Moreno, 2001). Entre los mas utilizados se encuentran el indice

de Simpson, el indice de Shannon y el indice de Pielou (Colwell, 2009; Magurran, 2004).

El indice de Simpson es una de las medidas de diversidad mas significativas. Se lo
conoce por la dominancia de especies con mayor representatividad y permite medir la

riqueza de organismos existentes (Fernandez, 2008; Gliessman, 2002; Magurran, 2004;
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Orellana, 2009; Ramirez, 2005). Este indice se calcula a partir de la formula (D= X ni (ni -
1)/N (N - 1)), donde ni es el niamero de individuos de la i-ésima especie y N es el total de
individuos (Cruz-Reyes y Camargo-Camargo, 2001; Magurran, 2004). De modo que,

mientras el valor D mas tiende a 1, menor es la diversidad (Sanchez, 2011).

Por otro lado, el indice de Shannon-Wiener es el més utilizado en la literatura
ecoldgica y se basa en la probabilidad de hallar un determinado individuo en un ecosistema.
Examina la riqueza o cantidad de especies que se encuentran en el &rea de estudio y la
abundancia o cantidad relativa de individuos de cada una de esas especies (Cruz-Reyes y
Camargo-Camargo, 2001; Heip, Herman y Soetaert, 1998; Orellana, 2009). Este indice se
calcula a partir de la formula (H = - X pi In pi), donde H" representa el indice de Shannon,
es la sumatoria de todas las especies, pi se refiere a la abundancia proporcional o relativa de
las i-ésimas especies, que es igual a (n/N), donde n es el nUmero de especies en un area en
particular y N el total de individuos de todas las especies y In es el logaritmo base “e”” (Cruz-

Reyes y Camargo-Camargo, 2001; Magurran, 2004; Somarriba, 1999;).

El indice de equidad de Pielou, también llamado uniformidad de Shannon, mide la
proporcion de la diversidad observada en cada sitio en relacion a la méxima diversidad
esperada, estableciendo que todas las especies son igualmente abundantes. Este indice va a
proporcionar valores entre 0 y 1, para poder establecer que todas las especies son igualmente
abundantes y asi determinar una equidad en las especies encontradas en cada localidad
(comunicacion personal Sanchez, 2 de febrero de 2016). Pielou se calcula en base a la
férmula (J’= H/ H" max), donde H'representa al indice de Shannon-Wiener. H"'max es el
indice de Shannon méaximo que corresponde al logaritmo del nimero total de especies (In
(S)) (Fernandez, 2008; Magurran, 2004; Reyes y Torres-Florez, 2009).

2.5.2 Analisis multidimensional de las comunidades
El escalamiento multidimensional (NMDS) es una técnica multivariante, que se
encarga de representar datos por medio de una construccion de puntos que exhibe una
disimilitud, permitiendo conocer las interrelaciones existentes en un conjunto de objetos
(Guerrero y Ramirez, 2012; Linares, 2001).

Actualmente, el indice de Bray Curtis es una medida que se maneja ampliamente en

la ecologia. Este indice determina la diferencia entre datos de abundancia de cada especie
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encontrada en una comunidad. De modo que, todas las especies ya sean abundantes o
inusuales, tendran la misma importancia dentro de dicha comunidad. El rango descrito para
esta medida va de O (similar) a 1 (diferente) (Badii, Landeros y Cerna, 2008; Halffter,
Soberon, Koleff y Melic, 2005; Hernandez y Suquideros, 2008; Herrera, 2000). Para esta
medida se aplica el siguiente célculo (B= nX (Xij - Xjk)/ nZ (Xjj + Xjk)), donde B es la medida
de Bray-Curtis, Xij Xjkson el nimero de individuos (aislados en cada muestra) j y k; y n es
el nimero de especies en las muestras (Krebs, 1999). Asimismo, en este analisis es
importante determinar el stress, el cual mide la representacion de los datos en el gréafico
obtenido por medio del escalamiento multidimensional. Donde el 20% es establecido como
pobre, el 10 % es equitativo, el 5% es bueno, el 2%2% es excelente y el 0% o0 cero stress es
perfecto (Kruskal, 1964).

El analisis Simper determina la contribucidn que tienen las especies o taxas en cuanto
a la similitud o disimilitud entre las agrupaciones de muestras (Rios, Mutschke, & Montiel,
2010).

2.6 Relaciones Filogenéticas

Mediante las relaciones filogenéticas se contribuye en gran medida al conocimiento,
comprension 'y descubrimiento de los origenes y relaciones evolutivas entre los
microorganismos, en este caso de los hongos (Alexopoulos et al., 1996; Hibbett y Donoghue,
1998). Estas relaciones se representan por medio de un cladograma o arbol que muestra la
genealogia o, en otras palabras, las relaciones ancestro-descendientes (LOpez y Pérez, 1999).
Para el andlisis filogenético existen varios métodos como son Neighbor-Joining, maxima

parsimonia, maxima verosimilitud e inferencia bayesiana (Pefia, 2011).

2.6.1 Neighbor-Joining
Para la construccion del arbol se utilizara el programa Geneious, desarrollado para
garantizar trabajos de investigaciones orientados a la bioinformatica mediante el uso de la
tecnologia (Kearse et al., 2012). EIl Neighbor-Joining (NJ) es un método de distancia
desarrollado por Saito y Nei en 1987, y funciona como un codigo de barras molecular cuyo
fundamento es la identificacion de individuos de especie desconocida. Este método es muy
utilizado para la reconstruccion filogenética por agrupamiento de secuencias (vecinos) que

tengan menor distancia genética. El objetivo es explicar la filogenia final al involucrar el
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menor nimero de mutaciones en la menor longitud de ramas del arbol, siendo muy eficiente
para grandes grupos de datos y por consumir poco espacio informatico (Pefia, 2011; Pérez,
2012). ElI método de NJ no debe ser utilizado para establecer las relaciones filogenéticas,
debido a que no toma en cuenta la relacion ancestro-descendiente ni la descendencia por
modificacion. Esta técnica es recomendada para reflejar el grado de similitud que poseen las
secuencias, en donde los individuos que pertenecen a una misma especie estableceran grupos

aislados por su alto nivel de igualdad (Pefia, 2011).

Para dar un soporte estadistico a las ramas del arbol filogenético generado por NJ, se
utiliza el método Bootstrap. Se trata de una técnica de evaluacion de remuestreo de datos,
que resuelve problemas relacionados con la prueba de significacion estadistica o la
estimacion de intervalos de confianza, estableciendo si se ha recuperado la filogenia
adecuada (Baxevanis y Oullette, 2001; Ledesma, 2008). Asi mismo, se utilizara el modelo
de Jukes-Cantor que establece qué tan distantes son los taxones unos de otros, desarrollando

una representacion exitosa (Prasetya, Saefuddin y Muladno, 2011).
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CAPITULO IlI

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Tipo de estudio

El presente estudio es de tipo descriptivo y formé parte del proyecto denominado
“Coleccion e inventario de hongos microscopicos que causan enfermedad en cultivos de
importancia comercial (fitopatégenos) de la region oriental del Ecuador”, codigo L13299,

financiado por la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador en el afio 2015.

3.2 Recoleccion de las muestras

Un total de 40 hojas para todas las localidades estudiadas de la Amazonia fueron
muestreadas de manera aleatoria simple de acuerdo con la disponibilidad de plantas que
presentaban lesiones en las hojas de los cultivos de naranjilla (este sesgo fue debido a que el
proyecto rector pedia la recoleccién de hojas con sintomatologia asociada al ataque de
hongos) (Figura 2) (ver Anexo 1). Las hojas fueron cortadas de la planta con tijeras
podadoras e inmediatamente colocadas en fundas Ziploc ®, etiquetadas con la fecha,
localidad y georeferenciadas con coordenadas métricas aplicando el Sistema de Coordenadas

Universal Transversal de Mercator (UTM, por sus siglas en inglés).

4 v
D ¥
b

Figura 2. Planta y hoja de naranjilla con lesiones.

18



El muestreo se llevo a cabo en el mes de mayo del 2015 y las muestras fueron
transportadas en coolers con hielo a los laboratorios de la Escuela de Bioanalisis de la PUCE
para su procesamiento inmediato. El lugar de muestreo, la georeferenciacion de estos sitios

y el nimero de muestras tomadas se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2.
Coordenadas de lugares de muestreo en la region Amazonica.

Lugar de Coordenadas Numero de
muestreo X Y WGS Zona muestras
Cosanga- 180769 9936090 4
Napo
Loreto-Via a 193238 9920938 5
Orellana
Pindo 823164 9837285 84 18- Sur 20
Mirador-
Pastaza
Jimbiloma- 816346 9750501 6
Morona
Santiago
Via a Macas 814626 9750261 5

Nota: WGS= Sistema Geodésico Mundial

3.3 Procesamiento de las muestras

3.3.1 Aislamiento de hongos asociados a lesiones foliares
Para el aislamiento de los hongos de las hojas de los cultivos de naranjilla, se realiz6
el procedimiento utilizado por Crous, Verkley, Groenewald y Samson (2010); Lizarraga,

Panta y Dodds (1989) y Pelaez y Jimenéz (2001), que se detalla a continuacion:

Se cortaron segmentos de 1 cm? de partes de la hoja lesionada. Los cortes fueron
desinfectados con etanol al 70% por un minuto, seguido de cinco minutos en hipoclorito de
sodio al 10%. Estos cortes se lavaron en agua estéril tres veces antes de realizar la siembra
en platos de Petri con medio Agar Papa Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés) con el

antibiotico cloranfenicol y se las incub6 a temperatura ambiente (20- 27°C) (Figura 3).
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Figura 3. Proceso de aislamiento de hongos asociados a lesiones foliares. (A) Desinfeccion de tejidos vegetales
con etanol 70%, hipoclorito de sodio 10% y agua estéril. (B) Siembra de segmentos de hojas en medio PDA
con antibidtico.

3.3.2 Purificacion de hongos asociados a lesiones foliares
El crecimiento de los hongos fue revisado diariamente. Una vez evidenciado el
crecimiento flngico, se realizaron pases a un nuevo medio de cultivo PDA para obtener un
cultivo puro (Garcia y Camargo, 1998) (Figura 4A y B). Asimismo, con la ayuda de cinta
adhesiva, una coloracion simple con azul de metileno y un microscopio Optico con un
aumento de 40 x, se logra la caracterizacion microscopica del hongo purificado (Figura 4C)

(Lépez-Jacome et al., 2014).

Figura 4. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Colletotrichum lupini en PDA. (A) Cara superior
de la colonia. (B) Cara inferior de la colonia. (C) Observacién microscopica de esporas en lente de 40 x.

3.3.3 ldentificacion molecular de hongos aislados
Este proceso consiste en la extraccion de ADN y su amplificacion mediante PCR. Se

realiz6 en el laboratorio de Ecologia y Genética de la Escuela de Ciencias Bioldgicas de la
PUCE.
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3.3.3.1 Extraccién de ADN

Una vez purificados los hongos asociados a lesiones foliares en la naranjilla, se
procedio a la extraccion del ADN fungico total, para lo cual se uso el kit de Wizard®
Genomic DNA Purification de Promega (ver anexo 2). Es muy importante obtener un ADN
de buena calidad y concentracién para conseguir una validez en los resultados (Saltos, 2012).

Los valores de pureza del ADN deben oscilar entre 1.8-2 (Puerta y Urefia, 2005).

3.3.3.2 Amplificacion de ADN

La PCR se uso para la amplificacion de un fragmento de alrededor 500 pb de la regién
ITS que comprende ITS1, el gen 5.8S y el ITS2 del ADN ribosomal. Para la amplificacion
del ITS se utilizaron los primers universales ITSS (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')
disefiados por White, Bruns, Lee y Taylor (1990). Para la reaccion de PCR se utilizo la
mezcla GoTag® Green Master Mix (Promega, 2012). El volumen final de reaccion fue de
25 pl, el mismo que contenia 22 ul de GoTagq® Green Master Mix, 0,5 ul de cada primer
(10 mM) y 2 ul de ADN flngico a una concentracion de alrededor 10 ng.ul™. Para la
amplificacion, las condiciones del termociclador fueron las mismas reportadas por White et
al. (1990) con pocas modificaciones. Las condiciones que se establecieron fueron las
siguientes: un ciclo de denaturacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de
denaturacion a 94°C por 30 segundos, una hibridacién a 55°C por 30 segundos y una

extension a 72°C por 30 segundos y un ciclo de extension final a 72°C por 10 minutos.

Los productos de PCR fueron visualizados mediante una corrida electroforética en
gel de agarosa al 2,5%, previamente tefiido con 3 ul SYBR® SAFE utilizando luz UV. En
cada pocillo del gel se coloco 3 ul de los amplicones obtenidos, un control positivo que
consistié en ADN fungico, un control negativo que contenia Master mix sin ADN y 1,5 ul

del ladder (marcador de peso molecular) de 100 pares de bases.

Los productos de PCR obtenidos fueron purificados en la empresa Macrogen de Seul-

Corea del Sur.
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3.3.3.3 Secuenciamiento de ADN e identificacion de
géneros y especies

Los productos de PCR fueron secuenciados en la empresa Macrogen de Seul-Corea
del Sur. Con las secuencias obtenidas se efectlio una edicién, limpieza y alineamiento en el
programa MEGA 6 (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski y Kumar, 2013). Para el
alineamiento de las dos secuencias, forward y reverse, y obtener la secuencia consenso, se
utilizé el software Clustal W implementado en el programa MEGA 6. Una vez obtenida la
secuencia consenso de cada muestra, se realizd una busqueda mediante la herramienta
BLAST para las identificaciones de géneros y especies de hongos asociados a lesiones
foliares en naranjilla. La herramienta BLAST realiz6 comparaciones entre las secuencias
obtenidas con secuencias disponibles en la base de datos del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés). BLAST obtuvo un diagrama
de resultados en base al porcentaje de cobertura, al valor E y al porcentaje de identidad. El
porcentaje de cobertura es conocido por conseguir secuencias en la base de datos con las
mismas longitudes de las secuencias introducidas y obtenidas en el estudio. El valor E es un
valor estadistico que establece que, a medida que se acerca mas a cero, las identidades de las
secuencias obtenidas en el estudio tienen similitud con las que se han encontrado en la base
de datos, y el porcentaje de identidad determina cuan idénticos son los pares de bases de las

secuencias del estudio con las encontradas en la base de datos (NCBI, 2006).

3.3.4 Calculo y andlisis de indices de diversidad

La matriz de datos de los indices de diversidad de Simpson, Shannon y Pielou
modificado (Colwell, 2009; Magurran, 2004; Marcial et al., 2012; Moreno, 2001) fueron
procesados mediante el software estadistico PAST, desarrollado por Hammer, Harper y Ryan
(2001), con el propdsito de obtener algunos estadisticos para su analisis como: la diversidad
0 riqueza de especies (numero de taxa por localidad), la abundancia o individuos (nimero
de aislados de cada taxa por localidad), el indice de dominancia (D) que permite conocer si
existe homogeneidad en la distribucion de los taxa dentro de cada localidad o si alguno o
algunos de los taxa domina sobre los demas, respecto de su abundancia. Este indice varia de
0 a1, tomael valor de uno si todos los individuos (aislados) pertenecen a un solo taxa y cero
si todos los taxa tienen igual proporcién de aislados, puesto que D es igual a la suma de

cuadrados de las proporciones de cada taxa.
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Por otro lado, el indice de diversidad de Simpson, que no es mas que 1-D
(dominancia), manifiesta que si la dominancia es 1 no habra diversidad, y si por el contrario,
la dominancia es cero este indice sera igual a 1 que es la maxima diversidad, tomada como
indice. El indice de diversidad de Shannon-Wiener (H) mismo que se debe utilizar cuando
la distribucion de los taxa es homogénea, es decir, cuando la dominancia tiende a cero. Este
indice varia de 0 a In S (logaritmo natural del nimero de especies o taxa). Para conseguir
que el indice de Shannon varie de 0 a 1 se realiza la transformacion de Pielou modificado.
Esta transformacion se lleva a cabo cuando se quiere comparar indices de diversidad con
variaciones de 0 a 1. Normalmente el indice de Simpson se utiliza cuando existe inequidad
en la distribucion de los taxa, mientras que el de Shannon (Pielou modificado) en

condiciones de equidad, dada por la dominancia.

La medida de similitud o disimilitud de las localidades estudiadas fue demostrada a
través de un grafico con puntos obtenidos del analisis de escalamiento multidimensional no
métrico (NMDS, por sus siglas en inglés). De acuerdo a Sdnchez (comunicacién personal, 2
de febrero de 2016), el analisis de similitud o disimilitud mediante el indice de distancia de
Bray Curtis permitira determinar qué tan diferentes son las localidades monitoreadas de
acuerdo a la composicion de especies encontradas.

Ademas, el porcentaje de contribucidn que tienen las especies o taxa en cuanto a la
similitud o disimilitud entre las agrupaciones de muestras, se calculd con el analisis Simper
(Rios, Mutschke, & Montiel, 2010). Segun Sanchez (comunicacion personal, 2 de febrero
de 2016), este analisis permitira establecer cuéles son las especies que estan contribuyendo
mayormente a diferenciar las localidades monitoreadas. Los datos de frecuencias obtenidos
de la diversidad de hongos asociados a lesiones foliares en la naranjilla fueron presentados

mediante histogramas y pasteles realizados en MSEXxcel.

3.3.5 Analisis filogenético
Para el analisis filogenético, todas las secuencias consenso que fueron identificadas
como especies de hongos se alinearon utilizando el programa Geneious (Kearse et al., 2012).
El método Neighbor-Joining se utiliz6 para agrupar las secuencias similares y poder
conformar un arbol con la topologia correcta y con el menor nimero de mutaciones (Pefia,

2011). Como grupo externo se utilizo a la secuencia de Phytium sylvaticum con nimero de

23



acceso AB46877 en el NCBI, debido a que no se relaciona con el phylum Ascomycota y es
considerado un pseudohongo patégeno de plantas del phylum Oomycota (Ho, 2009).

Ademas, para dar un sustento al analisis filogenético, se obtuvieron secuencias reportadas
en el Genebank (NCBI) de cada una de las 29 especies aisladas e identificadas en este
estudio. El soporte estadistico se evalué utilizando el andlisis bootstrap con 1000

repeticiones.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento de hongos
Se lograron aislar 266 hongos asociados a lesiones de las 40 muestras obtenidas en total
de hojas de naranjilla. No obstante, se utilizaron 156 aislados, puesto que los restantes
tuvieron problemas de contaminacion cruzada con Aspergillus sp. Otros no cumplieron con
el rango de concentracion y pureza de ADN minimos deseados para la secuenciacion

genomica.

De los 156 aislamientos de hongos obtenidos en la regidn Amazénica, 7 pertenecen a la
localidad de Cosanga en la provincia de Napo, 4 a Loreto en la via a Orellana, 120 a Pindo
Mirador en la provincia de Pastaza, 14 a Jimbiloma en Morona Santiago y 11 a la via a
Macas (Figura 5).

Hongos aislados en la region Amazonica

mNapo ®ViaaOrellana =Pastaza ®Morona Santiago  ® Via a Macas

%

Figura 5. Porcentaje y procedencia de hongos asociados a lesiones de naranjilla utilizados para
secuenciacion genémica.

4.2 Concentracion y pureza de ADN

La concentracion de ADN obtenida en este trabajo oscild entre 1 hasta 182,5 ng.ul™,
mientras que la pureza obtenida fue de 1,05 a 4,63 (ver Anexo 3). Las concentraciones que
se encontraron por debajo de 50 ng.ul, fueron utilizadas directamente para la amplificacion;

y las concentraciones mayores fueron diluidas con agua libre de nucleasas para alcanzar la
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concentracion deseada. Por otro lado, se presume que los valores bajos de pureza de ADN
pueden corresponder a muestras contaminadas con proteinas y los valores altos por
contaminacion con fenol (Rada y Taboada, 1998). No obstante, las concentraciones fueron

suficientes para que el ADN pueda ser amplificado y la PCR se realizé sin problemas.

4.3 Amplificaciones de las secuencias ITS

La reaccion de PCR fue eficaz y la utilizacién de los primers ITS-1 e ITS-4
permitieron la amplificacion de ADN de la region ITS de los 156 aislados fungicos. Los
productos de PCR se visualizan en la Figura 6, donde se observan fragmentos entre 500 y
650 pares de bases. El carril 5 corresponde al ladder (marcador de peso molecular), los
carriles 6 y 7 presentan las muestras amplificadas correctamente, los carriles 8 y 9
corresponden al control positivo y negativo, respectivamente. Las muestras de los carriles 1,

2, 3'y 4 no fueron amplificadas.

Figura 6. Ejemplo de la visualizacion de los productos de PCR de la regién ITS en gel de agarosa al
2,5%.

4.4 ldentificacion molecular de los hongos obtenidos
En base a los andlisis de similitud y homologia de los 156 aislados de lesiones foliares
de la planta de naranjilla se identifico un total de 29 hongos a nivel de género y especie en

todas las localidades estudiadas (ver Anexo 4).

Los porcentajes de cobertura e identidad de todos los aislados indicados en las Tablas
3,4,5,6y 7 fueron del 100%, lo cual asegura la identificacidén apropiada de cada uno de los
hongos en cuanto a longitud e identidad de pares de bases de las secuencias analizadas con

las proporcionadas en la base de datos del NCBI. Por otro lado, el valor E obtenido de todos

26



los aislados fue de 0.0, lo que garantiza un alineamiento efectivo entre las secuencias

obtenidas en el estudio con las secuencias de las bases de datos del NCBI.

Tabla 3.
Hongos aislados de lesiones foliares de la planta de naranjilla en Cosanga-Napo.
Cadigo del Hongo Porcentaje de Valor Porcentaje Acceso a
aislado identificado Cobertura E de identidad Genbank
L2N1 Diaporthe schini 100% 0.0 100% KR812222.1
L2N2 Neurospora 100% 0.0 100% AY681194.1
tetrasperma
L2N3 Neurospora 100% 0.0 100% AY681194.1
tetrasperma
Lans  Coetotrichum 100% 0.0 100% JX010292.1
oninense
Lang  Coletotrichum 100% 0.0 100% JX010292.1
oninense
L2N10 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
Tabla 4.
Hongos aislados de lesiones foliares de la planta de naranjilla en Loreto-via a Orellana.
Caddigo del Hongo Porcentaje de Valor Porcentaje de Acceso a
aislado identificado Cobertura E identidad Genbank
L3N1 Diaporthe sp. 100% 0.0 100% FJ799938.1
L3N11 Xylaria berteri 100% 0.0 100% JQ936295.1
L3N13 Neurospora 100% 0.0 100% AY681194.1
tetrasperma
L3N14 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
Tabla 5.
Hongos aislados de lesiones foliares de la planta de naranjilla en Pindo Mirador-Pastaza.
Cddigo del Hongo Porcentaje de Valor Porcentaje de Acceso a
aislado identificado Cobertura E identidad Genbank
Lsnz  Coetomichum 100% 0.0 100% JX258799.1
oninense
L5N4 Co"etgg”c"“m 100% 0.0 100% KC512139.1
Lsng  colletotrichum 100% 0.0 100% HG798903.1
nicotianae
L5N7 Nigrospora sp. 100% 0.0 100% JN207356.1
L5N8 Diaporthe schini 100% 0.0 100% NR_111861.1
L5N10 Diaporthe sp. 100% 0.0 100% KC343203.1
L5N11 Diaporthe sp. 100% 0.0 100% KC343203.1
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Tabla 5.

.../... Continuacion

Cadigo del Hongo Porcentajede  Valor  Porcentaje Acceso a
aislado identificado Cobertura E de identidad Genbank
L5N12 Neurospora 100% 0.0 100% AY681194.1

tetrasperma
L5N16 Co”ig’rtsrt'i‘i:h“m 100% 0.0 100% KJ813594.1
Colletotrichum
L5N17 kahawae subsp. 100% 0.0 100% NR_120138.1
ciggaro
Colletotrichum
L5N18 kahawae subsp. 100% 0.0 100% NR_120138.1
ciggaro
L5N21 Xylaria berteri 100% 00 100% 10936295.1
Colletotrichum
L5N22 kahawae subsp. 100% 0.0 100% NR_120138.1
ciggaro
L5N24 Diaporthe 100% 0.0 100% NR_103700.1
melonis
L5N25 Co”?ffgirr']fh“m 100% 0.0 100% 3Q936134.1
L5N27 Xylaria berteri 100% 00 100% 10936295.1
L5N28 CO”?L"ptirr'“Ch“m 100% 0.0 100% INO43454.1
L5N29 Co”etg;”‘:h“m 100% 0.0 100% KC512139.1
L5N32 Diaporthe sp. 100% 0.0 100% F1799941.1
L5N33 Co”igorgrt'icih“m 100% 0.0 100% KJ813594.1
L5N34 Cok')'etf’t”‘:h“m 100% 0.0 100% 1X010292.1
oninense
L5N36 Cok')'et‘?t”‘:h“m 100% 0.0 100% 1X010292.1
oninense
L 5N37 Diaporthe 100% 0.0 100% KP182395.1
phaseolorum
L5N38 CO”E;‘)rts'rt'i‘i:h“m 100% 0.0 100% KJ813594.1
L5N39 Diaporthe 100% 0.0 100% KP182391.1
melonis
Diaporthe 0
L5N40 orabiti 100% 00 100% NR_111862.1
L5N41 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% EU002915.1
L5N42 Nigrospora 100% 0.0 100% HQ608152.1
oryzae
L5N44  Stagonosporopsis 100% 0.0 100% EU167573.1

cucurbitacearum
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Tabla 5.

.../... Continuacion

Cadigo del Hongo Porcentaje de Valor E Porcentaje Acceso a
aislado identificado Cobertura de identidad Genbank
Diaporthe
L5N45 i 100% 00 100% KR812222.1
L5N46 Phomopsis 100% 0.0 100% JQ614002.1
asparagi
L5N47  Diaporthe citri 100% 00 100% KC343051.1
L5N48 Ne“r;;fpora 100% 0.0 100% IN207303.1
L5N49 Xylaria berteri 100% 0.0 100% KP133344.1
L5N50 Cot')'etF’”'Ch“m 100% 0.0 100% IX436792.1
oninense
Lsnsg  Colletotrichum 100% 0.0 100% KRO56303.1
fructicola
Colletotrichum
L5N54 kahawae 100% 0.0 100% NR_120138.1
subsp. ciggaro
L5N56 Co"eltcgirr']fh“m 100% 0.0 100% 3Q936134.1
L5N58 Xylaria berteri 100% 0.0 100% KP133344.1
L5N60 Trichoderma 100% 0.0 100% KR995116.1
asperellum
L5N62 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% JN153051.1
L5N63 Neurospora 100% 0.0 100% AY681194.1
tetrasperma
L5N67 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
L5N71 D':‘C‘?]?;tihe 100% 0.0 100% KR812222.1
L5N72  Diaporthe sp. 100% 00 100% IX436799.1
L5N73 Diaporthe 100% 0.0 100% KM979859.1
phaseolorum
L5N74 Co"elffgirr']‘i:h“m 100% 0.0 100% IN943454.1
L5N75  Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
L5N76 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
L5N77 Neurospora 100% 0.0 100% AY681194.1
tetrasperma
Lsn7g  Colletotrichum 100% 0.0 100% KT215297.1
acutatum
L5N79 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% EU002915.1
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Tabla 5.

.../... Continuacion

Cadigo del Hongo Porcentajede  Valo Porcentaje de Acceso a
aislado identificado Cobertura rE identidad Genbank
L5N80 Colletotrichum sp. 100% 0.0 100% KC512139.1
L5N84 Diaporthe schini 100% 0.0 100% KR812222.1
L5N85 Diaporthe schini 100% 0.0 100% KR812222.1

Phomopsis 0 0
L5N87 asparagi 100% 0.0 100% KR812246.1
L5N88 Xylaria berteri 100% 0.0 100% JQ936295.1
L5N89 Diaporthe schini 100% 0.0 100% KR812222.1
L5N90 Cok')'etF’t”Ch“m 100% 0.0 100% 1X436792.1
oninense
L5N91 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% JN153055.1
Phomopsis 0 0
L5N92 asparagi 100% 0.0 100% KR812246.1
L5N94 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
L5N95 Xylaria berteri 100% 0.0 100% JQ936295.1
L5N97 Co”facgirr:fh“m 100% 0.0 100% 1Q936134.1
Diaporthe 0 0
L5N99 nhaseolorum 100% 0.0 100% JQ936148.1
L5N101 Nemania diffusa 100% 0.0 100% AB625422.1
L5N102 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% EU002915.1
L5N104 Phomopsis 100% 0.0 100% KR812246.1
asparagi
L5N105 Xylaria berteri 100% 0.0 100% KP133344.1
L5N106 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% AF102999.1
L5N108 Diaporthe schini 100% 0.0 100% KR812222.1
L5N110 CO”‘?LOF}irr']‘i’h“m 100% 0.0 100% IN943454.1
Trichoderma 0 0
L5N113 asperellum 100% 0.0 100% KR995118.1
Colletotrichum 0 0
L5N114 gloeosporioides 100% 0.0 100% AJ301907.1
L5N115 Diaporthe sp. 100% 0.0 100% FJ799938.1
Lsni1y  colletotrichum 100% 0.0 100% KT215297.1

acutatum
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Tabla 5.

.../... Continuacion

Cadigo del Hongo Porcentajede  Valor  Porcentaje Acceso a
aislado identificado Cobertura E de identidad Genbank
L5N118 Co"?h‘;tirr']fh“m 100% 0.0 100% IN943454.1
L5N119 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% JN153055.1
LsNipg  Colletotrichum 100% 0.0 100% KT215297.1

acutatum
L5N122 Diaporthe schini 100% 0.0 100% KR812222.1
L5N126 Diaporthe melonis 100% 0.0 100% NR_103700.1
L5N127 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
L5N128 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
L5N130 Nigrospora oryzae 100% 0.0 100% EU272488.1
L5N131 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
L5N133 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
L5N134 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
L5N135 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
Diaporthe 0 0
L5N136 phaseolorum 100% 0.0 100% AF001020.2
Colletotrichum 0 0
L5N137 gloeosporioides 100% 0.0 100% AJ301907.1
L5N138 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
L5N139 Epicoccum 100% 0.0 100% KM507776.1
sorghinum
Colletotrichum
L5N140 kahawae subsp. 100% 0.0 100% NR_120138.1
ciggaro
L5N142 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
L5N143 Diaporthe 100% 0.0 100% JF430489.1
phaseolorum
L5N144 Xylaria berteri 100% 0.0 100% GU324749.1
L5N145 Nigrospora oryzae 100% 0.0 100% EU272488.1
Phomopsis 0 0
L5N146 asparagi 100% 0.0 100% KR812246.1
L5N147 Neurospora 100% 0.0 100% AY681194.1
tetrasperma
L5N148 Trichoderma 100% 0.0 100% KF815050.1
asperellum
L5N150 Diaporthe schini 100% 0.0 100% KR812222.1
L5N151 Diaporthe melonis 100% 0.0 100% NR_103700.1
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Tabla 5.

.../... Continuacion

Cadigo del Hongo Porcentaje de Valor E Porcentaje de Acceso a
aislado identificado Cobertura identidad Genbank
Colletotrichum 0 0
L5N152 boninense 100% 0.0 100% JX010292.1
Colletotrichum 0 0
L5N153 boninense 100% 0.0 100% JX436792.1
LsNisa  Colletotrichum 100% 0.0 100% IX258722.1
gloeosporioides
L5N155 Co"elfj%tirr:fh”m 100% 0.0 100% 3Q936134.1
Colletotrichum 0 0
L5N157 boninense 100% 0.0 100% JX258799.1
L5N158 Co"‘ihcgirr']fh”m 100% 0.0 100% IN943454.1
L5N159 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% DQ480356.1
Colletotrichum 0 0
L5N161 nicotianae 100% 0.0 100% HG798903.1
Diaporthe 0 0
L5N162 phaseolorum 100% 0.0 100% KM979794.1
L5N163 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
Neurospora 0 0
L5N165 tetrasperma 100% 0.0 100% AY681194.1
L5N171 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% KM979820.1
L5N172  Diaporthe schini 100% 0.0 100% KR812222.1
L5N174 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
L5N176 Xylaria sp. 100% 0.0 100% KP689111.1
L5N177 Xylaria berteri 100% 0.0 100% JQ936295.1
L5N181 Xylaria berteri 100% 0.0 100% JQ936295.1
Diaporthe 0 0
L5N182 paranensis 100% 0.0 100% NR_111857.1
L5N185 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% EU002915.1
Tabla 66.
Hongos aislados de lesiones foliares de la planta de naranjilla en Jimbiloma- Morona
Santiago.
Cadigo del Hongo Porcg:taje Valor E Porcg:taje Acceso a
aislado identificado Cobertura identidad GenBank
L6N3 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% JN153067.1
L6N5 Diaporthe schini 100% 0.0 100% KR812222.1
L6N7 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
L6N8 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% JN153051.1
L6N10 Phomopsis 100% 0.0 100%  KR812246.1
asparagi
L6N16 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% JN153051.1
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Tabla 6.

.../... Continuacion

Cadigo del Hongo Porcentajede  Valor Porcentajede  Acceso a
aislado identificado Cobertura E identidad GenBank
L6N17 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% JN1513051'

Colletotrichum 0 0 JX258761.
L6N20 gloeosporioides 100% 0.0 100% 1
L6N21 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC3413051
L6N22  Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC3413051
L6N23  Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC3413051
L6N25 Neurospora 100% 0.0 100% AY681194
tetrasperma A
L6N26  Phomopsis sp. 100% 0.0 100% JN1513051'
Diaporthe 0 0 NR_11186
LON28  terebinthifolii 100% 00 100% 2.1
Tabla 7.
Hongos aislados de lesiones foliares de la planta de naranjilla en la via a Macas.

Cadigo del Hongo Porcggtaje Valor E Porc(;:gtaje Acceso a
aislado identificado Cobertura identidad GenBank
L7N25 Diaporthe citri 100% 0.0 100% KC343051.1
L7ng7  Colletotrichum 100% 0.0 100% IX258761.1

gloeosporioides
L7N2g  Fnomaexigua g5 0.0 100%  EU343168.1
var. exigua
L7N33 Xylaria sp. 100% 0.0 100% JQ341069.1
L7N35 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% DQ872669.1
L7N36 Xylaria berteri 100% 0.0 100% JQ936294.1
L7N37 Co"elffgirr']‘i:h“m 100% 0.0 100%  JN943454.1
L7nsg  Cofetonchum o004 0.0 100%  JX436792.1
oninense
L7N39 Xylaria sp. 100% 0.0 100% JQ341069.1
L7N40 Diaporthe sp. 100% 0.0 100% FJ799938.1
L7N41 Phomopsis sp. 100% 0.0 100% DQ872669.1

Segun investigaciones llevadas a cabo, en el Ecuador se identificaron solo

morfolégicamente hongos que atacan a la naranjilla como Fusarium sp., Colletotrichum sp.,

C. gleosporioides, Phoma sp., Phytophthora infestans, Rhizoctonia solani, Alternaria sp.,
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Sclerotinia scleroteorum, Septoria solanicola, Botrytis cinerea, Gloesporium sp.,
Cladosporium sp. y Cercospora sp. (Angulo, 2006; 1ICA, 2011; INIAP, 2000; Miranda,
2012; Quinchia y Cabrera, 2006; Revelo et al., 2010; Solagro, 2006; Tipanluisa, 2011).

Los 29 hongos identificados a nivel de especie corresponden al phylum Ascomycota,
de los cuales son citados en la web por primera vez en el pais: Colletotrichum sp., C.
acutatum, C. boninense, C. fructicola, C. gloeosporioides, C. karstii, C. kahawae subsp.
ciggaro, C. lupini, C. nicotianae, Diaporthe sp., D. citri, D. melonis, D. schini, D.
paranensis, D. phaseolorum, D. terebinthifolii, Epicoccum sorghinum, Nemania diffusa,
Neurospora sp., N. tetrasperma, Nigrospora sp., N. oryzae, Phomopsis sp., P. asparagi,
Phoma exigua var. exigua, Stagonosporopsis cucurbitacearum, Trichoderma asperellum,

Xylaria sp. y X. berteri.

Los hongos identificados como Colletotrichum sp. y Phoma exigua var. exigua son
los Unicos que concuerdan con las identificaciones morfoldgicas anteriormente realizadas en
el Ecuador de hongos fitopatdgenos asociados a la planta de naranjilla (INIAP, 2000;
Miranda, 2012; Tipanluisa, 2011).

Los hongos fitopatdgenos del género Colletotricum sp. se caracterizan por causar
graves enfermedades en las plantas. Sin embargo, son considerados también como endéfitos
al estar en plantas sanas o como sapréfitos, por encontrarse en material vegetal en
descomposicion (Photita, Taylor, Ford, Hyde y Lumyong, 2005). Por otro lado, Phoma
exigua var. exigua se caracteriza por ser un fitopatégeno oportunista con una amplia gama
de huéspedes (Evidente, Andolfi y Cimmino, 2011). Asimismo, varias especies de Phoma
han sido consideradas como agentes micoherbicidas para el control bioldgico de malezas, al
producir metabolitos con propiedades antibacterianas y antimicoticas (Alvarez et al., 2005;
Evidente et al., 2011).

Las especies de Diaporthe y Phomopsis identificados en este estudio son reportados
en la literatura como fitopatogenas, enddfitas o saprofitas, se encuentran en un amplio rango
de hospederos y ampliamente distribuidos (Gomes et al., 2013; Wang et al., 2013). Las
especies reconocidas como hongos endofitos, ademas de ser reconocidas por producir
enzimas de interés, antibidticos o anticancerigenos como metabolitos secundarios, pueden

actuar como bioherbicidas y antagonistas (Gomes et al., 2013; Prada et al., 2009).
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Las especies del género Epicoccum son consideradas como saprofitas dentro de la
naturaleza, asi como colonizadoras de plantas que permanecen como endofitas en ellas
(Nighat et al., 2016). Ademas, son importantes por la produccion de metabolitos secundarios
con propiedades antibacterianas (Kalinak, Baratova, Gallova, OndruSova y Hudecovd,
2013).

Las especies de Neurospora se encuentran en vegetacion quemada y son
identificados como organismos para modelos experimentales por su facil manipulacion,
requerimientos nutricionales simples, crecimiento rapido por el desarrollo de su ciclo sexual,
entre otros (Borkovich et al., 2004; Priatni, 2014; Raju, 2009). Ademas, son consideradas
como recursos potenciales para la produccién de carotenoides necesarios para colorantes de

comida y cosmeticos (Priatni, 2014).

Las especies de Nigrospora se distinguen por ser endéfitos frecuentes en plantas y se
las ha seleccionado por su fuerte actividad antifungica (Pawle y Singh, 2014; Zhao, Zhang,
Wang, Wang y Zhang, 2012). Por otro lado, N. oryzae es identificada como un hongo con
potencial biotecnoldgico por la produccién de metabolitos secundarios como nigrosporinas

antibacterianas (Tanaka, Fukushima, Tsujino y Fujimori, 1997; Zhao et al., 2012).

Los hongos del género Nemania se caracterizan por ser patégenos asociados a plantas
y causar enfermedades graves (Narayan et al., 2014). Las especies de Stagonosporopsis son
reconocidas por ser serios patdgenos, que atacan principalmente a las partes aéreas de las
plantas (Gruyter et al., 2012).

Trichoderma asperellum es un hongo filamentoso del suelo, usado ampliamente en
el mundo como un agente muy eficiente para el control de diversos fitopatégenos (Hoyos,
Jaramillo y Orduz, 2008; Liu et al., 2010), ademas de ayudar a la activacién de las defensas
de las plantas por medio de moléculas de sefializacién (Harman, 2006; Liu et al., 2010).

Las especies del género Xylaria generalmente son hongos enddfitos y saprofitos, ya
que viven sin causar dafio aparente, pero cuando la planta comienza a envejecer, estos
descomponen la celulosa y lignina de la planta (Davis, Franklin, Shaw y Vilgalys, 2003;
Rodrigues, Leuchtmann y Petrini, 1993). Estudios realizados han determinado que estos
hongos son capaces de brindar proteccion a su hospedador contra ataque de cualquier otro
patogeno, asi como de producir masivamente metabolitos activos con actividad antifngica

(Mogoll6n, Moreno, lturriaga y Taddei, 2013). Por otro lado, este género también se
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caracteriza por la produccion de griseofulvina como tratamiento de infecciones de la piel o
enfermedades malignas e inflamatorias en humanos, asi como para tratar enfermedades

causadas por fitopatogenos (Park et al., 2005).

Al analizar en conjunto todos los hongos encontrados en este estudio y apoyados en
la literatura consultada se determind que la mayoria de aislados corresponden a hongos
endofitos del phylum Ascomycota. Davis et al. (2003), en su estudio manifiesta que la
mayoria de hongos endéfitos que pertenecen al phylum Ascomycota poseen gran potencial
biotecnoldgico.

Se habla de enddéfitos cuando las defensas de la planta junto con los factores de
virulencia de los hongos se encuentran en equilibrio. Lo contrario se produce en el caso de
que el hospedero se encuentre en un estado de envejecimiento o estrés y las condiciones
favorezcan que el hongo se exprese como un patdgeno, provocando sintomas en la planta
(Sanchez-Fernandez et al., 2013). De esta manera, se establece que algunos hongos endéfitos
pueden ser patdgenos latentes. Por esto se recomienda realizar pruebas de patogenicidad para
determinar si los hongos aislados representan algun problema para la planta de naranjilla en

futuros estudios (Photita, Lumyong, Lymyong, McKenzie y Hyde, 2004).

4.5 Diversidad de hongos asociados a lesiones foliares de naranjilla
Los datos de los 29 hongos identificados fueron ingresados en el programa PAST,
dependiendo el nimero de géneros y/o especies presentes 0 ausentes en cada una de las
localidades anteriormente nombradas (Tabla 8), donde cero (0) representa la ausencia del

microorganismo en dicha localidad.

Tabla 7.
Hongos identificados organizados por localidad y numero de géneros y/o especies
encontradas (abundancias), analizados mediante el programa PAST por sitio muestreado.

. - Viaa Via a
Hongos identificados Napo Orellana Pastaza Morona Macas
Colletotrichum sp. 0 0 3 0 0

C.acutatum 0 0 3 0 0

C. boninense 2 1 7 0 1

C. fructicola 0 0 1 0 0

C. gloeosporioides 0 0 3 1 1
C. karstii 0 0 3 0 0
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Tabla 8.

.../... Continuacion

. . Vi Vi
Hongos identificados Napo Orelellaila Pastaza Morona Mai:.ls

C. kahawae subsp. ciggaro 0 0 5 0 0

C. lupini 0 0 9 0 1

C. nicotianae 0 0 2 0 0

Diaporthe sp. 1 0 5 0 1

D. citri 1 1 15 4 1

D. melonis 0 0 4 0 0

D. schini 1 0 10 1 0

D. paranensis 0 0 1 0 0

D. phaseolorum 0 0 6 0 0

D. terebinthifolii 0 0 1 1 0

Epicoccum sorghinum 0 0 1 0 0

Nemania diffusa 0 0 1 0 0

Neurospora sp. 0 0 1 0 0

N. tetrasperma 2 1 5 1 0

Nigrospora sp. 0 0 1 0 0

N. oryzae 0 0 3 0 0

Phomopsis sp. 0 0 10 5 2

P. asparagi 0 0 5 1 0

Phoma exigua var. exigua 0 0 0 0 1

Stagonosporopsis 0 0 1 0 0
cucurbitacearum

Trichoderma asperellum 0 0 3 0 0

Xylaria sp. 0 0 1 0 2

X. berteri 0 1 10 0 1

Mediante el programa PAST, se calculé la cantidad de taxa e individuos, asi como la
dominancia y los indices de Shannon, Simpson y Pielou modificado (Tabla 9).

Tabla 9.

Datos de la diversidad obtenidos mediante el programa PAST.

Napo Viaa Pastaza Morona Via a Macas
Orellana
Taxa (S) 5 4 28 7 9
Individuos 7 4 120 14 11
Dominancia (D) 0,22 0,25 0,06 0,23 0,12
I. Simpson (1-D) 0,78 0,75 0,93 0,76 0,87
I. Shannon (H) 1,55 1,38 3,02 1,66 2,14
Equidad (e" H/S) 0,94 1 0,73 0,75 0,95
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4.5.1 Distribucién de la abundancia de especies y de individuos

en las localidades de la region Amazonica.
Con base en la Tabla 9, la Figura 7 presenta el porcentaje de especies o taxas encontradas
por localidades en la region Amazénica. Se considera a Pindo Mirador-Pastaza, localidad
que agrupa el 97% de especies, como la localidad que posee la mayor abundancia especie-
especifica, mientras que la localidad de Loreto-via a Orellana que abarca el 14% de especies,

como la localidad de menor abundancia.

® Especies
97%

Napo Via Orell
la Oretlana Pastaza
Morona

Via aMacas
Figura 7. Riqueza de especies por localidades de la region Amazonica, en términos de presencia de
especies frente al total de especies identificadas en el estudio.

Asi mismo, la Figura 8 indica el porcentaje de la abundancia de individuos (aislados o
numero de hongos independientemente de su especie) obtenidos por localidades en la region
Amazonica, en donde Pindo Mirador-Pastaza con 77% se considera como la localidad que
posee la mayor abundancia de individuos de la region, mientras que la localidad de Loreto-
via a Orellana con 3% es la localidad con menor abundancia en términos de nimero de

individuos.

Individuos

77%

o ...
Via Orellana Pastaza
Morona ;
Via a
Macas

Figura 8. Abundancia de individuos por localidad de la region Amazonica frente al total de
invididuos encontrados en el estudio.
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Segun los resultados obtenidos en la Figura 7 y 8, la localidad de Pindo Mirador-
Pastaza posee la mayor abundancia de especies e individuos, mientras que la localidad de
Loreto- via a Orellana se muestra como la menos abundante. Sin embargo, es muy
importante cuestionar que este resultado no puede ser tomado como una afirmacion, debido
a que justamente en esta localidad es donde se recolect6 el mayor nimero de muestras (20
hojas) y por ende el mayor numero de individuos o aislados (120 hongos) en comparacion
con las demas localidades. En el caso de que se hubiera hecho el anélisis con el mismo
tamafo de muestra en todas las localidades estudiadas, y Pindo Mirador- Pastaza hubiera
resultado como la més abundante en cuanto a especies e individuos, se podria deducir que
posiblemente es porque se encuentra ubicada en un area que permite el desarrollo y la
asociacion de diversos nichos ecoldgicos, ademas de estar en una provincia que se destaca

por tener un historial de cultivos de naranjilla (Caicedo, 2014; Revelo et al., 2010).

4.5.2 Distribucion de la riqueza de especies y abundancia por

localidad muestreada en la region Amazonica
En la Figura 9, se observa que existe un total de cinco especies en siete aislados de la
localidad Cosanga-Napo. Las especies mas representativas fueron N. tetrasperma y

Colletorichum boninse con un 29%.

Figura 9. Rigueza de especies, porcentaje y abundancia en la localidad de Cosanga-Napo.
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En la Figura 10, se encontraron cuatro especies en cuatro aislados de la localidad de
Loreto-Via Orellana. Los hongos identificados presentan la misma abundancia, siendo todos

representativos para la localidad.

Figura 10. Riqueza de especies, porcentaje y abundancia de la localidad de Loreto-Via a Orellana.

En la Figura 11, se obtuvieron veintiocho especies en cientoveinte aislados de la
localidad Pindo Mirador-Pastaza, de los cuales las especies méas abundantes corresponden a

C. lupini, D. schini, Phomopsis sp. y X. berteri con 8% cada una y Diaporthe citri con 13%.

C. boninense C. kahawae subsp.

Otros .
ciggaro

24%

Diaporthe sp.

5 (4%)
X. berteri -
10 (8%) D. citri
15 (13%)
P. asparag D. melonis
5 (4%) 4 (3%)
Phomopsis sp. o
10 (8%) N. tetrasperma D. phaseolorum D. schini

5 (4%) 6 (5%) 10 (8%)

Figura 11. Riqueza de especies, porcentaje y abundancia de la localidad de Pindo Mirador-
Pastaza.
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En la Figura 12, se encontraron siete especies en catorce aislados obtenidos en la
localidad de Jimbiloma-Morona Santiago, de los cuales los mas abundantes y representativos

corresponden a D. citri con un 29% y Phomopsis sp. con un 36%.

. C. boninense
X. berteri 1 (9%)

1 (9%)
I

C. gloeosporioides
1 (9%)

Xylaria sp.
2 (18%)

C. lupini
1 (9%)

| Diaporthe sp.

Phoma exigua_~ 1 (9%)
var. exigua
1 (9%)
. D. citri
Phomopsis sp. 1 (g:;or )I

2 (19%)

Figura 12. Riqueza de especies, porcentaje y abundancia de la localidad de Jimbiloma- Morona
Santiago.

En la Figura 13, se encontraron nueve especies en once aislados realizados en la
localidad via a Macas, de los cuales las especies méas abundantes corresponden a Xylaria sp,

y a Phomopsis sp. con 18 y19%, respectivamente.

C. gloeosporioides

P. asparagi... 1 (7%)

D. citri
4 (29%)

Phomopsis sp.
5 (36%)

D. schini
1 (7%)

N. tetrasperma D. terebinthifolii
1 (7%) 1 (7%)

Figura 13. Riqueza de especies, porcentaje y abundancia en la localidad via a Macas.
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En Ecuador, no se han reportado aun estudios especificos acerca de la diversidad de
hongos presentes en las hojas de los cultivos de naranjilla. Sin embargo, INIAP (2000); Rogg
(2000), Revelo y Sandoval (2003), Contreras (2006), Angulo (2006); Solagro (2006),
Quinchia y Cabrera (2006), Revelo et al. (2010), Molina (2010) e 1ICA (2011), establecen
que los hongos fitopatdgenos mas notables dentro de este cultivo son Fusarium sp.,
Rhizoctonia solani, Scletorotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, Phoma sp.,
Colletotrichum spp., Gloesporium sp., Phytophthora sp. Alternaria sp., Septoria solanicola,

Cladosporium sp, Botrytis sp. y Cercospora sp.

Sin embargo, gracias al analisis molecular se puede reportar la presencia de nuevos
géneros y especies de hongos que se encuentran asociados a las plantas de naranjilla como
Neurospora sp., Epicoccum sorghinum, Nemania diffusa, Trichoderma asperellum, Xylaria

sp., Phomopsis sp. y Stagonosporopsis cucurbitacearum.

Dentro del género Colletotrichum se han identificado especies como C. boninense,
C. lupini, C. kahawae subsp. ciggaro, C. acutatum, C. gloeosporioides, C. karstii, C.
fructicolay C. nicotianae. Dentro del género Diaporthe se han reconocido D. schini, D. citri,
D. paranensis, D. terebinthifolii y D. melonis. Por otro lado, en este estudio Diaporthe citri,

es la Unica especie presente en las cinco localidades monitoreadas.

Este estudio reporta hongos que se encuentran asociados a lesiones foliares de la
naranjilla, cuya informacion servird de base para futuros estudios que puedan permitir
reconocer e investigar el rol que cumplen estos microorganismos en la planta huésped,

sintomatica o asintomatica y determinar los beneficios biotecnoldgicos que pueden ofrecer.

4.5.3 Indice de dominancia, diversidad y equidad

Los analisis de diversidad obtenidos con el programa PAST que se pueden visualizar en
la tabla 9, sefialan con un valor de 0.06 a Pindo Mirador- Pastaza, como una localidad con
una baja homogeneidad en la distribucion de taxa dentro de cada localidad debido a que
algunos de los taxa dominan sobre los demas, respecto a su abundancia. Por otra parte, la
localidad de Loreto- Orellana se caracteriz6 por una alta dominancia con un valor de 0.25,
pero esto se debe a la cantidad de géneros y especies ausentes en dicha localidad. De acuerdo
al indice de Simpson, la localidad de Pindo Mirador, con un valor de 0.93, presentd una
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mayor diversidad de géneros y especies, ya que no hay una equidad en la distribucion de los
taxa. En el indice de Shannon, en la localidad de Pindo Mirador no existio una distribucién
de taxa homogeénea y sus valores sobrepasaban a 1; asi que el indice de Pilou establecio
condiciones de equidad (entre 0 y 1) dada por la dominancia, en la que establece a Loreto-
Viaa Orellana como una localidad equitativa por la ausencia de una gran cantidad de géneros
y especies, y a la localidad de Pindo Mirador con una localidad muy diversa.

Sin embargo, se debe considerar que los resultados obtenidos en cuanto a la presencia de
una mayor diversidad en la localidad de Pindo Mirador, no pueden ser afirmados en su
totalidad debido a que el muestreo no fue equiparable con el resto de localidades. Si hubiese
sido el caso en el que se aseguraba el tener el minimo tamafio de muestras en todas las
localidades, los resultados encontrados posiblemente hubieran sido similares a esta o, de
haber sido diferentes, habria mayor sustento para que este estudio en cuanto a la diversidad
pueda ser aseverado.

4.5.4 Andlisis de escalamiento multidimensional

Para este analisis se utilizo el indice de distancia de Bray Curtis. La Figura 14
representa la diferencia en cuanto a la distancia a la que se encuentran cada una de las
localidades monitoreadas en el plano, en funcion de la composicion de especies o taxa. La
composicion se encuentra representada por el conjunto de todos los 29 géneros y especies
identificados en esta investigacion. En la Figura 14, las localidades de Cosanga- Napo y
Loreto- via a Orellana se encuentran muy cercanas, debido a que tienen una composicion de
géneros y especies similares. Sin embargo, en cuanto a la distancia en el plano, no sucede lo
mismo con Jimbiloma- Morona Santiago, Pindo Mirador- Pastaza y la via a Macas. Pindo
Mirador al estar totalmente separada del resto de localidades, se establece como la localidad
mas diferente en cuanto a la composicion de géneros y especies. Sin embargo, este resultado
se encuentra sesgado y no puede afirmarse con certeza ya que el mayor esfuerzo de muestreo

realizado fue en esta localidad.

Por otro lado, el valor obtenido del stress fue de O, orientado a una perfecta

representacion de la Figura 14 y catalogado como perfecto por Kruskal (1964).
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Figura 14. Andlisis multivariado (NMDS) por medio del indice de Bray Curtis de los sitios
diferenciados en funcién de la composicién de especies encontradas en cada una de las localidades
de la region Amazénica.

4.5.5 Anélisis Simper

Las principales especies que contribuyen a la diferenciacion de cada una de las
localidades son Phomopsis sp. con 15,44% y Diaporthe citri con 11,42 %. Les siguen D.
schini y X. berteri con 7,29%, C. boninense con 7,09%, N. tetrasperma con 6,51%, C. lupini
con 5,88% y Diaporthe sp. con 5,22% (Tabla 10). Las contribuciones que tienen las demas
especies son muy bajas, debido a que éstas no se encuentran presentes en todas las
localidades. No obstante, no se puede confirmar plenamente este resultado debido al déficit
de muestreo del estudio en las localidades de Cosanga- Napo, Loreto- via a Orellana y
Jimbiloma-Morona Santiago.

La tabla 10, ha sido interpretada de tal manera en la que se ha ido determinando el
porcentaje de contribucion, en cuanto a la presencia 0 ausencia, que tiene cada genero y
especie (identificadas en el estudio) en cada una de las localidades monitoreadas. Como se

observa en la Tabla 10, Phomopsis sp. tiene mayor presencia en la localidad de Pindo
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Mirador-Pastaza y poca en la localidad de la via a Macas; sin embargo, esta ausente en
Cosanga- Napo y Loreto- via a Orellana. Diaporthe citri se encuentra presente en la localidad
de Pindo Mirador-Pastaza y en Jimbioloma-Morona Santiago, pero su presencia es escasa
en Cosanga-Napo, Loreto-viaa Orellanay en la via a Macas. D. schini abunda en la localidad
de Pindo Mirador-Pastaza, escasea en Cosanga-Napo y Jimbiloma-Morona Santiago; y esta
ausente en Loreto-via a Orellana y via a Macas. X. berteri se presenta en la localidad de
Pindo Mirador-Pastaza, muy poco en Loreto-via a Orellana y en la via a Macas; y se ausenta
en Cosanga-Napo y Jimbiloma-Morona Santiago. C. boninense es caracteristica de la
localidad de Pindo Mirador- Pastaza; sin embargo, también habita en Cosanga- Napo,
Loreto-via a Orellana y en la via a Macas; y no fue detectada en Jimbiloma- Morona
Santiago. N. tetrasperma esta en la localidad de Pindo Mirador-Pastaza, en menor medida
en Cosanga-Napo, Loreto-via a Orellana y Jimbiloma-Morona Santiago; y se ausenta en la
via a Macas. C. lupini se encuentra presente en la localidad de Pindo Mirador-Pastaza, muy
poco en la via a Macas; y no estd en Cosanga-Napo, Loreto-via a Orellana y Jimbiloma-
Morona Santiago. Diaporthe sp. se encontro en la localidad de Pindo Mirador-Pastaza, fue
escasa en Cosanga- Napo y via a Macas; y no se detecté en Loreto-via a Orellana y

Jimbiloma-Morona Santiago.

No obstante, se debe insistir que los resultados obtenidos en cuanto a las especies que
mas contribuyen a la diferenciacion de las localidades estudiadas no pueden afirmarse

debido a que existio un mayor muestreo en la localidad de Pindo Mirador- Pastaza.

Tabla 10.
Anélisis Simper de la contribucion de las especies o taxa en cada una de las localidades.

% Via Morona

Taxon Contribucion Napo Orellana Pastaza Santiago Via a Macas
Phomopsis sp. 15,44 0 0 10 5 2
D. citri 11,42 1 1 15 4 1
D. schini 7,29 1 0 10 1 0
X. berteri 7,28 0 1 10 0 1
C. boninense 7,09 2 1 7 0 1
N. tetrasperma 6,51 2 1 5 1 0
C. lupini 5,88 0 0 9 0 1
Diaporthe sp. 5,22 1 0 5 0 1
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Tabla 11.
.../... Continuacion

Taxon Con tr(ﬁc;uci()n Napo Orglil:na Pastaza é\g 2[&%% Via a Macas

Xylaria sp. 4,82 0 0 1 0 2

C. gloeosporioides 4,12 0 0 3 1 1

P. asparagi 3,94 0 0 5 1 0

D. phaseolorum 2,53 0 0 6 0 0

Phoma_gxigua var. 2.30 0 0 0 0 1
exigua

D. terebinthifolii 2,26 0 0 1 1 0

C. kah_awae subsp. 211 0 0 5 0 0
iggaro

D. melonis 1,68 0 0 4 0 0

Wm0 o s 0o

C. karstii 1,26 0 0 3 0 0

N. oryzae 1,26 0 0 3 0 0

Colletotrichum sp. 1,26 0 0 3 0 0

C. acutatum 1,26 0 0 3 0 0

C. nicotianae 0,84 0 0 2 0 0

D. paranensis 0,42 0 0 1 0 0

cucurbitacearom 042 0 0 : 0 0

Nigrospora sp. 0,42 0 0 1 0 0

Neurospora sp. 0,42 0 0 1 0 0

Nemania diffusa 0,42 0 0 1 0 0

Epicoccum sorghinum 0,42 0 0 1 0 0

C. fructicola 0,42 0 0 1 0 0

4.6 Analisis filogenético de hongos asociados a lesiones foliares de la

planta de naranjilla

La topologia del arbol filogenético obtenido por el método de Neighbor-Joining, en
base a la region ITS de los hongos asociados a lesiones foliares de la planta de naranjilla,
revel6 la formacion de tres ramificaciones principales con seis grupos. Ademas, el arbol
demostro ser significativo y robusto, al tener valores de bootstrap superiores o iguales a 70
sobre cada una de las ramas obtenidas (Hills y Bull, 1993), ademas de delimitar siete grupos
con un alto soporte estadistico que fueron asociados en base al orden del linaje encontrado
en el NCBI (2016) (Figuras 15y 16).
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Las Figuras 15 y 16 presentan la primera ramificacion que esta constituida por
Pythium sylvaticum, como grupo externo. En la segunda ramificacion se agrupan géneros de
la clase de los Dothideomycetes, mientras que en la tercera ramificacion se agrupan géneros
de la clase de los Sordariomycetes (NCBI, 2016). La segunda y tercera ramificacion
presentaron un soporte de 100% Yy todos sus individuos pertenecen al phylum Ascomycota.
Esta division de clases en filogenia se encuentra explicita en el estudio de Shenoy, Jeewon,
Wu, Bhat y Hyde (2006). La principal diferencia que existe entre estas dos clases es que los
Dothideomycetes se caracterizan por la formacion de un ascostroma o pseudotecio como
cuerpo fructifero con ascos bitunicados (Hyde et al., 2013; Jones, Hyde y Pang, 2014),
mientras que los Sordariomycetes se caracterizan por formar peritecios con ascos

unitunicados inoperculados (ver anexo 5) (Zhang et al, 2006; Jones y Pang, 2012).

Como se menciond anteriormente, siete son los grupos con alto soporte estadistico
que se consiguieron mediante el analisis filogenético Neighbor-Joining: los tres primeros
sustentados en un 100%, el cuarto con 99,9%, el quinto y el sexto con 95,4% y el Gltimo con
90,6%. Asimismo, se debe aclarar que el primer grupo pertenece a la clase de los
Dothideomycetes y el segundo, el tercer, el cuarto, el quinto y el sexto grupo corresponden

a la clase de los Sordariomycetes (Figuras 15 y 16).

En la Figura 16, el primer grupo establecido se encuentra dentro del orden de los
Pleosporales y esta constituido por las especies Stagonosporopsis cucurbitacearum, Phoma
exigua var. exigua y Epicoccum sorghinum. Sin embargo, se debe sefialar que Phoma es el
estado anamorfo de Stagonosporopsis y también el sinénimo de Epicoccum (Mycobank,
2016; NCBI, 2016). Las relaciones intimamente estrechas de estos géneros son reconocidos
también en los estudios de Aveskamp, Gruyter, Woudenberg, Verkley y Crous (2010) y
Cornejo (2013). El segundo grupo pertenece al orden los Sordariales y esta representado por
Neurospora sp. y Neurospora tetrasperma. Dentro del tercer grupo esta Tricoderma
asperellum que pertenece al orden de los Hypocreales. La cuarta agrupacion asocio a los
hongos pertenecientes al género Colletotrichum: Colletotrichum sp., C. gloesporioides, C.
acutatum, C. lupini, C. fructicola, C. kahawae subs. ciggaro, C. boninse, C. karstii y C.
nicotianae que se ubican en el orden de los Glomerellales. El quinto grupo retne al orden
de los Trichosphaeriales con Nigrospora sp. y Nigrospora oryzae; mientras que el sexto
grupo de los Xylariales incluye a Xylaria sp., Xylaria berteri y Nemania diffusa,
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considerando una relacién intima que ha sido identificada en estudios de Jones et al. (2014)
y Habibi, Banihashemi y Mostowfizadeh-Ghalamfarsa (2015). Finalmente, el séptimo
grupo, relaciond a las especies de Diaphorte sp., D. paranencis, D. melonis, D. schini, D.
terebinthifoli, D. phaseolorum, D. citri, Phomopsis sp. y P. asparagi. Estos hongos han
demostrado estar intimamente relacionados, debido a que el género Phomopsis es el estado
asexual del género Diaporthe (Udayanga et al, 2012). Ademas, esta relacion es reportada en
estudios como los de Santos, Correia y Phillips (2010) y de Gomes et al. (2013). Cabe
destacar que la diferencia de todos los érdenes que se sefialan en el arbol radica en sus

cuerpos fructiferos y ascos (McLaughlin y Spatafora, 2000).

Es importante determinar que en este arbol se evidencié un nodo sin bifurcacion en
la segunda ramificacion principal (Figuras 15 y 16), conocido como politomia, esto se dio
posiblemente a que el numero de repeticiones establecidas no pudo otorgar la informacién
necesaria para inferir en la filogenia final (Garlant y Diaz-Uriarte, 1999). Por esta razon, es
recomendable para futuros andlisis una aplicacion conjunta de los métodos de Neighbor-
Joining, maxima parsimonia, maxima verosimilitud e inferencia bayesiana para establecer
si las filogenias proporcionan o no los mismos resultados y asi poder determinar que es

confiable.
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CONCLUSIONES

Se consiguio un total de cuarenta muestras en la region Amazdnica de hojas de
naranjilla con lesiones (cuatro de Cosanga- Napo, cinco de Loreto- via a Orellana,
veinte de Pindo Mirador- Pastaza, seis de Jimbiloma- Morona Santiago y cinco de la
via a Macas), de los cuales se aislaron 156 hongos: siete en Cosanga-Provincia de
Napo, cuatro en Loreto-via a Orellana, ciento veinte en Pindo-Mirador-Pastaza,
catorce en Jimbiloma-Morona Santiago y once en la via a Macas. Sin embargo, se
debe considerar que debido a que los tamafios de las muestras obtenidas en cada
localidad no fueron iguales, los resultados encontrados en lo que respecta al analisis

de biodiversidad no pueden ser totalmente confirmados.

Mediante la secuenciacion del ADN obtenido de los 156 aislados, se logro la
identificacion de 29 hongos a nivel de género y especie con porcentaje de cobertura
e identidad del 100% segun el programa BLAST.

Los 29 hongos identificados pertenecen al phylum Ascomycota, y corresponden a
Colletotrichum sp., C. acutatum, C. boninense, C. fructicola, C. gloeosporioides, C.
karstii, C. kahawae subsp. ciggaro, C. lupini, C. nicotianae, Diaporthe sp., D. citri,
D. melonis, D. schini, D. paranensis, D. phaseolorum, D. terebinthifolii, Epicoccum
sorghinum, Nemania diffusa, Neurospora sp., N. tetrasperma, Nigrospora sp., N.
oryzae, Phomopsis sp., P. asparagi, Phoma exigua var. exigua, Stagonosporopsis
cucurbitacearum, Trichoderma asperellum, Xylaria sp. y X. berteri. Algunos de

éstos han sido citados por primera vez en el pais.

De los hongos aislados e identificados en este estudio, siete son reportados en la
literatura cientifica como enddfitos, considerandolos para potenciales aplicaciones
biotecnoldgicas. Los veinte hongos restantes son reconocidos como saprofitos y

patogenos de plantas.

De las localidades muestreadas, la localidad de Pindo Mirador-Pastaza, se encuentra

representada por una mayor abundancia de individuos y una mayor dominancia de
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especies, de acuerdo a los indices de Shannon, Simpson y Pielou. Sin embargo, estos
resultados se encuentran sesgados debido a que se trata de la localidad con mayor

esfuerzo de muestreo, lo que reduce el impacto de los resultados obtenidos.

% EIl escalamiento multidimensional no métrico (NMDS), medido por el indice de
distancia de Bray Curtis, demostré que las localidades de Cosanga- Napo y Loreto-
via a Orellana son zonas muy parecidas en cuanto a la composicion de especies. El
resto de localidades presentaron una composicion especie-especifica diferente,
principalmente la de Pindo Mirador- Pastaza. Por otro lado, el andlisis Simper
establecié que los géneros y especies como Phomopsis sp. y Diaporthe citri,
contribuyen mayormente a la diferenciacion de las localidades monitoreadas.
Asimismo, las contribuciones que tienen las demas especies son muy bajas, debido a
gue no se encuentran presentes en todas las localidades. No obstante, se debe
considerar que estos resultados no son totalmente confirmados debido a que no se

realizd una toma de muestras equitativa en cada localidad.

% Si se aseguraba tener el minimo tamafio de muestras en todas las localidades, los
resultados encontrados posiblemente hubieran sido similares a los obtenidos o, de
haber sido diferentes, habria mayor sustento para que este estudio en cuanto a la

diversidad pueda ser aseverado.

+ La topologia del arbol filogenético obtenido por el método de Neighbor-Joining
reveld la formacion de tres ramificaciones principales y sietes grupos. Ademas, se
alcanzaron valores de bootstrap superiores o iguales a 70 sobre cada una de las ramas
obtenidas, determinando de esta forma que el arbol obtenido es significativo y

robusto.
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RECOMENDACIONES

++ Para futuras investigaciones de diversidad de hongos en este cultivo, es importante
que se uniformice el nidmero de muestras tomadas por localidad para que los
resultados no se hallen sesgados. Ademas, seria interesante que se tome en cuenta al
resto de la planta (tallo, hojas. Flores y raices), para conocer de forma mas amplia la

ubicacién y la diversidad de hongos que se encuentran en asociacion con el cultivo.

Al ser los hongos endofitos patdgenos latentes, se recomienda realizar en futuros
estudios pruebas de patogenicidad para determinar si los hongos aislados representan

algn problema para la planta de naranjilla.

¢ Llevar a cabo proyectos que demuestren los beneficios de los hongos identificados
en este estudio, en los diferentes campos como: la industria, la agricultura, la

farmacéutica, entre otros.

¢+ Si se desea continuar con la investigacion y se necesita de una identificacion mas
precisa de algunos géneros de hongos, se deberia utilizar técnicas moleculares como
cédigo de barras, otros locus como el LSU (Large subunit) o genes codificadores de

proteinas como la - tubulina.

++ Para futuros andlisis filogenéticos, una aplicacion conjunta de los métodos Neighbor-
Joining, méxima parsimonia, maxima verosimilitud e inferencia bayesiana;
resultarian ser eficaces para determinar que las topologias de los arboles obtenidos
son concordantes y asi poder establecer que la filogenia obtenida es robusta y

confiable.

% Se deberia continuar con la identificacion de los 110 hongos restantes, para
determinar las posibles actividades que cumplen en asociacion con el cultivo de

naranjilla.
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ANEXOS

Anexo 1.

Fotografias de hojas y plantas de naranjilla muestreadas.
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Anexo 2.

Protocolo para extraccion de ADN

El protocolo utilizado fue el recomendado por el fabricante para tejido vegetal

(Promega, 2014). Asi:

Se rasp0 alrededor de 40 mg del micelio de los hongos aislados utilizando un bisturi
estéril y se rompio el tejido con ayuda de un pistilo.

Se afiadio 600 pl de la solucion de lisis nuclear, se mezcld en un vortex y se incubd
a 65°C por quince minutos.

Se afiadio 3 pl de solucion de ARNasa, se mezcld por inversion de cinco minutos y
se procedio a incubar a 37°C por quince minutos. Luego se dejo a cada una de las
muestras por cinco minutos mas a temperatura ambiente.

Se colocd una solucién de precipitacion proteica y se mezclé rapidamente en el
vortex por veinte segundos. Luego se centrifugd a 13.000-16.000 gravedad
(revoluciones por minuto) por 3 minutos. La solucién formé un pellet.

Con mucho cuidado, se removio el sobrenadante con el ADN y se lo transfirid a un
tubo de 1,5 ml con 600 ul de etanol absoluto a temperatura ambiente. Se mezclo
suavemente por inversion hasta que se verifico la formacion de una masa de hebras
de ADN.

Se centrifug6 a 13.000-16.000 gravedad por un minuto y se decanté el sobrenadante.
Para lavar el ADN, se agregd 600 ul de etanol 70 %, se invirtieron los tubos varias
veces Y se centrifug6 a 13.000-16.000 gravedad por un minuto.

Se aspir6 el etanol cuidadosamente con ayuda de una pipeta automatica y se
invirtieron los tubos sobre un papel absorbente donde se dejé secar el pellet por
quince minutos.

Se afiadié 100 pl de solucion de rehidratacion de ADN a 65°C por una hora.

Finalmente, el ADN obtenido se cuantificd, colocando 0,5 ul de agua como blanco y

0,5 pl de cada muestra, por medio del fluoroespectroémetro Nanodrop (Thermo Fisher

Scientific, 2009). EI ADN fue mantenido a -20°C hasta el momento de la amplificacion.
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Anexo 3.

Pureza y concentracion de ADN de los 156 aislamientos de hongos obtenidos de lesiones
foliares de la naranjilla.

Concentracion

Concentracion

Concentracion

Muestra Pureza Muestra Pureza Muestra Pureza
(ng//wl) (ng//w) (ng//w)
1 2,9 1,4 25 4 5,43 49 11,2 2,03
2 13,2 1,77 26 1,8 4,41 50 3,4 4,63
3 20,8 1,61 27 3,7 4,57 51 34,2 2,02
4 1,9 1,88 28 1,5 1,49 52 9,6 2,06
5 1,8 1,5 29 8,3 2,7 53 43,4 1,84
6 5,9 2,05 30 37 1,9 54 9,3 2,29
7 22,6 1,9 31 182,5 1,24 55 3,5 7,55
8 3,5 3,75 32 39,2 1,6 56 21,9 2,1
9 2,9 2,47 33 3 1,77 S7 6,7 3,21
10 6,4 2,24 34 7,4 1,28 58 22,4 1,91
11 1,7 3,36 35 9,8 2,7 59 16,2 1,98
12 13,7 2,37 36 8,6 2,65 60 44,2 1,86
13 3,5 4,47 37 19,3 2,21 61 20,8 2,05
14 4 4,31 38 34,1 2,1 62 3,7 4,02
15 51 1,88 39 2,9 2,3 63 22,6 2,5
16 23,9 1,99 40 18,5 1,9 64 9,1 2,43
17 9,8 2,63 41 29 1,88 65 14,8 2,39
18 66,4 1,8 42 18 1,94 66 6,8 2,45
19 2,7 1,94 43 20,1 1,91 67 4,1 2,92
20 39,8 1,77 44 6,1 3,71 68 13,3 2,16
21 26 1,78 45 102,3 1,34 69 19,4 1,63
22 9,3 2,64 46 18,2 2,14 70 5,2 3,5
23 15,3 1,9 47 34,4 1,74 1 5,3 2,28
24 5,5 3,32 48 6,9 2,08 2 10,5 2,1
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Concentracion

Concentracion

Concentracion

Muestra Pureza Muestra Pureza Muestra Pureza
(ng//ui) (ng//wi) (ng//wl)
3 3,7 4,17 96 4,7 1,83 119 37,2 1,81
74 12,7 1,88 97 1,5 1,29 120 11,7 1,39
75 33,2 1,94 93 16,8 2,23 121 35,3 1,69
6 7 1,65 9 41,2 1,68 122 18 1,74
" 3,4 2,43 100 44,3 1,8 123 32,5 1,58
8 24,7 1,65 101 16,3 2,06 124 7,7 1,68
9 23,9 1,8 102 14,1 2,13 125 10,4 1,8
80 3,5 1,66 103 50,9 1,62 126 34,4 1,8
81 12,1 1,71 104 19,4 1,57 127 7,5 1,15
82 28,6 1,63 105 21,1 1,85 128 2,3 1,62
83 18,3 1,92 106 9,6 1,53 129 1,5 1,7
84 23 1,6 107 5 1,45 130 3,7 1,26
85 7,4 1,55 108 14,3 1,75 131 5,5 1,39
86 22,2 1,69 109 10,8 1,53 132 12,8 1,6
87 1 1,05 110 3,3 1,79 133 19,4 1,82
88 8,7 1,49 111 43 1,42 134 7,3 1,37
89 9,8 1,64 112 36 1,71 135 2,3 1,09
90 51,7 1,75 113 29,5 1,6 136 9,8 1,6
91 2,8 1,3 114 1,2 1,19 137 11,7 1,39
92 4,5 1,42 115 8 1,4 138 44,4 1,84
93 4,6 1,5 116 3,3 1,32 139 6 1,57
94 2,8 1,54 117 12,8 1,6 140 12,6 1,84
95 " 252 118 10 1,62 141 13,3 1,62
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Muestra Concentracion (ng//ul) Pureza

142 13,4 1,64
143 5,6 1,26
144 40,3 1,6

145 22,7 1,63
146 20,2 1,62
147 30,6 1,68
148 32,4 1,78
149 23 1,84
150 48 1,74
151 48,8 1,65
152 10,1 1,74
153 16 1,2

154 17,5 1,81
155 28,6 1,76
156 134,9 1,56

Anexo 4.

Géneros y especies obtenidas de 156 aislados de hongos de todas las localidades
estudiadas.

Géneros y especies de hongos

Colletotrichum sp.
C.acutatum
C. boninense
C. fructicola
C. gloeosporioides
C. karstii
C. kahawae subsp. ciggaro
C. lupini
C. nicotianae
Diaporthe sp.
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Géneros y especies de
hongos
D. citri

D. melonis
D. schini
D. paranensis
D. phaseolorum
D. terebinthifolii
Epicoccum sorghinum
Nemania diffusa
Neurospora sp.
N. tetrasperma
Nigrospora sp.
N. oryzae
Phomopsis sp.
P. asparagi
Phoma exigua var. exigua

Stagonosporopsis
cucurbitacearum
Trichoderma asperellum

Xylaria sp.
X. berteri

Anexo 5.
Cuerpos fructiferos. A) Pseudotecio B) Peritecio.
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Anexo 6.
Ejemplo de la secuencia y cromatograma obtenido del hongo L5N25 Colletotrichum
lupini_JQ936134.1

GTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTACCGC
TCTATAACCCTTTGTGAACATACCTAGCCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGAAGC
CTCTCGCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACGGGGALCGGGGLGLL
CGCCGGAGGAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAG
CAAATAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACATTGCGCTCGCCAGCATTCTGGCGAGCATGCCTGTTCGAG
CGTCATTTCAACCCTCAAGCACCGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCACACGTG
GGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTA
ACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTCTTT
ACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
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