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RESUMEN

La especie Gypsophila paniculata, es importante en la industria floral de Ecuador, ya que la
produccion de Ecuador de este ornamental representa el 70% de la produccion mundial, sin
embargo, durante su produccién se pierde aproximadamente el 60% del cultivo por
enfermedades fungicas de suelo. Este estudio se llevd a cabo para identificar los hongos
fitopatdgenos que causan pudricion y decoloramiento en tallos y raices que afectan a esta
especie. Se recolectaron muestras de plantas sanas y enfermas de la empresa floricola Florisol
(Pichincha-Ecuador) y se aplic6 la metodologia de metagenémica de amplicon de la region del
espaciador transcrito interno (ITS2) para analizar la diversidad fingica asociada a plantas sanas
vs. enfermas. En donde, se observo mayor porcentaje de abudancia relativa de los taxones
Fusarium sp., y Thanatephorus sp., en plantas enfermas. Posteriormente, se aislaron 18 hongos
y 2 oomicetos de tejido enfermo para luego realizar pruebas de patogenicidad. El aislado G13
generd la sintomatologia descrita inicialmente, este aislado se caracterizd macroscopicamente,
microscopicamente y usando herramientas de ADN. Con el gen factor de elongacion (7ef-1a)
se construyo un arbol filogenético con el programa BEAST v.1.10.4 que utiliza el método
estadistico Interferencia Bayesiana. Los resultados revelaron que el aislado G13 se agrupa
dentro del clado de Fusarium triseptatum. Este, fue el fitopatdogeno predominante causando un
100% de infeccion en las plantas inoculadas en ensayos en invernadero. Este hallazgo subraya
la necesidad de implementar estrategias de manejo adecuadas para mitigar pérdidas en cultivos

de Gypsophila frente a este fitopatdgeno.

Palabras clave: Gypsophila paniculata, Fusarium triseptatum, metagendmica de amplicon,

pruebas de patogenicidad, hongo.



ABSTRACT

Gypsophila paniculata is important in the Ecuadorian floral industry, since Ecuadorian
production of this ornamental represents 70% of the world production, however, in one of the
floriculture companies with the highest production (Florisol), approximately 60% of the crop
is lost due to fungal diseases. This study was carried out to identify the phytopathogenic fungi
that cause rot and discoloration in stems and roots that affect this plant. Samples of healthy and
diseased plants were collected from the Florisol floriculture farm, and the amplicon
metagenomics methodology of the internal transcribed spacer region (ITS2) was applied to
analyze the fungal diversity associated with healthy vs. diseased plants. A higher percentage of
relative abundance of Fusarium sp., and Thanatephorus sp., taxa was observed in diseased
plants. Subsequently, 18 fungi and 2 oomycetes were isolated from diseased tissue.
Pathogenicity tests were performed with all 20 isolates. The isolate G13 generated the
symptoms initially described, this isolate was characterized macro and microscopically, and
molecularly. A phylogenetic tree was constructed using the BEAST v.1.10.4 program using the
Bayesian Interference statistical method with the elongation factor gene (7ef-/a). For this
purpose, sequence alignment was performed using the Clustal-W method, executing a total of
100,000 million iterations. The results revealed that the isolate G13 is grouped within the
Fusarium triseptatum clade. This was the predominant phytopathogen, causing 100% infection
in inoculated plants in greenhouse trials. In greenhouse pathogenicity tests in the floriculture
farm was 16% infectivity, suggesting that there may be microbial interactions between different
fungal pathogens that could aggravate symptoms. This finding underlines the need to

implement appropriate management strategies to mitigate losses in Gypsophila crops.

Key words: Gypsophila paniculata, Fusarium triseptatum, amplicon metagenomics,

pathogenicity tests, fungi.
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INTRODUCCION

El género Gypsophila pertenece a la familia de las Caryophyllaceae, este género tiene alrededor
de 125 especies de plantas perennes originarias de Turquia, Ucrania e Iran. Entre las especies
mas conocidas estan Gypsophila elegans y Gypsophila paniculata mejor conocida como
“aliento de bebé”, las cuales se usan comtinmente para los arreglos florales (Wolcan et al.,
2018). Gypsophila es una planta de entre 90 y 120 cm de altura y se caracteriza por tener
inflorescencias en panicula de flores pequenas de color blanco o rosado (Garcia, 2011). Este
cultivo es de gran importancia econémica para Ecuador debido a que genera una produccion
que representa el 70% de la produccion mundial. Ecuador posee las condiciones propicias para
el crecimiento de este cultivo, al encontrarse en la linea ecuatorial goza de temperaturas de
entre 5°C a 27°C y luz perpendicular que permite tener entre 12 a 15 horas de luz (Cacuango,
2024; Haro et al., 2019). Del total de exportaciones de ornamentales, gypsophila genera el 8 %
de las mismas, convirtiéndola en la segunda flor mas exportada luego de la rosa (Ulcuango,
2013). Para 2023, esta inflorescencia fue exportada a 78 destinos diferentes, entre ellos a la
Unidn Europea con un 38 %, USA con un 20% y Kazajistan con un 10% con una ganancia de
alrededor de 73 MM de ddlares (Expoflores, 2023). Sin embargo, gypsophila estd expuesta a
factores abioticos como sequia, salinidad del suelo, temperaturas extremas, suelo compacto,
estancamiento de agua y practicas de cultivo adversas (Hernandez, 2006). También el cultivo
se ve afectado por agentes bidticos como insectos, bacterias, hongos u oomicetos que causan
pérdidas enormes en los cultivos (Aguilar, 2020).

Por otro lado, entre las principales enfermedades bacterianas registradas tenemos:
Agrobacterium tumefaciens, Rhodococcus fascians y Pantoea agglomerans las cuales generan
tumores y produccion de agallas en la corona, hojas y tallos de la planta, causando

debilitamiento en las plantas, defoliacion, y en ultima instancia, la muerte de la planta. En
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menor incidencia se ha observado que gypsophila es susceptible a los nematodos formadores
de nudos en las raices como; Meloidogyne arenaria raza 1 y 2 en donde se observa raices con
agallas (Wolcan et al., 2018).

Se han descrito también oomicetos patdgenos que causan infecciones en gypsophila como
Phytophtora nicotianae, que puede infectar a la planta en cualquier etapa de crecimiento,
causando pudricién en raices y corona, lo que genera marchitamiento de hojas y tallos. La
descomposicion de la planta se da de forma répida cuando existen las condiciones propicias,
como; abundante humedad, temperaturas calidas y suelo saturado (Wolcan et al.,2018).
Pythium ultimum, es otro fitopatdgeno, el cual durante el enraizamiento causa pudricion parcial
o total de las plantaciones. En plantas adultas se ha visto que causa un crecimiento reducido,
menor rendimiento y calidad de hojas (Wolcan et al.,2018).

Por otra parte, los hongos fitopatdgenos son los principales causantes de las enfermedades en
plantas debido a que, poseen caracteristicas que les permiten adaptarse a diferentes condiciones
y hospedadores. Pueden penetrar los tejidos vegetales por medio de la produccion de esporas
y adaptarse a diferentes ambientes (Recalde, 2021). Los sintomas caracteristicos de una
enfermedad causada por hongos son, marchitamiento y clorosis de follaje, pudricion de los
tejidos del cuello de la planta y pudricion de raices, la cuales generan manchas de color marrén,
y finalmente la planta muere (Fernandez, 2013).

Entre los principales hongos descritos que afectan el cultivo de gyphsophila tenemos a
Rhizoctonia solani, causando aspecto seco y pudricion en la base del tallo, donde el rizoma se
parte longitudinalmente. En un estudio realizado en el valle del Callejon de Huaylas-Ancash
se observo plantas de gypsophila que presentaban pudricion en la base del tallo, en donde se
identificd por medio de ensayos de patogenicidad realizados en campo e in vitro a Rhizoctonia
solani como el agente causal de esta enfermedad (Aguilar, 2020). Por ultimo, Fusarium sp.,

causa podredumbre del tallo. Los primeros sintomas incluyen decoloracion en la base del tallo
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y ligero marchitamiento, que posteriormente se transforman en la podredumbre de corona y
raiz, marchitamiento severo y plantas moribundas. Estos sintomas son producidos durante
todas las etapas de crecimiento, en donde la enfermedad se ve favorecida por altas
temperaturas, condiciones de humedad y el mal drenaje del suelo (Wolcan et al., 2018).
Fusarium oxysporum Di Pietro es una de las especies que causa mayor infeccion a diferentes
cultivos. Para Gypsophila se ha visto que provoca sintomas como amarillamiento de follaje,
marchitez, pudricion de tallo y raices por medio de una coloracion café¢ u rosada y
posteriormente la muerte de la planta (Recalde, 2020). De igual forma, se ha registrado en un
estudio realizado en invernaderos de Corea del Sur a Fusarium proliferatum como uno de los
agentes causales del marchitamiento severo en esta planta causando la podredumbre de la corna
del tallo (Lee et al., 2010)

Finalmente, dentro del género Fusarium, se ha descrito a Fusarium triseptatum como el agente
asociado con la enfermedad de la podredumbre de cultivos de arroz causando marchitamiento
vascular en la planta, lo cual inicia con un amarillento y marchitez de las hojas. Este hongo
provoca decoloracién marron en los tejidos del xilema lo que causa podredumbre de raices,
tallos y frutos. En casos mas severos genera la muerte de la planta y el suelo puede quedar
infértil por mucho tiempo (Afolabi, 2023).

Para abordar estos problemas, una metodologia utilizada para establecer la diversidad fngica
en plantas sanas y enfermas es el metagenoma de amplicon (Hernandez, 2021). Esta técnica
consiste en la amplificacion y secuenciamiento de la region intergénica ITS (Espaciador del
transcrito interno), que presenta variaciones suficientes entre especies para su identificacion a
nivel taxonomico de hongos (Sudrez, 2022). Los primers ITS86F y ITS4 son ampliamente
usados para estos andlisis, ya que se ha demostrado que son altamente eficiente en la
amplificaciéon de la region ITS2 de una amplia gama de taxones fungicos de muestras

ambientales (Gao et al., 2021). La tecnologia de secuenciamiento [llumina genera millones de
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lecturas de ADN simultdneamente. A través del andlisis bioinformdtico de variantes de
secuencias de amplicon (ASVs), se estudia la diversidad genética de las especies. Esto facilita
la comprensién de las relaciones evolutivas en los ecosistemas (Palanides et al., 2022).
Ademas, la construccion de arboles filogenéticos es fundamental para identificar el género y
especie, al mostrar las relaciones evolutivas entre ellas (Bocanegra, 2012). El proceso de
construccion de un arbol filogenético implica varios pasos clave. Primero, se selecciona los
marcadores adecuados que pueden ser secuencias de nucleotidos o proteinas. Luego, se realiza
un alineamiento de estas secuencias para identificar similitudes y diferencias. A continuacion,
se escoge un modelo evolutivo que describa el cambio de las secuencias a lo largo del tiempo.
Posteriormente, se determina un método para construir el arbol, ya sea utilizando métodos
basados en distancias o en caracteres. Finalmente, es crucial verificar la fiabilidad del arbol
construido mediante pruebas estadisticas. El método estadistico mas utilizado para la
construccion de arboles filogenéticos es el método de interferencia bayesiana debido a su
flexibilidad para incorporar informacion previa, permitiendo inferencias mas robustas. Por otro
lado, el método GTR (General Time Reversible) es un modelo de sustitucion de nucleotidos,
lo que mejora la estimacion de arboles filogenéticos. La combinacion de la interferencia
bayesiana con el método GTR permite realizar anélisis filogenéticos mas precisos y confiables
(Paez et al.,2011). Por lo cual, el objetivo de este trabajo es identificar el agente causal de la

pudricion y decoloramiento del cuello del tallo en plantas enfermas en Gypsophila paniculata.
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METODOS

2.1 Antecedentes y Muestreo

Las muestras fueron colectadas en la Floricola Florisol, ubicada en San José de Minas (0,
17133° N, 78, 41120° O), Pichincha-Ecuador. Las muestras de Gypsophila paniculata se
colectaron con sintomas como descoloramiento, marchitamiento de tallo a nivel del cuello y
obstruccion de haces vasculares. El agente causal de esta sintomatologia era desconocido. Entre
octubre y noviembre del 2023 se recolectaron 25 plantas enfermas de la variedad million de 5
semanas. Estas plantas fueron utilizadas para el aislamiento de posibles fitopatdgenos
responsables de la sintomatologia. Se recolectaron ademads 5 plantas enfermas y 5 plantas sanas
para el andlisis del metagenoma de amplicon de la region ITS2 (espaciador transcrito interno).
Las muestras fueron colocadas en fundas de plastico etiquetadas y transportadas al laboratorio

de Agrobiotecnolgia de la Universidad San Francisco de Quito para su procesamiento.

2.2 Metagenomica de amplicon de la region I'TS2

Cada muestra se tratd de forma independiente, se desinfectaron porciones de 5 cm de tallo de
plantas sanas y enfermas con hipoclorito de sodio (NaClO) al 1% por 2 minutos y se realizaron
3 lavados con agua destilada estéril. Seguidamente, se realizd la maceracion del tejido con
nitrogeno liquido, las muestras obtenidas se utilizaron para extraer ADN utilizando el kit
comercial DNeasy PowerSoil (Qiagen, 2013). Se midi6 la concentracion de ADN con el equipo
Nanodrop. Se estandarizé la concentracion de cada muestra de ADN a 50 ng/ul. Las muestras
se secuenciaron con la tecnologia Illumina en la empresa Biosequence, utilizando la region

ITS2 que se amplifico con los primers ITS86F-ITS4 (Biosequence, 2024).

2.3 Aislamiento de hongos y oomicetos
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Diez plantas enfermas se usaron para el aislamiento de hongos y oomicetos. Primero, se lavo
las plantas con agua de la llave para eliminar particulas de suelo y se cortaron fragmentos de
tallo de Scm de largo. Luego, en la camara de flujo laminar se desinfectaron con hipoclorito de
sodio (NaClO) al 1% durante dos minutos, seguido por un lavado con agua destilada estéril,
posteriormente, se sumergieron en etanol (C2 He O) al 70% por 2 minutos y se realizaron tres
enjuagues con agua destilada estéril por tres minutos. Se sembraron cuatro fragmentos de 5
mm?® por caja Petri correspondientes a regiones del cuello del tallo que presentaban
sintomatologia (Ramirez et al.,2023). Se usaron tres medios de cultivo, Papa dextrosa agar
(PDA), medio con jugo de vegetales V8 y agar Dox-Czapek, suplementados con gentamicina
(160 mg/litro) (Anexo 1). Los tejidos se incubaron a 28°C por 7 dias y se realizd una revision
diaria de acuerdo con la metodologia descrita por Mufioz et al (2020). En el dia 7, se observaron
20 morfologias diferentes de hongos, las cuales fueron aisladas en cultivos puros utilizando el
método de aislamiento de punto de hifa. El cual, implica transferir micelio de una colonia
existente a un nuevo medio para obtener cultivos puros. De cada cultivo puro de los hongos
aislados se realizo identificacion macroscopica (observacion de caracteristicas distintivas) y

microscopica (observacion en microscopio con un aumento 400X).
2.4 Pruebas de patogenicidad

Se utilizaron diez plantas sanas de Gypsophila paniculata de dos semanas de edad obtenidas
de la Floricola Florisol. Las plantas fueron trasplantadas en macetas (1 litro) en sustrato suelo:
arena en proporcion (1:1) previamente autoclavado (121 °C, 1 atm, 1 h). Se inocularon cinco
plantas por cada tratamiento. Para Fusarium sp. (aislado G13) se usaron cajas con micelio de
14 dias de crecimiento en medio PDA+G. Para la inoculacion se coloco sobre algodon estéril
una solucién de 1 x10° conidios/ml. El algodon se colocé alrededor del tallo y se retird al tercer
dia. Para el control se utilizaron 5 plantas en donde se realiz6 el mismo procedimiento, pero

solo con agua destilada (Chu et al., 2024). Las plantas se colocaron en una cdmara hiimeda a
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25-29°C, con fotoperiodo 12h/12h, luz/oscuridad; el riego se realizo cada semana con solucion
nutritiva de Hoagland (Riera et al.,2019) (Anexo 2). La sintomatologia relacionada con la
enfermedad se observd en el dia 20 post inoculacidn y se realizo el re-aislamiento de hongos
para dar cumplimiento a los postulados de Koch. Finalmente, los cultivos de hongos se
incubaron a 28°C por 7 dias. En la Floricola Florisol, con la misma metodologia descrita
anteriormente, se realizaron bioensayos con el aislado G13, utilizando 12 plantas por
tratamiento. Los tratamientos usados fueron: suelo autoclavado + Fusarium aislado G13, suelo
autoclavado sin el patdgeno y suelo vivo (suelo de plantas con enfermedad). Se revisaron las

plantas inoculadas diariamente hasta el dia 21.

2.5 Identificacion de los aislados usando herramientas de ADN

Del aislado fingico G13 que di6 positivo en las pruebas de patogenicidad se realizd la
extraccion de ADN genomico con el kit DNeasy PowerSoil (Qiagen). La integridad del ADN
se verifico por medio de electroforesis con agarosa al 2%. Posteriormente, se amplificé la
region ITS y la region que codifica para el factor de elongacion de la transcripcion (TEF-1a)
mediate la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Tabla 3) (Tziros et al.,2022).
Los productos obtenidos fueron enviados a MACROGEN Corea, para su secuenciacion Sanger.
Finalmente, las secuencias obtenidas fueron comparadas en NCBI BLAST (centro Nacional de

Informacién Biotecnologica).

2.6 Construccion de arboles filogenéticos

A partir de las secuencias obtenidas se usé el programa MEGA 11 para el alineamiento con
ClustalW (Tamura,2021). Para la construccion del arbol filogenético se usd el programa
BEAST (V10.5.0) que implementa una metodologia de inferencia Bayesiana, con el modelo
de sustitucion General Time Reversible (GTR). Ademas, se realizaron 100 millones de

iteraciones para evaluar la robustez y confiabilidad del arbol filogenético obtenido (Figura 6).
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RESULTADOS

3.1 Analisis de metagenomica de amplicon de la region ITS2

En el andlisis metagendémico de amplicon de las muestras analizadas de plantas sanas y
enfermas se identificaron varios grupos funcionales fingicos, que desempefan un papel
fundamental en el ecosistema de la planta. En la figura 1. se observa la abundancia relativa
obtenida del total de ASVs, en plantas sanas y enfermas. En plantas enfermas se obtuvo que
los cinco principales taxones fueron; Fusarium sp, Thanatephorus sp (Estado sexual de
Rhizoctonia solani), Plectosphaerella sp., Gibeberella sp., y Gibellulopsis sp (Verticillium sp.).
Teniendo mayor porcentaje de abundancia relativa en Fusarium sp., representando alrededor
del 50%, y Thanatephorus sp., con un 30% de abundancia relativa en plantas enfermas. En
plantas sanas se obtuvo menor porcentaje de abundancia relativa en los cinco taxones
observados en plantas enfermas (Figura 2). De igual forma, se identificaron 7 ASVs que
correspondieron al 90% de la abundancia total de plantas enfermas, teniendo mayor porcentaje
de lecturas Fusarium oxysporum con 1341 lecturas, seguidas de ASVs de Thanethoporus sp.,

con 7538 lecturas (Figura 3).

3.2 Aislamiento y caracterizacion de los aislados obtenidos

Se obtuvieron 20 aislados puros, 5 aislados que, por sus caracteristicas morfologicas,
corresponden a Fusarium sp. Se observd micelio de color morado con crecimiento circular y
textura algonodosa (Acevedo, 2014). Macroconidas alargadas con septos y microondas
pequefias con forma eliptica (Sanchez et al., 2024). De igual forma, se obtuvieron 9 aislados
que por sus caracteristicas morfoldgicas se asemejan a Gibellulopsis sp., con micelio de color
amarillo y blanco con textura plana, con estructuras ramificadas y conidios irregulares
unicelulares sin septos (Leon-Ttacca et al., 2019). Dos aislados que por sus caracteristicas

distintivas se catalogaron como correspondientes a Phytium sp., con micelio de color blanco
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con textura algodonodosa y con oogonios caracteristicos de este oomiceto (Paviotti et al.,
2018). Por ultimo, se obtuvieron, 4 aislados con caracteristicas similares a las descritas para
Thanatephorus sp., con micelio de color marrdn oscuro con textura plana, y en su microscopia

se observo células hifales ramificadas (Niebles et al., 2022) (Tabla 1).

3.3 Pruebas de patogenicidad en plantas sanas de Gypsophila paniculata

Se realizaron pruebas de patogenicidad con los 18 aislados fingicos y 2 de oomicetos. Se
obtuvo 100% de sintomatologia relacionada con la enfermedad inicamente con el aislado G13
correspondiente a Fusarium sp, al dia 20 post-inoculacion (Tabla 2). Las plantas usadas como
control no presentaron ninguna sintomatologia. Para observar detalladamente la sintomatologia
se realizd un corte transversal al tallo en la zona del cuello sitio donde la sintomatologia se
presentd inicialmente. Se observo la obstruccion de los haces vasculares que se manifestd con
una decoloracion y podredumbre severa en tallo (Figura 4). Del re-aislamiento se obtuvo
crecimiento de micelio en medio PDA + Gentamicina en el dia 7. Se observo crecimiento de

micelio de color morado con las mismas caracteristicas observadas del aislado G13.

En los ensayos realizados en la Floricola Florisol se obtuvo sintomatologia relacionada con la
enfermedad en el dia 21. En el primer tratamiento (suelo autoclavado+G13) se obtuvo un
porcentaje de infeccion del 16% en donde las plantas presentaron pudricion y decoloramiento
de tallos y raices. De igual forma, en el suelo vivo (suelo sin autoclavar proveniente de plantas
enfermas) se obtuvo un porcentaje de infeccion del 25% presentando la planta afectacion en el
cuello del tallo debido a la obstruccion de los haces vasculares. El control negativo (suelo
autoclavado) no presentd sintomatologia. Finalmente, estas muestras fueron llevadas al
laboratorio de Agrobiotecnologia en donde se realizé un re-aislamiento de los tejidos infectados
en medio PDA+G, los cuales fueron dejados en incubacion a 28°C por 7 dias. En el dia 7 se
observo crecimiento de micelio de color morado y textura algodonosa y macroconidias

alargadas con septos y microconidias pequenias.
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3.4 Identificacion molecular

A partir de las secuencias obtenidas del secuenciamiento Sanger realizado en MAGROGEN-
Corea, se generd una secuencia consenso de la region ITS que presentd una banda de 549 pb y
del gen TEF 1o con una banda de 647 pb. Posteriormente, se realizé un analisis BLAST, donde
se encontrd que la secuencia de la region de ITS mostr6é un 100% de identidad con la secuencia
de Fusarium oxysporum (MK850398.1). De manera similar, con la secuencia del gen TEF o
se obtuvo un 100% de identidad con la secuencia de Fusarium triseptatum (PQ434664.1)

(Figura 5).

3.5 Analisis filogenético

En el arbol filogenético generado, el aislado G13 se alined dentro del complejo FOSC, sin
embargo, no se agrup6 en un clado en especifico (Anexo 3). Por lo cual, fue necesario realizar
un segundo analisis filogenético enfocado exclusivamente en el complejo FOSC. Para ello, se
incorporaron secuencias adicionales pertenecientes a este complejo con el objetivo de mejorar
la resolucion del arbol y facilitar la identificacion del clado al que pertenece el aislado G13. En
este segundo arbol se identificd que el aislado G13 se agrup6 dentro del clado de Fusarium
triseptatum con un posterior de 1, este valor nos indica que el grupo en cuestion es
monofilético, es decir, que incluye a un ancestro comun y a sus descendientes. De igual forma,
al tener un valor de 1 proporciona claridad sobre las relaciones evolutivas entre las especies

(Figura 6) (Castillo et al.,2007).
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DISCUSION

La especie Gypsophila paniculata, comunmente conocida como “aliento de bebé”, es
ampliamente utilizada en arreglos florales. Sin embargo, Gypsophila enfrenta desafios tanto
abidticos como bioticos incluyendo plagas y enfermedades causadas por hongos y oomicetos
que afectan su produccion. Por lo tanto, este estudio es crucial para identificar agentes
fitopatdgenos responsables de la pudricion y decoloracion de tallos y raices en Gypsophila

paniculata en Pichincha-Ecuador.

En consecuencia, el analisis metagendmico de amplicon basado en la region ITS2 es una
herramienta esencial para la identificacién y caracterizacion de la composicién microbiana,
incluyendo los patdogenos asociados a sintomatologias especificas. Este enfoque, independiente
del cultivo, permite detectar y analizar comunidades fingicas de manera precisa, siendo
ampliamente utilizado en diversos sistemas agricolas y ecosistemas naturales (Tedersoo et al.,

2015).

En este estudio los resultados de meagendmica de amplicon ITS permitieron identificar los
principales ASVs relacionados con plantas sanas y enfermas. Al analizar la composicion de los
ASVs predominantes en plantas enfermas se encontr6 un predominio de ASVs
correspondientes a Fusarium oxysporum, seguida de Thanetophorus dos conocidos patogenos
fungicos. Estos hallazgos confirman que las enfermedades en plantas no solo estan
determinadas por la presencia de patogenos, sino también por el desequilibrio en la
composicion del microbioma. Estudios previos han reportado patrones similares en otras
especies ornamentales, destacando la relevancia de comprender las interacciones microbianas

en el contexto de la salud vegetal (IPM Illinois,2023).

El andlisis metagendmico no solo confirm¢ la presencia de Fusarium sp. como patdgeno

predominante, sino que también destacd la coexistencia de otros microorganismos en las
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plantas enfermas, cuya abundancia es significativamente mayor que en las plantas sanas. Esta
diferencia en la cantidad y diversidad de patogenos resalta la importancia de analizar el
microbioma completo en lugar de enfocarse en un solo agente causal, ya que estos patogenos

secundarios podrian amplificar la severidad de la enfermedad (Wolcan et al., 2005).

En este contexto, se ha documentado la interacciéon de multiples hongos fitopatdogenos en
cultivos de clavel (Dianthus caryophyllus), lo que puede incrementar la severidad de las
enfermedades. Segiin Martinez (2008), en un estudio relacionado a ornamentales realizado en
Meéxico identificd cuatro hongos patogenos: Fusarium sp., Botrytis sp, Alternaria sp., y
Rhizoctonia sp., responsables de diversas enfermedades que pueden causar pérdidas
significativas en la produccion de clavel. Se ha observado que, Fusarium oxysporum 'y
Rhizoctonia solani pueden provocar un efecto sinérgico, intensificando los sintomas de
marchitamiento y pudricion basal de cultivos de clavel, lo que dificulta su manejo y control

(Martinez, 2008).

De igual forma, se ha evidenciado que en plantas de tomate (Lycopersicon esculentum) actian
dos fitopatdgenos, Fusarium oxysporum'y Phytophthora infestans. Los cuales actian de forma
sinérgicamente, causando una mayor severidad en la enfermedad que puede resultar en
pérdidas de cultivo de entre el 60 y 100%. Estos fitopatdogenos prosperan cuando las plantas se
encuentran bajo condiciones de estrés, provocando marchitamiento y tizon tardio, lo que lleva

a la muerte de la planta (Lopez, 2018).

Para conocer el agente causal de la sintomatologia es necesario realizar una identificacion
macro y microscopica de los hongos fitopatogenos. Se llevd a cabo el aislamiento y la
caracterizacion morfologica de 20 microorganismos, lo que permitio identificar cinco géneros
fangicos: Fusarium sp., Gibellulopsis sp., Pythium sp. y Thanatephorus sp. Las caracteristicas

distintivas observadas en estos géneros coinciden con descripciones taxondmicas previamente
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documentadas, respaldando la metodologia empleada en este estudio. Sin embargo, aunque
estas observaciones son valiosas para una identificacion inicial, es evidente la importancia de
complementar el analisis de todos los aislados con técnicas moleculares. Esto no solo
confirmaria la identidad de los aislados, sino que también permitiria diferenciar con mayor
certeza entre especies patogenas y saprofitas, optimizando asi su clasificacion y estudio (Diaz

et al.,2019).

Las pruebas de patogenicidad realizadas demostraron que, de los 20 aislados obtenidos, solo
Fusarium triseptatum (aislado G13) fue capaz de causar enfermedad en Gypsophila paniculata.
La infeccion se manifesté como una decoloracioén y podredumbre severa en los tallos, asociada
con la obstruccion de los haces vasculares, lo que es caracteristico de los patdgenos vasculares
del género Fusarium (Severo et al., 2024). La confirmacion de la identidad del aislado G13 a
través de un re-aislamiento y su coincidencia con las caracteristicas microscopicas iniciales
refuerzan su papel como agente causal. Este hallazgo es particularmente relevante, ya que,
aunque Fusarium triseptatum ha sido reportado en cultivos de zanahoria (Daucus carota L.
subsp. sativus) causando podredumbre a los cultivos (Favaro et al., 2024), y cultivos de tomate
causando podredumbre de raiz y marchitamiento (Fernandez et al.,2013). La asociacion de
Fusarium triseptatum con Gypsophila paniculata representa un hallazgo novedoso para la

region de Pichincha, Ecuador.

Para corroborar esta identificacion inicial, se realizé6 un analisis molecular del aislado G13
mediante PCR, lo que confirmé la presencia de Fusarium sp., en los aislados patdogenos. Se
amplificaron fragmentos de 549 pb con los primers ITS1-ITS4 y 647 pb con los primers EF1-
EF2, lo que corrobord su identificacion como Fusarium triseptatum. Los tamafos de las bandas
amplificadas coincidieron con lo reportado en la literatura, lo que valida el protocolo empleado
(Salazar et al., 2020). El analisis filogenético se realizd utilizando el marcador TEF-la,

comunmente utilizado por su alto nivel de secuencias polimorficas, lo cual ayuda a clasificar



24

especies que estan estrechamente relacionadas entre si (Salazar et al., 2016). En este estudio el
uso del marcador Tef-1a situ6 al aislado dentro del complejo Fusarium oxysporum (FOSC)y,
especificamente, en el clado de F. triseptatum, proporcionando una resolucién taxondémica
robusta para diferenciar especies dentro del complejo FOSC, que incluye numerosos patdégenos

de importancia agricola como lo descrito por (Uribe et al., 2020).

La identificacion de Fusarium triseptatum como agente causal de la enfermedad en Gypsophila
paniculata tiene implicaciones significativas para la floricultura en la region de Pichincha, dada
la relevancia econdmica de este cultivo ornamental. Los sintomas vasculares observados
podrian conducir a pérdidas significativas en calidad y rendimiento si no se implementan
medidas de manejo adecuadas. Estrategias como el monitoreo del microbioma, el uso de
practicas culturales como la rotacion de cultivos, estrategias que reduzcan la humedad en el
suelo, y la aplicacion de fungicidas especificos podrian ser ttiles para mitigar el impacto de
este patdgeno, asi como el uso de agentes de control bioldgico dirigidas hacia Fusarium
triseptatum (Rios et al.,2021). En este contexto, se ha documentado la eficiencia de la cepa
CACIS-1.15CA (Streptomyces sp.), que se destaca por su capacidad de producir metabolitos
de color amarrillo que ejercen un efecto inhibitorio sobre diversos hongos patdgenos del género
Fusarium sp. (Rios etal.,2021). Por lo cual, esta investigacion es una base para estudios futuros
que permitan desarrollar estrategias sostenibles para el manejo de enfermedades en plantas

ornamentales.
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CONCLUSIONES

Gypsophila paniculata es de gran importancia economica para el Ecuador, sin embargo, sus
cultivos se ven amenazados por diversas enfermedades causadas por patdgenos, en especial
por hongos fitopatdgenos como Fusarium sp. El andlisis metagendmico de amplicén basado
en ITS reveld diferencias significativas en la composicion microbiana entre plantas sanas y
enfermas, destacando un aumento en la abundancia relativa de Fusarium oxysporum en plantas
con sintomas de enfermedad. A partir de los aislamientos obtenidos, se caracterizaron
morfoldgicamente 20 microorganismos, clasificandolos preliminarmente en los géneros
Fusarium sp., Gibellulopsis sp., Pythium sp.y Thanatephorus sp. Las pruebas de patogenicidad
realizadas confirmaron que el aislado G13, identificado molecularmente como Fusarium
triseptatum, es un patdégeno agresivo capaz de infectar los tallos de Gypsophila paniculata y
causar una decoloracion y podredumbre severa en los tejidos vasculares. El uso de marcadores
ITS y TEF-1a, junto con un analisis filogenético, permitié confirmar la identidad del aislado
G13 como Fusarium triseptatum dentro del complejo Fusarium oxysporum (FOSC),
destacando la importancia de estas herramientas para la identificacion precisa de especies. Este
estudio resalta la importancia de combinar técnicas metagendmicas, morfologicas, moleculares
y filogenéticas para identificar patdégenos de plantas ornamentales, especificamente en
Gypsophila paniculata. A medida que se profundiza en el entendimiento de los patogenos
involucrados y sus interacciones, se podran implementar estrategias de control y prevencion

para asegurar la salud y productividad de este cultivo ornamental.
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TABLAS

Tabla 1. Caracterizacion macroscopica y microscopica de los 20 microorganismos aislados

obtenidos de plantas enfermas de Gypsophila paniculata

Codigo Identificacion macroscopica Identificacion microscopica

G1 Posible Fusarium sp.

G4.1
G10
G11
G13

G4.2
G5 Posiblerticillium sp.

G6
G9.3

G2.2.2

G2.23

G2.6.2

G2.6.3

2.8.1

GO0
Posible Phythium sp.

2.5.2 Posible Rhizoctonia sp.

.4

G12

253

271

2.7.2
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Tabla 2. Porcentaje de plantas infectadas en las pruebas de patogenicidad usando el aislado

GI13
Aislado Condiciones
Fotoperiodo:
(12h/12h),
(luz/oscuridad)
Fusarium Temperatura:
triseptatum. (25-28°C).

Suelo: suelo: arena

(1:1)

Metodologia

Se colocé algodon con
una solucién de 1 x10°
conidios/ml alrededor del
tallo y se retir6 al tercer
dia (Chu et al.,2024).

Tabla 3. Condiciones de las PCRs primers usados Fusarium triseptatum.

Primer

ITS1

ITS4

EF1

EF2

Secuencia (5’-3’)

TCCGTAGGTGAACCTGCGG

TCCTCCGCTTATTGATATGC

ATGGGTAAGGARGACAAGAC

GGARGTACCAGTSATCATGTT

Condiciones (pb)

94°C a 3min

94°C a Imin 600 pb
58°C a Imin

72°C a Imin

72°C a

10min

95°C a 2min

95°C a 30s

57°C a 30s

72°C a 2min 700 pb
72°C a

10min

Resultados en
invernadero

Se obtuvo un
porcentaje de
infeccion del 100% en
donde las plantas
presentaron pudricion
y decoloramiento de
tallos y raices

Referencia

(White, 1990)

(O'Donell et

al.,1998)
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FIGURAS

Figura 1. Planta sana y enferma de Gypsophila paniculata, A, Planta sana; B, Planta enferma
(marchitamiento y podredumbre en el tallo); C y D, cortes transversales y longitudinales
(planta sana y planta enferma)
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Figura 2. Resultados del analisis de Metagendomica de amplicon, se observa la abundancia
relativa relativa en planta sana y enferma. Sin embargo, en los resultados de plantas enfermas
se observa mayor porcentaje de abundancia relativa, sobresaliendo Fusarium sp.
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Figura 3. Top 7 Amplicon Sequence Variant (ASV) de plantas enfermas, se observa 7 ASV
que representan el 90% de abundancia total en plantas enfermas.

Figura 4. Resultados de ensayos de patogenicidad aislado G13, A. resultados de los ensayos
de patogenicidad de las plantas control, B. resultados de los ensayos de patogenicidad de la
planta inoculada, C y D. corte transversal del tallo de plantas control y plantas inoculadas con
el aislado G13.
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Figura 5. Resultados de Fusarium triseptatum,A.foto de la enfermedad en campo, B.
resultados de los ensayos de patogenicidad del control y la planta inoculada, C y D.
macroscopia y microscopia (40x) de Fusarium triseptatum.
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Figura 6. Arbol filogenético del aislado G13 utilizando el marcador TEF-Ia, a partir del analisis bayesiano de las secuencias de referencia de la
base de datos FUSARIOID-ID (Westerdijk FungalBio, Diversity Institute, The Netherlands), usando Clustal W bajo el sofware de MEGAI11, y
con 100.000 réplicas de bootstraps. Se muestra que el aislado G13 pertenece al complejo FOSC en donde se agrupa dentro del clado de

Fusarium triseptatu
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ANEXOS

Anexo 1: Composicion de los medios de cultivo (PDA, V8 y Czapek) utilizados para la siembra
de hongos y oomicetos.

PDA
Extracto de patata 4.0g/L
Dextrosa 20.0g/L
Agar-Agar 15.0g/L
V8
Jugo V8 22821]?
Maltosa (Ci12H22011) 1g/L
Asparagina (C4HgN203) 10g/L
Extracto de malta (C12H22011) 3g/L
Carbonato de calcio (CaCO3)
15g/L
Agar
Czapek
Scarosa (Ci2H22011) 30g/L
Nitrato de sodio (NaNO3) 3g/L
Fosfato dipotésico (KoHPO4) lg/L
Sulfato de Magnesio (MgSOs4) 0.5g/L
Cloruro de potasio (KCI) 0.5g/L
Sulfato ferroso (FeSO4) 0.01g/L
Agar 21g/L




Anexo 2: Composicion de la solucion Hoagland utilizada como medio nutritivo para el

crecimiento de las platas.

39

Nutrientes Cantidad por litro
Macronutrientes

Nitrato de Potasio (KNO3) 6g
Nitrato de Calcio Ca (NO3)» 4¢g
Fostato Diacido de Amonio (NHsH2 POs) lg
Sulfato de Magnesio Heptahidratado MgSO4 2¢
Micronutrientes

Boro (B) 0.5 mg
Cobre (Cu) 0.02 mg
Hierro (Fe) 1.0 mg
Manganeso (Mn) 0.5 mg
Molibdeno (Mo) 0.01 mg
Zinc (Zn) 0.05 mg
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Anexo 3: Arbol filogenético de los complejos de Fusarium sp., del aislado G13 utilizando el
marcador TEF-1a.

r  EU926349 Bifusarium dimerum CBS 489.81
L EU926334 Bifusarium dimerum CBS 108944

0.04



