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RESUMEN: La identificacion de hongos fitopatdgenos en cafia de azicar es fundamental para establecer estrategias de
control eficaces, que garanticen la sostenibilidad y la produccion de esta importante graminea. El objetivo del estudio fue
identificar los agentes fngicos causantes de las manchas necréticas en las hojas de cafia de azucar variedad EC-08. Tras la
desinfeccion, las muestras de hojas con sintomas fueron sembradas en un medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA). Se
obtuvieron cultivos puros para el andlisis molecular mediante la extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN) y
espaciador transcrito interno (ITS). Ademads, se realizd un andlisis metagendmico utilizando metabarcoding de
secuenciacion masiva paralela (ITS), y las secuencias se identificaron utilizando BLAST. Los resultados del analisis
molecular ITS arrojaron un 100 % de ADN puro en los fragmentos amplificados. La electroforesis en gel de agarosa al 1
% visualizo bandas para las especies: Curvularia petersonii (535 pb), Aspergillus arachidicola (536 pb) y Rhinocladiella
sp. (529 pb) seglin las lecturas de secuenciacion SANGER, mientras que el resultado del perfil taxondmico detecté un 100
% de Fusarium pseudoanthophilum y un 97 % de Nigrospora osmanthi. En conclusion, los métodos de codigo de barras
ITS y metacddigo de barras permitieron identificar los hongos fitopatogenos C. petersonii, A. arachidicola, Rhinocladiella
sp., F. pseudoanthophilum y N. osmanthi como causas de la necrosis foliar en este cultivar.
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ABSTRACT: The importance of identifying phytopathogenic fungi in sugarcane is crucial for establishing effective
control strategies that ensure the sustainability and production of this important grass. The study aimed to identify the
fungal causal agents that cause necrotic leaf spots in the EC-08 variety of sugarcane. After disinfection, the samples were
inoculated in potato dextrose agar (PDA) culture medium. Pure cultures were obtained for molecular analysis by extracting
deoxyribonucleic acid (DNA) and internal transcribed spacer (ITS). In addition, a metagenomic analysis was performed
using parallel mass sequencing metabarcoding (ITS), and the sequences were identified using BLAST. The results of the
ITS molecular analysis yielded 100 % pure DNA in the amplified fragments. Agarose gel electrophoresis at 1 % visualized
bands for the species: Curvularia petersonii (535 bp), Aspergillus arachidicola (536 bp), and Rhinocladiella sp. (529 bp)
based on SANGER sequencing readings, while the taxonomic profile result detected 100 % Fusarium pseudoanthophilum
and 97 % Nigrospora osmanthi. In conclusion, ITS barcoding and metabarcoding methods enabled the identification of the
phytopathogenic fungi C. petersonii, A. arachidicola, Rhinocladiella sp., F. pseudoanthophilum, and N. osmanthi as causes
of leaf necrosis in this cultivar.
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INTRODUCCION

El cultivo de cafia de azucar (Saccharum officinarum
L.) es uno de los mas importantes en Ecuador, debido
a su contribucién a la economia agricola y a la elevada
produccién de azucar (1). A pesar de ello, la necrosis foliar,
una afeccion comun que afecta el rendimiento y la calidad,
se ha convertido en una amenaza importante en las ultimas
décadas (2). Identificar los patégenos que causan esta
enfermedad es esencial para un manejo eficaz del cultivo
y una produccion sostenible (3).

Estos hongos fitopatégenos son responsables de
diversas enfermedades, por lo que su deteccion temprana
para un manejo oportuno evitaria pérdidas significativas
de rendimiento (4). El Centro Ecuatoriano de Investigacion
en Cafa de Azucar (CINCAE) ha desempefiado un papel
fundamental en la mejora de la produccion de cafia de
azucar (5). Sin embargo, su enfoque ha estado mas
orientado a la agronomia y a la mejora genética, lo que
ha generado una brecha significativa en la investigacion
sobre los microorganismos fitopatégenos que afectan a
este cultivo.

Existe informacion limitada sobre fitopatdgenos en las
nuevas variedades de cultivo de cafia de azucar, lo que
limita el establecimiento de un manejo de control efectivo
(6). La necrosis foliar se manifiesta como muerte localizada
0 generalizada de la hoja, lo que afecta la fotosintesis
de la planta y puede provocar efectos secundarios como
detencion del crecimiento, marchitamiento e incluso hasta
la muerte de la planta (2). Un enfoque multidisciplinario que
involucre microbiologia, fitopatologia y biologia molecular
puede generar una comprensién mas profunda de las
interacciones entre la cafia de azucar y sus patogenos (7).

La diversidad de ecosistemas de Ecuador, combinada
con variaciones climaticas y practicas agricolas deficientes,
crea un entorno favorable para la aparicion de nuevas
amenazas fitopatologicas (8). Comprender la dinamica
de las enfermedades fungicas y su impacto en la salud
del cultivo es fundamental para desarrollar estrategias de
control eficaces (9). Por lo tanto, es esencial establecer una
relacion entre los sintomas observados y los patégenos
causantes (10).

Diversas especies fungicas estan asociadas con una
variedad de enfermedades que pueden provocar pérdidas
en las gramineas; Aspergillus sp., conocido por su

produccion de micotoxinas, afecta la calidad de la graminea
y la salud del suelo (11). En contraste, Curvularia sp.,
se asocia con enfermedades que causan manchas
foliares, reduciendo el rendimiento en maiz y trigo (12).
Rhinocladiella sp., también se ha convertido en un
patégeno de alto interés debido a su incidencia en cultivos
de gramineas, causando estrés en las plantas y afectando
su fisiologia (13).

Asi mismo, Fusarium sp., es un fitopatégeno que ha
atraido el interés de la comunidad cientifica, principalmente
por su impacto en cultivos agricolas, especialmente
aquellos de importancia econdmica como lo es la
cafia azucarera (14). Este patdgeno se asocia con
pudricion de raices, marchitez y amarillamiento de las
plantas, conduciendo en ultima instancia a pérdidas de
rendimiento (15). Investigaciones actuales han mostrado
que Fusarium no solo afecta la salud vegetal, sino que
también compromete la seguridad alimentaria mediante la
produccion de sus micotoxinas dafiinas (16). Nigrospora
osmanthi es un hongo fitopatdégeno que causa pérdidas
significativas en cultivos de gramineas (17). Posee
la capacidad de adaptarse a diversas condiciones
ambientales, lo que presenta desafios en el control del
patégeno (18).

En este contexto, la sostenibilidad del cultivo de cafia de
azucar en Ecuador y los medios de vida de los agricultores
estan en riesgo, lo que subraya la necesidad de priorizar
estudios microbioldgicos y fitopatologicos orientados a
identificar los patdégenos que afectan este cultivo y mitigar
su impacto. El estudio tuvo como objetivo identificar
los agentes fungicos causales asociados con manchas
necréticas en hojas de cafia de azucar de la variedad
EC-08.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron hojas con sintomas de manchas foliares
de cafa de azucar del cultivar EC-08 (Figura 1) en la finca
“Agricola Cepeda S.A.”, ubicada en La Puntilla, canton
La Troncal, provincia de Cafiar, Ecuador, georreferenciada
en las coordenadas (2°26'18.74" S, 79°23'45.54" W), a
una altitud de 110 m.s.n.m. La propiedad abarca una
superficie de 450 hectareas y se caracteriza por una
topografia completamente plana y suelos franco-limosos.
Las muestras de hojas con sintomas de necrosis se
tomaron en cuatro parcelas diferentes.

Figura 1. Lesiones foliares en el cultivo de cafia de azucar, variedad EC-08
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Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias e Ingenieria de la
Universidad Estatal de Milagro (UNEMI). La preparacion de
la muestra vegetal consistié en cortar los tejidos en piezas
de 3 cm?, lavarlas con jabén liquido neutro y enjuagarlas
con agua destilada. A continuacion, las muestras se
desinfectaron con hipoclorito de sodio (NaClO) al 2 %
durante 2 minutos, se realizaron enjuagues consecutivos
en agua estéril y se introdujeron en etanol al 70 % durante
1 minuto. Posteriormente, las muestras se trasladaron
a una camara de seguridad estéril (BIOBASE FH1200),
donde se cortaron en fragmentos de 5 mm? a la altura
de la vena foliar e inocularon en placas de Petri con agar
dextrosa de papa (PDA) a una dosis de 39 g-L™'. Las
placas se incubaron a 28 °C durante 10 dias para su
posterior purificacion.

Los micelios fungicos de los cultivos iniciales se
transfirieron a nuevas placas de Petri con PDA, segun sus
caracteristicas colorimétricas, para su purificacion. Estas
se incubaron a la misma temperatura durante 14 dias.
Este proceso dio como resultado cuatro placas con cepas
puras para la identificacion del género por caracterizacion
morfoldgica con la técnica de tincién con azul de lactofenol,
para la posterior identificacion de la especie por técnicas
moleculares.

Tres de los cultivos purificados, codificados como
H700, H701 y H769 fueron identificados molecularmente
mediante extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN),
amplificados por fragmentos espaciador transcrito interno
(ITS), secuenciacién convencional, ensamblaje de los
productos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
y busqueda en bases de datos. El procedimiento se llevo a
cabo de la siguiente manera.

La extraccion de ADN se realiz6 mediante métodos
convencionales (19) con aproximadamente 100 mg
de muestra. La integridad y calidad del ADN se
evaluaron mediante espectrofotometria de microvolumen y
visualizaciéon en gel agarosa de poliacrilamida al 1 %. A
una concentracion de 20 ng-uL=", el ADN se diluy6 para la
amplificacion por PCR utilizando los cebadores ITS1/ITS4
(20). El producto final de la PCR se purifico y secuencié
mediante el método de Sanger. Las secuencias obtenidas
se limpiaron y ensamblaron con el software bioinformatico
Geneious (version 11.1.2). Las secuencias ensambladas
se compararon con las de la base de datos GenBank
de NCBI para la identificacion taxondmica, empleando la
herramienta BLAST para encontrar similitudes.

Se realizé un analisis del perfil taxonémico de la region
ITS mediante secuenciacion masiva de alto rendimiento
(metabarcoding) en las muestras purificadas etiquetadas
como H631 y H710. Este anadlisis incluyd la extraccion
de ADN y el metabarcoding del ITS, como se detalla a
continuacion:

Aproximadamente 500 mg de cada micelio fungico
aislado de la muestra de tejido foliar afectado,
se utilizaron para la extraccion de ADN mediante
métodos convencionales. La calidad del ADN extraido
se evalu6 mediante espectrofotometria con NanoDrop.

La integridad del ADN se verifico por -electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 1 %. Tras la evaluacion
de calidad, las secuencias objetivo se amplificaron
utilizando cebadores ITS (CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
y TCCTCCGCTTATTGATATGC) especificos para hongos.
Los productos de PCR resultantes se purificaron,
cuantificaron y agruparon para la preparacién de la
biblioteca. Se realizé control de calidad de las bibliotecas,
y aquellas que cumplieron los criterios, se procesaron para
su secuenciacion en la plataforma lllumina. Las lecturas
resultantes se limpiaron, ensamblaron y contabilizaron
mediante herramientas bioinformaticas. Se eliminaron
las secuencias quiméricas y las secuencias finales se
identificaron mediante BLAST, utilizando un umbral de
identidad del 97 % frente a la base de datos UNITE de
hongos. Los resultados se visualizaron mediante graficos
Krona.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 2 muestra la caracterizacion morfologica de los
hongos fitopatdgenos aislados en las muestras de tejido
necrotico foliar de la cafia de azucar.

La caracterizaciéon morfolégica de los aislados permitio
identificar estructuras importantes en la aproximacion
al género de los hongos aislados (Curvularia sp. y
Aspergillus sp.) comparados con cédigos taxondmicos de
literatura publicada. Curvularia sp tuvo un crecimiento de
textura algodonosa de color oscuro melanizada, presenta
hifas tipo dematidcea de color oscura, sus estructuras con
forma macroconidias tabicadas, sus conidios son de forma
curva en forma de celdas desiguales. Aspergillus sp tuvo
un crecimiento con textura granulosa de color blanca, sus
hifas hialinas de color mas clara con conidiéforos con
cabeza conidial en forma de vesicula, sus conidios son
pequefias y redondas.

Las caracteristicas encontradas son concordantes con
lo publicado por literatura cientifica, Curvularia posee
un micelio de crecimiento rapido y macroconidias
multiseptadas con una célula central prominente y curvada
(11), mientras que, el género Aspergillus presenta una
morfologia hialina, se caracteriza por la presencia de
fialides con forma radial (11). Estas caracteristicas
fenotipicas permiten realizar una aproximacion hacia el
agente causal de enfermedades para poder estableces
planes de manejo y control en cultivos agricolas de alto
valor econémico para los productores.

La caracterizacion molecular de las cepas fungicas
aisladas mediante el método ITS confirmd la presencia de
ADN de alta calidad, apto para el proceso de amplificacion
(Figura 3).

Se visualizaron bandas de 536 pares de bases para la
muestra H700, mientras que 535 pb en la muestra H701
y 529 pb en la muestra H769 corresponden al marcador
ITS. A partir de las lecturas obtenidas por secuenciacion
SANGER se generaron secuencias ensambladas que
permitieron determinar la identificacion de las especies
fungicas, como se describe en la Tabla 1.
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Curvularia sp.

A: vista superior del hongo Curvularia sp. B: vista superior de hongo Aspergillus sp. a: hifas y conidios de Curvularia sp. b: hifas,

conidiéforos y conidios de Aspergillus sp

Figura 2. Caracterizaciéon morfoldgica de los hongos fitopatdégenos aislados en las muestras de tejido necroético foliar de la cafa de

azlcar

MM CN  H700 H701 H769

MW: marcador de peso molecular en pares de bases (pb). CN:
control negativo ITS

Figura 3. Gel de agarosa al 1 % con productos de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Fragmentos del
espaciador transcrito interno (ITS)

Con la identificacion molecular se puede confirmar con
precision cual es el agente causal que afecta a este
cultivo en Ecuador. En este estudio se identificaron tres
especies fungicas predominantes mediante el método de
codigo de barras ITS: A. arachidicola, C. petersonii y
Rhinocladiella sp. Este método es reconocido por su
eficacia en la identificacion taxondémica de organismos
fungicos, lo que permite la determinacion precisa de las
especies implicadas en la patogenicidad (21).

La presencia de A. arachidicola es particularmente
significativa, ya que este hongo se asocia con la produccion
de compuestos toxicos que pueden afectar gravemente la
seguridad del cultivo y de los alimentos. Investigaciones
publicadas han mostrado que la presencia de este hongo
en los cultivos puede provocar pérdidas econdmicas
sustanciales debido a la reduccion del rendimiento vy
la calidad de la cafia de azlcar (22). Por tanto, la
identificacion precisa del patdogeno es esencial para
implementar estrategias de manejo eficaces.
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C. petersonii es conocido como un hongo fitopatégeno
que contribuye a la necrosis foliar en cultivares
de gramineas. Se ha demostrado que este hongo
puede afectar negativamente la fotosintesis y, en
consecuencia, reducir la produccion de biomasa vegetal
(23). Curvularia spp es un género que representa un
desafio para la agricultura y subraya la necesidad de
monitorear y gestionar las condiciones ambientales que
favorecen su proliferacion (24).

La presencia de Rhinocladiella sp entre los aislados
fungicos identificados indica una diversidad de organismos
potencialmente implicados en la enfermedad. Se ha
reportado que puede causar diversas patologias en plantas
(25, 26). Estos hallazgos resaltan la necesidad de un
enfoque integrado para el manejo de enfermedades

fungicas, que incluya vigilancia continua y el uso de
métodos de identificaciéon molecular.

La muestra H710 fue sometida a un perfil taxonémico
de la region ITS mediante secuenciacién masiva de alto
rendimiento (Tabla 2).

La concentracion y calidad adecuadas del ADN
obtenidas de los aislados fungicos para la preparacion
de bibliotecas y la posterior secuenciacién metagendmica
mediante metabarcoding del ITS son evidentes. Los
resultados de la busqueda BLAST para la identificacién de
hongos a nivel de género y especie se presentan en los
graficos Krona (Figuras 4 y 5) para el Phylum Ascomycota,
lo que permite un analisis interactivo de los resultados.

Los resultados indican que la muestra H710, dentro del
Phylum Ascomycota, presentd un predominio del 100 %
para la especie Fusarium pseudoanthophilum, mientras que

la muestra H631 fue 97 % predominante para Nigrospora
osmanthi.

Tabla 1. Resumen de los resultados de la caracterizacién molecular mediante el fragmento ITS

Codigo  Calidad del ADN (%) Organismo Gen Identidad (%) Accesion Cobertura (%) Valor-E
H700 100 Asperqgillus arachidicola ITS 100,00 MF668184.1 100 0,0
H701 100 Curvularia petersonii ITS 99,68 NR_158448.1 100 0,0
H769 98 Rhinocladiella sp. ITS 98,00 HQ022439.1 100 0,0

Tabla 2. Resultados de la extraccion de ADN y la secuenciacion masiva

Codigo Concentracion (ng/ul") A0 [ g0 A% paso Total de lecturas OTUs* Numero de secuencias
H710 2756,9 2,05 2,12 80,146 155 75,294
H631 698,2 2,01 1,98 37,763 120 37,564

OTUs (Unidades taxondémicas operativas)*

g z

g g

L 2

2 B

g 8

H 3

a E2

3 e
TN, #

4.
metabarcoding del ITS de la muestra H710

Figura Phylum Ascomycota como resultado del

Figura 5. Phylum Ascomycota como resultado
metabarcoding del ITS de la muestra H631

del
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Los resultados obtenidos para la muestra H710 resaltan
la relevancia de este hongo en el contexto vegetal. F
pseudoanthophilum ha sido reconocido por su capacidad
para causar enfermedades en cultivos (podria mencionarse
cuales para notar la amplitud de estos o su cercania
con cafia de azucar), lo que subraya la importancia de
su identificacion para el manejo eficaz de fitopatdogenos.
Investigaciones han documentado que este hongo puede
asociarse con marchitez y enrojecimiento foliar en varias
especies vegetales, afectando negativamente la produccion
agricola (27).

N. osmanthi es un hongo fitopatégeno identificado
como agente patégeno en diversos cultivos agricolas (28).
Este hongo pertenece al género Nigrospora, que incluye
varias especies conocidas por su capacidad de causar
dafios significativos en plantas (29). La identificacion
y caracterizacion de N. osmanthi son cruciales para
comprender su impacto en la agricultura y desarrollar
estrategias de manejo efectivas (17).

Estos hallazgos contrastan con el predominio general del
Phylum Ascomycota, que incluye muchos de los principales
patégenos vegetales. El predominio de Fusarium en este
contexto refuerza la necesidad de enfoques especificos
de monitoreo y control centrados en este género,
especialmente en sistemas agricolas donde la sanidad
vegetal es critica (30).

CONCLUSIONES

La técnica metabarcoding ITS permiti6 obtener ADN de
alta calidad, lo que facilité la amplificacién y posterior
identificacion de las especies fungicas presentes en las
muestras analizadas, demostrando la eficacia de las
técnicas moleculares para identificar con precision hongos
patégenos.

Las secuencias obtenidas mediante secuenciacion
Sanger confirmaron la existencia de las especies
especificas: A. arachidicola, C. petersonii y Rhinocladiella
sp., aportando informacién relevante sobre la diversidad
de hongos patégenos en los tejidos foliares de la variedad
EC-08 de cafia de azucar estudiada.

El analisis por secuenciacién masiva de las muestras
H710 y H631 reveld un predominio del 100 % de
F. pseudoanthophilum y del 97 % de N. osmanthi,
respectivamente, dentro del Phylum Ascomycota. Por tanto,
estas especies serian las responsables de causan necrosis
foliar en el cultivo de cafia de azucar.

La informacién derivada de esta investigacion tiene
importantes implicaciones para el manejo de los cultivos,
ya que la identificacion precisa (esto se realiza mediante
pruebas de patogenicidad y completar los postulados
de Koch), aqui es una mera suposicién de los hongos
patdogenos puede facilitar el desarrollo de estrategias
de control eficaces que mejoren la sanidad del cultivo.
Sugiriendo evaluar el grado de patogenicidad de estos
agentes causales.
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