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Resumen

Annona muricata 1., conocida comunmente como guanabana, esta adaptada a condiciones
subtropicales en Ecuador, permitiendo variedades productivas y de calidad. Sin embargo, sufre
enfermedades fungicas que se intensifican en épocas lluviosas. Esta investigacion caracterizo
morfolégica y molecularmente los hongos fitopatégenos presentes en la guanabana. Se
recolectaron hojas, flores, tallos, corteza y frutos infectados en la Finca Agroecoldgica
Yolita, Napo, Ecuador. Los hongos se aislaron en agar rosa bengala (ARB) hasta obtener
cultivos axénicos y se tifieron con azul de metileno al 1%. La identificacién molecular se
realiz6 mediante PCR y secuenciaciéon de los transcritos I'TS1, ITS2 e ITS4. Los hongos
fitopatogenos identificados fueron Fusarium solani-melongenae (P1. 100%), F. psendensiforme
(PI. 100%), E. concolor (P1. 98,85%), F. equiseti (P.1. 100%), Colletotrichum sp. (P.1. 98,64%)
y Lasiodiplodia theobromae (P1. 100%). Estos resultados permitiran diagnosticos precisos
y tempranos, beneficiando a agricultores locales y promoviendo agricultura sostenible y

seguridad alimentaria en la region.
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Abstract

Annona muricata L., commonly known as soursop, is adapted to subtropical conditions in
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Ecuador, allowing for productive and high-quality varieties. However, it is affected by fungal
diseases thatintensify during the rainy season. This research characterized the phytopathogenic
fungi associated with soursop both morphologically and moleculatly. Infected leaves, flowers,
stems, bark, and fruits were collected from the Yolita Agroecological Farm in Napo, Ecuador.
Fungi were isolated on rose bengal agar (RBA) until axenic cultures were obtained and
stained with 1% methylene blue. Molecular identification was carried out through PCR and
sequencing of ITS1, ITS2, and I'TS4 transcripts. The identified phytopathogenic fungi were
Fusarium solani-melongenae (1.S. 100%), F. psendensiforme (1.S. 100%), F. concolor (1.S. 98.85%), F.
equiseti (1.S. 100%), Colletotrichum sp. (1.S. 98.64%), and Lasiodiplodia theobromae (1.S. 100%).
These results will enable accurate and eatly diagnoses, benefiting local farmers and promoting

sustainable agriculture and food security in the region.
Keywords: Morpho-cultural characterization; Diseases; Fungi; Sequencing,
Introduccion

Annona muricata 1.., conocida comunmente como guanabana, es originaria de regiones
tropicales de América y cultivada en zonas tropicales de Ecuador; posee creciente relevancia
economica y agricola. Sin embargo, enfrenta limitaciones por plagas y enfermedades
(Hernandez et al., 2022). Segun (Aranguré et al., 2024), una de las afectaciones por hongos
es la muerte descendente en guanabana, causada principalmente por Lasiodiplodia theobromae.
Este fitopatégeno causa marchitamiento, necrosis y muerte de ramas. Ademas, la antracnosis
causada por Colletotrichum gloeosporioides afecta frutos y ramas, provocando lesiones y pérdidas
economicas en cultivos de guanabana. Ambos representan amenazas fungicas relevantes. En
Ecuador, la producciéon de guanidbana esta en etapa inicial, con potencial de crecimiento
debido a sus propiedades nutricionales, medicinales y a la demanda internacional (Rojas,
2022). Las técnicas moleculares como PCR permiten identificar con precision especies de
hongos mediante la amplificacion de regiones altamente conservadas y variables del ADN
ribosomal, constituyéndose en un método confiable y ampliamente usado para taxonomia
y diferenciacion de especies (Suarez y Pefiaranda, 2022). Por lo que, el objetivo de esta
investigacion fue caracterizar morfologica y molecularmente fitopatogenos asociados al
cultivo de guanabana variedad guanabana Gigante Ecuatoriana. La identificacién molecular y
caracterizacion morfolégica de hongos fitopatdgenos en Annona muricata es fundamental para
reconocer oportunamente patégenos emergentes debido a que en Ecuador hay ausencia de
reporte de su incidencia y este estudio permitira disefiar estrategias efectivas de control. Este
enfoque mejora la sostenibilidad del cultivo y la produccién de calidad del fruto (Cambero
et al., 2024).
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Metodologia

Las muestras se obtuvieron en la Finca Agroecolégica Yolita, Napo (Ecuador), con el permiso
MAATE-CMARG-2024-0057 se recolectaron hojas, frutos, tallos y flores de guanabana
variedad Gigante Ecuatoriana con sintomas fungicos. Luego, se cortaron fragmentos de 1
cm?; se desinfectaron con alcohol al 70% durante 30 segundos y luego con hipoclorito de
sodio al 1% durante un minuto, con lavados posteriores en agua destilada estéril y secado
en papel estéril. Los fragmentos se sembraron en Agar Rosa Bengala (ARB) para aislar
patégenos, incubando a 28 °C durante 7-14 dfas en oscuridad (Mata & Salmones, 2021).
Las colonias emergentes se subcultivaron hasta obtener cultivos axénicos y se evaluaron
caracteristicas macroscopicas y microscopicas. La caracterizacion macroscopica a evaluar fue
su morfologia en caja, el color, tamafio y contextura, y para la caracterizacion microscopica,
se extrajo una impronta del micelio, se coloco en el portaobjetos, se tifidé con azul de metileno
y se observo al microscopio Optico con aumento de 40X (Cervantes et al., 2020). Para
identificacién molecular, se extrajo ADN mediante el método de ebullicién y se amplificé la
region ITS por la téenica de reaccion en cadena de polimerasa(PCR) utilizada comunmente
para identificaciéon fungica (Licona et al., 2019; Mbareche et al, 2020). Los amplicones se
observaron en geles al 1,5% de agarosa por electroforesis. Los productos se secuenciaron
(Macrogen), se compararon en GenBank y NCBI, considerando 90 al 100 % de identidad y

cobertura para determinar la especie (Suarez & Pefiaranda, 2022).
Resultados y discusion

De los cultivos axénicos identificados molecularmente se obtuvo a Lasiodiplodia theobromae
que presenté micelio abundante, hifas septadas que inicialmente eran blancas y se tornaron
negras con el tiempo, ademas de la presencia de picnidios con conidios, los cuales son
ovoides a elipsoidales, hialinos en cultivos jovenes y se vuelven oscuros a medida que
envejecen. Esto coincide con la descripcion del hongo por (Aranguré et al., 2024). En
cuanto a Fusarium sp., presentd micelio algodonoso con tonos blanquecinos. El micelio fue
septado, delgado, conidiéforos, con microconidios y macroconidios ligeramente curvados,
en forma de canoa (Cambero et al., 2024). Por otro lado, Colletotrichum sp. presenté micelio
blanquecino semiesponjoso con conidios ovalados, hialinos y no septados, coincidiendo con

las caracteristicas descritas para Colletotrichum sp. (Chavez et al., 2024).

Ademas, se identificaronhongos del género Fusarium, especificamente Fusarium solani-melongenae
(Porcentaje de Identidad 100%) con la accesion PP422928.1, Fusarium pseudensiforme (PI.
100%) con la accesion JF433037.1, Fusarium concolor (P1. 98,85%) con la accesion MN19299.1
y Fusarium equiseti (P1. 100%) con la accesion OR144011.1. Asi mismo, se identificé el hongo
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filamentoso de textura espesa blanquecina correspondiente a Colletotrichum sp. (P1. 98,64%)

con la accesion ON155128.1 y el hongo filamentoso con textura elevada de micelio grisiceo
Lasiodiplodia theobromae (P.1.100%) con la accesion MW045414.1.

Conclusiones

La identificaciéon morfologica y molecular de los hongos encontrados en la guanabana
en Napo, Ecuador, revelé diversas especies, destacando Lasiodiplodia theobromae, Fusarium
solani-melongenae, F. pseudensiforme, F. concolor, F. equiseti y Colletotrichum sp. como agentes
patégenos relevantes. La presencia de estos hongos, relacionados con sintomas fungicos
en diferentes tejidos, pone en evidencia la amenaza que representan para la produccion
local. La caracterizacién por técnicas moleculares permitié confirmar su identidad con alta
confianza, facilitando diagnodsticos precisos y tempranos. Estos hallazgos son fundamentales
para desarrollar estrategias de manejo y control eficientes, promoviendo la sostenibilidad,

mejorando la salud de los cultivos y protegiendo la calidad del fruto en la region.
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