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RESUMEN

La variedad Passiflora esté ligada a un factor econémico relevante para Colombia.
Las principales enfermedades que atacan el cultivo de maracuya son producidas
por los hongos Fusarium y Cladosporium, se conocen como “Secadera” y “Rofia”,
obstruyen los haces vasculares, clorosis leve, defoliacion y pudricion de raiz. El
objetivo principal de este estudio fue determinar los microorganismos causantes
de estas enfermedades en un cultivo de maracuya de una Finca de Pacho
Cundinamarca y los posibles controladores biolégicos. Se realizé la toma de
muestras de suelo y material vegetal que presentaba sintomatologia compatible
con las enfermedades, aislamientos primarios y secundarios, identificacion
fenotipica mediante caracteristicas macroscopicas y microscopicas, pruebas de
enfrentamiento dual para evaluar la actividad antagonica de los microorganismos
previamente seleccionados e identificacibn con pruebas moleculares. Los

resultados evidenciaron que Fusarium oxysporum con homologia del 100% es el



patdogeno primario causante de la sintomatologia presentada en los cultivos de
maracuya en la finca “Patio Bonito” de Pacho, Cundinamarca. En cuanto al
microorganismo causante de rofia, no se obtuvo ninguna cepa compatible con el
género Cladosporium spp. Las pruebas de antagonismo demostraron que Serratia
marcescens y Trichosporon porosum poseen la capacidad de controlar in vitro el
crecimiento de Fusarium oxysporum. Adicionalmente, se aislé Fusarium
incarnatum, con una homologia del 99.80%, un hongo poco comun en pasifloras.
Este es el segundo estudio reportado con presencia de Fusarium incarnatum en
cultivos de maracuya en Colombia. Se espera profundizar a futuro mediante

pruebas en campo.

Palabras clave: Passiflora edulis, hongos fitopatdgenos, Fusarium spp,

Cladosporium spp, antagonismo, control bioldgico.



Introduccién

El género Passiflora comprende una variedad de arboles frutales de importancia a
nivel agricola, que estan ligados a un factor econémico relevante para el pais;
tanto asi, que existe una cadena productiva de pasifloras. Las pasifloras o passion
fruits (frutas de la pasion), cultivadas para fin comercial y de exportacion en
Colombia son: maracuya (Passiflora edulis), granadilla (P. ligularis Juss) y gulupa
(P. pinnatistipula); y de manera artesanal, badea (P. quadrangularis L.) y curuba
(P. mollissima Bailey). De acuerdo con datos facilitados por la Federacion
Colombiana de Productores de Pasifloras (Fedepasifloras), la produccion se
centra en 24 departamentos donde el maracuya sobresale por mayor cubrimiento
a nivel departamental. Para el afio 2017, se estimaron 21.164 hectareas cultivadas
con mas de 5000 productores de pasifloras a nivel nacional, para este caso
especifico Passiflora edulis (maracuya), se caracteriza por tener productores con

areas superiores a una hectarea *°.

El maracuya, més conocido como la fruta de la pasion o pasionaria, se caracteriza
por su alta prevalencia en paises del continente latinoamericano, en especial
Brasil y Colombia, y, por su alta demanda, ha llegado a ser una de las frutas mas
importantes por la vinculacion obtenida a partir de la agroindustria y la exportacion,

segun un reporte realizado por el ICA en el afio 2017 .

Una de las cualidades principales de esta fruta estd dada por sus propiedades
nutricionales, contiene un alto contenido en acido con un pH de 3.2, debido al
predominio de &cido citrico y acido malico. Proporciona una buena fuente de
nutrientes como la vitamina A, B2 y C y fitoquimicos, carotenoides y polifenoles no
nutritivos; también es rico en minerales como K, P, Ca, Fe, Na, Mg, S, Cl y

proteinas %°.

En Colombia, las zonas con mayor produccién de pasifloras a partir del afio 2004
a la fecha son Cundinamarca, Antioquia, Tolima, Huila, Cauca y Narifio. Segun
datos del DANE, el departamento de Huila es el mayor productor de pasifloras a

nivel nacional con 3.618 hectareas, con una alta produccion de maracuya,



granadilla y chulupa®®. Este cultivo es altamente susceptible al ataque de mas de
15 enfermedades, que pueden llegar a causar afectaciones generales o
localizadas a la planta, ligados a patdégenos como bacterias, hongos, virus,

nematodos y artrépodos *°.

A nivel nacional, el cultivo de maracuya tiene un problema fitosanitario reconocido
como "la secadera o fusariosis”. Es una enfermedad vascular que genera gran
impacto por la pérdida en la produccion. La secadera es causada generalmente
por especies del género Fusarium sp. y se caracteriza por obstruccion de haces
vasculares, clorosis foliar leve, posterior defoliacién y pudriciéon a nivel radical y
ocasionar muerte prematura de la planta por marchitez'®. Otra enfermedad de alta
importancia es “la rofia o verrugosis”, causada por Cladosporium sp, que se
caracteriza por atacar los tejidos tiernos; presenta sintomas en las hojas y frutos
como lesiones circulares amarillas y posteriormente formacién de verrugas, que
causan el deterioro de su apariencia y por consiguiente la disminucion del valor

comercial de la fruta °.

El presente estudio se llevo a cabo en la finca “Patio Bonito”, en el municipio de
Pacho, Cundinamarca, donde se encontr6 que aproximadamente el 20% de las
plantas de maracuya presentaban sintomatologia compatible con una o las dos
enfermedades descritas, y que ha causado pérdidas de produccion y bajo
rendimiento del cultivo. El objetivo fue determinar los posibles microorganismos
causantes de estas enfermedades en un cultivo de maracuya ubicado en una finca
de Pacho, Cundinamarca, asi como la identificacion de los posibles
microorganismos antagonistas que puedan ser usados como controladores
bioldgicos, como parte de un Manejo Integrado de Plagas que hacen a su cultivo.
Esta evaluacion se propuso verificar, si este problema es causado por los hongos
mencionados y contribuir al agricultor en el conocimiento sobre su situacion
fitosanitaria, para tratar de disminuir pérdidas de produccion al agricultor y ofrecer
una opcion viable de mitigacion relativamente econémica que no afecte la salud de
personas cercanas al cultivo, no limite la accién de la microbiota nativa del suelo y

al mismo tiempo sea adecuada para el medio ambiente.



Objetivos

Objetivo general

Determinar los microorganismos causantes de estas enfermedades en un cultivo

de maracuya ubicado en una finca de Pacho, Cundinamarca, al igual que la

identificacion de posibles microorganismos antagonistas que puedan ser usados

como controladores biolégicos, como parte de un manejo integrado de plagas que

hacen a su cultivo.

Objetivos especificos

Aislar los microorganismos que se encuentran presentes en las muestras de
suelo rizosférico vy filésfera, recolectadas del cultivo de maracuya proveniente

de un cultivo del municipio de Pacho, Cundinamarca.

Caracterizar los patdgenos que estan causando las enfermedades del cultivo de
maracuya conocidas como secadera o fusariosis y rofia 0 verrugosis, a partir de
las muestras obtenidas de plantas con sintomas de una finca en Pacho,

Cundinamarca.

Establecer con pruebas de antagonismo in vitro a partir de los microorganismos
aislados, su comportamiento como posibles controladores biolégicos frente a

los hongos obtenidos de las muestras que producen fusariosis y verrugosis.

Identificar genotipicamente los microorganismos patdgenos y los mejores
antagonistas obtenidos a partir de las muestras de suelo rizésferico y filésfera
del cultivo de maracuya proveniente de un cultivo del municipio de Pacho,

Cundinamarca.



1. Antecedentes

La disminucién del rendimiento en la produccion de fruta en las plantas del género
passiflora se ha convertido en una de las mayores preocupaciones para el gremio
de agricultores del pais. Por esta razon, es importante la mitigacion de los
patdogenos que puedan llegar a generar la mortalidad total de los cultivos ya que,
alrededor de 24 departamentos como Huila, Tolima, Meta, Boyaca vy
Cundinamarca, Antioquia, Caldas, Quindio, Risaralda Cauca y Narifio son
productores y se verian favorecidos con el cultivo de estas frutas en especial de la
Passiflora edulis, mas conocida como Maracuya.

El afio 2009 se realizé una investigacion enfocada en las generalidades de cultivo
de Passiflora edulis (Maracuya), también conocida como "La fruta de la pasién".
Amata’ et al, consideraron este fruto particularmente rico en minerales y vitaminas
A, C y D. Adicionalmente, refieren que su consumo conducira a una mejor salud y
estado nutricional, particularmente en grupos vulnerables como los nifios, los
ancianos y personas infectadas con VIH / SIDA. Con esta premisa, es importante
que el fruto se encuentre en perfectas condiciones de sanidad, lo que depende
desde el principio de la siembra y durante todo su desarrollo hasta la cosecha. Sin
embargo, la existencia de problemas fitosanitarios (en su mayoria fangicos) trae
consecuencias para la produccién. Mas adelante, en 2011 Amata et al®, realizaron
un estudio de estos problemas fitosanitarios que afectan la produccion de
pasifloras y refirieron que las enfermedades causan pérdidas de rendimiento del
80-100% en los sistemas de producciéon de maracuya. En su mayoria, son
enfermedades de procedencia fangica, las cuales atacan y perjudican los cultivos
propagandose rapidamente; los sintomas fueron similares en todas las plantas de
pasifloras, y por lo tanto se determiné que la enfermedad era fusariosis.
Adicionalmente, los investigadores sostienen que los agricultores no adoptan
medidas de saneamiento en el campo que reduzcan como tal la enfermedad,
como la poda, la quema de partes de plantas infectadas y la desinfeccion de las
herramientas utilizadas en las granjas. Se considera, que tales medidas podrian

reducir la reproduccién del patégeno.



Dentro de los problemas fitosanitarios que afectan a las pasifloras, también se
encuentra la rofla o verrugosis, la cual es una enfermedad que afecta estos
cultivos (familia Passifloraceae). Seguin Delgado et al* en 2012, describieron que
el manejo de la misma es ineficiente, debido al poco conocimiento que se tiene.
Este trabajo estuvo orientado a identificar la susceptibilidad del maracuya a la rofia
por medio de métodos de inoculacibn como: aspersion con y sin heridas de
Cladosporium cladosporioides y se determiné que la susceptibilidad a la Rofa fue
entre una y tres semanas de edad. Esto significa que se deben tomar medidas
preventivas de manejo de esta enfermedad, porque trae grandes consecuencias
para los cultivos y evidentemente para la cosecha®. La produccién de maracuya es
de gran importancia econdémica para el pais, puesto que ocupa un lugar valioso en
la explotacién fruticola. Segin Quiroga et al’, en el articulo Microorganismos
rizosféricos, potenciales antagonistas de Fusarium sp. causante de la pudricién
radicular de maracuya (Passiflora edulis Sims), el departamento de mayor
produccion es Huila con un area sembrada de 1635 ha; sin embargo, la
problematica fitosanitaria en el cultivo es el marchitamiento vascular conocido
como secadera o muerte descendente de la planta ocasionado por Fusarium spp.
Esta enfermedad se caracteriza por el amarillamiento parcial de las hojas,
enanismo de los brotes, disminucién del crecimiento de la planta y por lo tanto
pérdida total de la produccion. El manejo de este patdgeno es considerablemente
complicado puesto que, al utilizar controles quimicos de amplio espectro como los
fungicidas, han llevado a que se presenten cepas de Fusarium sp resistentes,
efectos negativos en la salud publica y el medio ambiente. Por lo tanto, se propuso
plantear el uso de estrategias de control bioldgico, importantes para la
recuperacion del equilibrio de los agroecosistemas y para el aprovechamiento del
potencial antagonista natural de ciertos microorganismos como hongos Yy

rizobacterias contra patégenos vulnerables.

En el mismo afio, Ocampo et al®, realizaron un estudio basado en la exploracion

de la variabilidad genética del maracuya con el objetivo de realizar un programa de



fitomejoramiento en los cultivos aqui en Colombia. Se analizaron las
generalidades del cultivo y los patégenos de mayor incidencia. Encontraron que
estaba presente Cladosporium sp. y Fusarium sp., responsables de las
enfermedades de la rofia y la secadera respectivamente; se analizd, ademas, el
estado fisicoquimico del fruto, clasificacion, caracteristicas de los cultivos,
variabilidad genética y fitomejoramiento. Se concluy6 que las enfermedades mas
graves fueron la virosis (50%) y la roia (34%), donde el alto porcentaje de
enfermedades, posiblemente, se relaciona con la falta de control de arvenses
hospederas, uso excesivo de agroquimicos o condiciones genéticas de los cultivos
a causa de la endogamia, lo que impide solucionar estos problemas fitosanitarios

mediante la introduccion de genes de resistencia.

En un estudio realizado sobre la caracterizacion de la enfermedad de la Rofia en
cultivos de maracuya, a partir de 40 muestras pertenecientes a diferentes
departamentos de Colombia en el afio 2013 Delgado et al’, quisieron determinar la
verdadera etiologia de la enfermedad, realizando pruebas de patogenicidad y
caracterizacion patolégica del agente causante. Se hizo, ademas, la
caracterizacion molecular de dicho patégeno por medio de la amplificacion de las
regiones ITS (intern transcribed space) del ADN ribosomal y del gen Actin,
enzimas de restriccion y secuenciacion. Se encontré que el hongo encontrado que
podria ser causante de la Rofia era el hongo de la especie Cladosporium

cladosporioides.

En Brasil Do Santos A%, realiz6 un estudio cuyo objetivo fue caracterizar la
resistencia de 31 genotipos de maracuya (Passiflora sp.) Fusarium oxysporum sp.
passiflorae (FOP). Du Santos et al., inocularon 20 plantulas de cada genotipo,
evaluando diariamente durante 120 dias, con el fin de detectar la aparicion de
sintomas de marchitamiento y muerte. Estos datos se utilizaron para calcular el
area bajo la curva de progreso de la enfermedad, para el analisis de supervivencia
y agrupacion. Los genotipos fueron clasificados en cuatro subgrupos: resistente,

moderadamente resistente, susceptible y altamente susceptible. La resistencia fue



dependiente del genotipo, pero no se encontré una variacion significativa entre el
purpura y el amarillo de Passiflora edulis. Concluyeron que la mayoria de las
plantas tienen la maquinaria genética para defenderse; la susceptibilidad de las
plantas es el resultado de su incapacidad para detectar rapidamente la presencia

del patégeno o la falta de un gen importante para la resistencia.

En el mismo afio 2013, Granobles et al®, con la colaboracién de la universidad del
Valle, realizaron un estudio donde evaluaron el efecto de biocontroladores sobre la
dindmica poblacional de hongos de suelo en un cultivo de maracuya, tomando
como referencia, la ola invernal del 2010, la cual pudo haber causado un cambio
en la composicion poblacional de hongos patégenos asociados al cultivo de
Maracuya, debido a las condiciones ambientales del suelo. Esta investigacion se
encamind a determinar, como la dinamica de las poblaciones de hongos varia con
respecto a diferentes tratamientos y a condiciones climéticas. Se comparé la
diversidad, abundancia y riqueza de hongos del suelo, en parcelas de tierras con
una mezcla de Trichoderma harzianum - Bacillus subtilis, manejo convencional
con fertilizantes: NH;SO4, KNO3 y FOSS 61 y la mezcla: DAP, Triple 15 y KCL,
Las cepas aisladas y se caracterizaron morfolégicamente a través de claves
taxondmicas. No se evidenciaron diferencias significativas en diversidad,
abundancia y riqueza. Las especies de Trichoderma no le dieron actividad
biocontroladora, pero su presencia en el suelo participa en la biotransformacion de
los agroquimicos utilizados, restaurando los suelos. Por su parte Bacillus subtilis,
presentd actividad antibiética sobre los hongos patdgenos aislados del suelo,

confirmandose su actividad como biocontrolador.

En el afio 2014, Ortiz et al*®, determinaron por medio de muestras de tejido
procesado de plantas de maracuya purpura las afectaciones correspondientes a
dos de los microorganismos fitopatégenos encontrados en Colombia, el Fusarium
oxysporum y Fusarium solani. Las muestras fueron obtenidas de un cultivo de
nueve meses infectado naturalmente, en el area de Venecia (Cundinamarca,

Colombia). Como resultados, se obtuvo que la colonizacion por F. oxysporum se



observd en todos los organos de las plantas de maracuya purpura analizadas
(raiz, tallo y collar). Este hallazgo corrobora la capacidad informada del patégeno
para penetrar el sistema radicular y colonizar la planta a través de su sistema
vascular; sin embargo, no hubo evidencia de estructuras fungicas en el tejido del
tallo infectado naturalmente con F. solani. Este hallazgo apoya la idea de que este
patégeno tiende a localizarse en el collar y que estd asociado con sintomas
previamente observados en el cultivo. En las lesiones causadas por los patdgenos
F. oxysporum y F. solani, las hifas y los microconidios son evidentes en la luz de
los vasos, asi como en la formacion de geles, que constituye una respuesta de
defensa de las plantas infectadas.

Ferreira et al*!

, en el aino 2015, publicaron un estudio catalogado “Residuos
organicos en el control de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae en maracuya
amarillo (Passiflora edulis)”, en el cual evaluaron el efecto de residuos organicos in
vitro e in vivo como medida alternativa para el manejo de la fusariosis en
maracuya, generada por Fusarium oxysporum. Se evaluaron seis concentraciones
in vitro en forma de extracto acuoso, e igual numero, para la inhibicion del
crecimiento micelial in vivo, los cuales fueron incorporados al suelo para el control
de Fusarium. Como fuente residual se utilizaron hojas de eucalipto, bagazo de
coco babasu y cascara de yuca; el bagazo babasu, presentd las mayores
concentraciones de N, P y K. Se concluye que el residuo de eucalipto no influy6 en
el desarrollo de la mancha de Fusarium de maracuya en vivero y que in vitro, los 3
residuos presentaron inhibiciones significativas en las primeras concentraciones,
lo que permite establecer que utilizar residuos organicos para el control de
Fusarium en el cultivo de maracuya amarillo, es considerado como una opcién

viable.

En 2017, Robledo et al*’, en el articulo “Microscopia electrénica de barrido
ambiental del proceso de infeccion de Fusarium solani f. sp. passiflorae en
plantulas de maracuya (Passiflora edulis)”, estudiaron la pudricion del collar de

maracuya, por microscopia electronica mediante inoculaciones del patogeno



aislado y colocado en la superficie del collar de la planta, cada 24 horas durante 7
dias. El resultado obtenido fue la evidencia de conidios y micelios septados
densos sobre la epidermis del tallo y el collar; adicionalmente, se encontrd
hipertrofia y degradacion de la pared celular de los tejidos vasculares durante este
periodo.

En el afio 2018, Angel et al'**

en su estudio Comparacion de meétodos de
inoculacién de Fusarium solani f. sp. Passiflorae en plantulas de maracuya
(Passiflora edulis), cotejaron cuatro métodos de inoculacion de Fusarium solani
en plantulas de maracuya, con el fin de entender un método de inoculacién
eficiente para evaluar germoplasma de maracuya contra este patégeno. En el
experimento los tratamientos fueron: incisibn en el tallo, inmersion de raices,
inyeccion en el tallo y cribado en tubos de ensayo modificado. El patégeno infectd
raices, tallo y hojas, causando estrangulamiento ascendente y descendente del
tallo; ademas, se determind que los tratamientos con 100% de la enfermedad
fueron los de incision en tallo y el cribado. Se concluyé que los métodos mas
eficientes para inocular Fusarium sp. en plantulas de maracuyd, fueron el cribado
en tubos de ensayo modificado y la incisién en el tallo, debido a la homogeneidad

en los resultados y su reproducibilidad.

En el estudio de Henao et al**, se utilizaron técnicas moleculares para hacer
comparaciones de pequefias secuencias de ADN de regiones altamente
conservadas, en la identificacibn molecular de hongos. En el caso del género
Fusarium se presenta un alto nivel de polimorfismos entre especies estrechamente
relacionadas y la clasificacién taxonémica ha sido ampliamente discutida ya que
por sus caracteres morfolégicos resultan ser insuficientes para una correcta
identificacion a nivel de especie. De 35 muestras de tejido vegetal recolectadas en
el Valle del Cauca, Colombia, se obtuvieron ocho aislamientos del género
Fusarium. La caracterizacion molecular de los ocho aislamientos permitio
identificar tres especies: Fusarium incarnatum, Fusarium proliferatum y Fusarium

solani; donde la primera fue la de mayor incidencia en las muestras evaluadas.



2. Marco referencial

2.1 Generalidades de las pasifloras

La familia Passifloraceae se clasifica en 17 géneros y aproximadamente 600
especies, el cultivo se realiza en regiones tropicales y subtropicales. La mayoria
de estas especies, estan distribuidas principalmente en América Tropical y 23 de

estas especies crecen en el sur de Asia y Oceania®®. Etimolégicamente, el término

passiflora viene del latin passio, que significa pasion, y flos, que traduce flores;

dandose aqui el término flor de la pasion o fruta de la pasion, que tiene que ver

con la similitud con la corona de Cristo. Entre las especies cultivadas del género

Passiflora se encuentran maracuya (P. edulis var. flavicarpa), granadilla (P.

ligularis), gulupa (P. edulis var. edulis), curuba de Castilla (P. mollissima), badea

(P. quadrangularis) y cholupa (P. maliformis) *’.

2.2 Taxonomia

En la tabla 1, se presenta la taxonomia del género Passiflora tomado de USDA

United States Department of Agriculture

PASSIFLORA

TABLA 1. CLASIFICACION TAXONOMICA DEL GENERO

Reino

Plantae

Subreino

Tracheobionta

Superdivision

Spermatophyta

Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Orden Violales
Familia Passifloraceae
Tribu Passiflorae
Género Passiflora
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2.3 Produccion en Colombia

En Colombia, las zonas con mayor produccion de pasifloras a partir del afio 2004
a la fecha son Cundinamarca, Antioquia, Tolima, Huila, Cauca y Narifio. Segun
datos del DANE, el departamento de Huila es el mayor productor de pasifloras a
nivel nacional con 3.618 hectareas, con una alta produccién de maracuya,
granadilla y chulupa®®. Segun el informe entregado por Agronet en el afio 2016, el
area total sembrada en maracuya fue de 7.192 ha, con una produccion de 119.388

toneladas y un rendimiento de 14,85 ton/ha™®.

Para el aflo 2017, el viceministro de asuntos agropecuarios, Juan Pablo Pineda,
inform6 que las exportaciones de pasifloras aumentaron un 20%, al pasar de
4.908 toneladas en 2014 a 7.925 toneladas en 2016, dandole paso a la
disminucién de importaciones reemplazadas por produccion nacional; en el
periodo 2014 - 2016, se destaca el aumento de la produccién que llegé a 180.241
toneladas, en un area de 15.301 hectareas *°.

2.4 Maracuya (Passiflora edulis)

Conocida como la fruta de la pasion o pasionaria, el maracuya se caracteriza por
su alta prevalencia en paises del continente latinoamericano como Brasil y
Colombia; por su alta demanda, ha llegado a ser una de las frutas mas

importantes por su vinculo con la agroindustria y la exportacion.

Los cultivos de maracuya son encontrados en altitudes que van desde los 0 hasta
los 1300 msnm, poseen una raiz la cual es poco profunda adicionalmente raices
secundarias y terciarias superficiales; las hojas por lo general tienen 3 I6bulos,
son palmeadas y no poseen vellosidades?®’. Las flores son solitarias y axilares,
poseen 5 pétalos con 5 estambres, por ultimo, el fruto es redondo u ovoide, de
color amarillo y en algunos casos morado, con un diametro de 5 a 7 cm; con un

endocarpio de color blanco, donde en el interior de la fruta se encuentra la pulpa?..
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Una de las cualidades principales de esta fruta estd dada por sus propiedades
nutricionales, posee un pH de 3.2 debido al predominio de &cido citrico y &cido
malico. Adicionalmente, proporciona una buena fuente de nutrientes como la
vitamina A, B2 y C y fitoquimicos, carotenoides y polifenoles no nutritivos; también
es rico en minerales como K, P, Ca, Fe, Na, Mg, S, Cl y proteinas. Por otro lado se
dice que P. edulis contiene diferentes propiedades como: Antiinflamatorias,
anticonvulsivas, antimicrobianas, anticancerigenas, antidiabéticas,
antihipertensivas, anti sedantes, antioxidantes y se usa en medidas correctivas

para tratar distintas enfermedades *.

Figura. 1. Passiflora edulis, Maracuya tomado de: Agroagricultor, propiedades

nutricionales del maracuya?®

2.5 Ciclo fenologico

En condiciones o6ptimas, el desarrollo del cultivo de maracuya consta de tres
etapas que completan un tiempo total de 20 meses. Inicialmente se encuentra la
germinacion de la semilla, también puede ser propagado por estaca, acodo e
injerto®*. El método mas usado es por semilla las cuales se colocan a un
centimetro de profundidad®®. Luego viene la etapa reproductiva que comienza

desde la floracion hasta la formacion de los frutos, y por ultimo en la etapa
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productiva, la cual da inicio a la formacion del fruto hasta la cosecha, esta etapa se
considera que contempla la vida util del cultivo que se encuentra entre dos y tres
afios®®. En la figura 2 se puede evidenciar el ciclo fenolégico y el tiempo de cada

una de las etapas descritas.

R . iy o :
_ &. a : - 50| e o
SEMILLERO TRANSPLANTE FLORACION FORMACION COSECHA
DEFINITIVO A CAMPO DEL FRUTO
0-20 65-75 d3e-s4p 31;5321 4-5 meses 6-7 meses
i i después del i
dias dias trasplante Saouionte primer cosecha

Ciclo total: 210 dias (6-7 meses aproximadamente)

Figura. 2. Fenologia de la planta de maracuya tomado de: Manual de cultivo de maracuyé

bajo buenas practicas agricolas

2.6 Condiciones de crecimiento

En cuanto a las condiciones de crecimiento del cultivo, generalmente se amarra el
tallo debajo de una hoja de la planta con el extremo de una pita y el otro extremo
se amarra al alambre de la espaldera, de esta forma la planta ira creciendo de
manera correcta.’’ Para lograr un cultivo con crecimiento éptimo, es importante
llevar a cabo un manejo adecuado y constante de la plantacion, durante el primer
afio las podas son necesarias, en el segundo afio se podan las ramas que ya
dieron fruto y se despuntan ramas principales para mejorar ventilacion en el

cultivo?.

Con respecto al logro de una produccién eficiente, es recomendable tener
diferentes planes de fertilizacion que garanticen la nutricién del cultivo. El cual se
puede basar por un analisis previo de suelos, realizado antes de la siembra. La
fertilizacion se debe hacer con una frecuencia mensual o bimensual en dosis
moderadas®. En la figura 3 se presentan los elementos nutricionales para el

cultivo de maracuya.
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Figura 3. Elementos nutricionales del cultivo del Maracuya. Tomado de: Cultivo de

maracuya *

2.7 Cosecha

Al tercer afio, el cultivo permite obtener cosechas con cualidades Optimas. Los
meses con la mejor producciéon son mayo y junio, puesto que, los frutos alcanzan
su madurez entre los 50-60 dias después de la floracién. El fruto por su parte toma
una coloracion verde-amarilla, 20 dias después de obtener este color, cae y

comienza a envejecer, disminuyendo su peso, acidez y azlicares totales*.

La recoleccion es definida como el desprendimiento de los frutos de la planta con
la madurez comercial necesaria, por lo general se recomienda realizarse
manualmente, para esto es necesario el uso de tijeras o también se puede doblar
el pedunculo con ayuda de los dedos, a la altura del segundo nudo, de esta forma
la fruta queda aproximadamente con dos centimetros de pedunculo, evitando el
ataque de hongos y pérdida de peso. En el caso de los frutos que tengan dafos
externos ya sea por causa de insectos, enfermedades, dafio mecanico, ambiental

u otro, se deben recolectar aparte para evitar contaminacién de los frutos sanos. 2*

2.8 Principales enfermedades y plagas que afectan el cultivo de Maracuya
El cultivo del maracuya es susceptible al ataque de enfermedades, lo cual ha

originado la migracion periodica del cultivo a diferentes zonas del pais. Las
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malezas dentro de los cultivos generan pérdidas en los sistemas de produccion
debido a la alta competencia por nutrientes, luz, agua y espacio®; estos factores
aumentan la humedad relativa que favorece las condiciones de establecimiento de
hongos, plagas y patdogenos hospederos, generando a su vez efectos negativos
como el incremento en los costos de produccion, reduccion del rendimiento y baja

calidad de la fruta®?’.

Las enfermedades que afectan al cultivo de maracuya son provenientes de origen
fungico, bacteriano y viral causando pudriciones radicales y en algunos casos
foliares. La importancia de estas enfermedades radica en la incidencia y severidad
de las mismas, en la distribuciébn en la zona de siembra y en la época de
aparicion®

En la tabla 2, se observan las enfermedades mas comunes en cultivos de

maracuya.

TABLA 2. ENFERMEDADES MAS COMUNES EN MARACUYA

ORIGEN Y AGENTE .
ENFERMEDAD CAUSAL SINTOMAS

Se producen manchas foliares de forma y tamafio
variable, tiene apariencia aceitosa en los bordes
con anillos desde el centro hacia afuera. En los
Fungico frutos estas lesiones comienzan como manchas
(Colletotrichum sp)  aceitosas que se transforman en lesiones hendidas
y luego aparecen chancros de color pardo a negro
donde hay crecimiento del hongo. (Orlando
Quejada 2014;)

Antracnosis

Se presenta con manchas acuosas con formacién
de un halo clorético y lesiéon parda en el centro.
Mancha bacteriana Bacteriano Cuando la lesién avanza, las manchas se tornan
mas grandes, abarcando toda la hoja y causando
(Xanthomonas sp) su caida. Los sintomas mas fuertes se observan
cuando se presentan periodos de temperatura y
humedad relativa altas. (Alvarez et al; 2012)

Fangico Se presentan manchas de color pardo rojizo en las
Mancha parda hojas y en condiciones muy humedas se observan
(Alternaria sp) margenes acuosas; con el tiempo, las lesiones se

agrandan y forman anillo. En los frutos las lesiones
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son variables, manchas aceitosas seguidas de
lesiones y chancros de color pardo, que cuando
aumentan se ponen de color negro. (Alvarez et al;

2012)
Viral Las plantas infestadas presentan frutos deformes,
pequefios y duros, la cascara presenta un grosor
Virosis (Tymovirus, irregular, provocando una reduccién en la cavidad
Polyvirus y de la pulpa. Foliarmente se manifiesta como un
Rhabdovirus) mosaico y deformacion. (Salinas et al 2014)

2.9 Secadera o Fusariosis

Es de las enfermedades mas comunes en cultivos, se manifiesta como clorosis en
las hojas, que luego pasa a un tizon foliar sistémico de color marrén claro. Estas
lesiones se presentan en cualquier parte de las hojas del arbol, presentando
deformacion foliar, marchitamiento y finalmente defoliacion por infeccién del
pedinculo.?® Adicionalmente, los brotes tiernos también pueden ser afectados,
presentando las caracteristicas previamente mencionadas como deformacién de
las hojas pequefias, clorosis y defoliacién®. En la figura 4, se puede evidenciar el
marchitamiento o pérdida total de las plantaciones en el cultivo de maracuya de la
hacienda “Patio bonito”. La fusariosis o marchitez vascular es ocasionada, en su
mayoria por los hongos Fusarium solani y Fusarium oxysporum. Estos hongos son
saprofitos del suelo, los cuales también se nutren y se reproducen en la materia

organica en descomposicién del suelo y en la rizésfera de la planta®.

Figura 4. Enfermedad de fusariosis en cultivos de maracuya en la finca Patio bonito,

Pacho Cundinamarca. Autoras, 2019.
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2.10 Fusarium sp.

Los hongos del género Fusarium sp se consideran como los patdgenos mas
agresivos que afectan plantaciones de especies comerciales del género
Passiflora®. Fusarium sp, produce tres clases de esporas: Microconidias,
macroconidias y clamidosporas. Se caracteriza por la produccién de colonias de
rapido crecimiento en agar PDA a una temperatura de 25-30°C. En cuanto a la
morfologia de las colonias es variable, pues depende de la especie y también
puede presentar dos tipos: 1) Donde se evidencia micelio aéreo, algodonoso,
coloracién variable de blanco a rosado durazno, pero usualmente con un tinte
purpura o violeta y pocas microconidias y 1) Con formacion de poco o ningun

micelio aéreo con abundantes microconidias.>?

2.11 Roina

Conocida también como "verrugosis", es una enfermedad tipica de los tejidos
tiernos, aparece generalmente en los brotes y frutos pequefios (menores de 3 cm).
Los sintomas principales en las hojas se manifiestan como lesiones circulares de
3-5 mm rodeadas de un halo amarillo cuando inicia la enfermedad, luego toda la
lesion se vuelve de color rojizo®®. En los frutos, los sintomas inician con una
decoloracion de los tejidos, que posteriormente se vuelven acuosos y es cuando
aparecen lesiones en forma de verrugas. Internamente, el fruto no sufre dafio,
limitandose la enfermedad a evidenciarse en la parte externa de la cascara®. El
principal agente causal es el hongo del género Cladosporium spp., clasificado
como hongo imperfecto; es considerado saproéfito de plantas en descomposicion,

textiles, cuero, caucho y madera’.

Cladosporium oxysporum fue reportado como el agente causal de rofia en
Zimbabwe y Australia y C. cladosporioides y C. herbarum en Brasil; en Colombia
se registro, en el afio 2013, un estudio de identificacion del causante principal de
esta enfermedad; por medio de pruebas moleculares, se detectdé Cladosporium
cladosporioides como posible patdgeno. La tasa de crecimiento y la coloracion de
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las cepas son variables por lo tanto se piensa en la existencia de varias especies

del género Cladosporium causantes de Rofia en el pais **

Figura 5. Verrugosis en maracuya =

2.12 Cladosporium sp.

Hongo de la clase Ascomycetes que presenta gran abundancia de esporas
asexuales conocidas como conidios, las cuales son producidas en conidiéforos
grandes y oscuros que pueden ramificar en el apice y, siempre estan dispuestas
sobre conidiéforos en grupos ramificados®:. Cladosporium spp., crece de forma
moderada en agar PDA a una temperatura de 25-30 °C formando colonias
aterciopeladas, harinosas, de color verde grisaceo a verde oliva, y negro en el
reverso. Los conidiéforos son derechos, ramificados y flocosos, a menudo forman
un césped, el cual es de color oliva. Las blastosporas se encuentran de a una o

dos, con forma y tamafio variables.*.

2.13 Antagonismo

Todo organismo vivo que se opone de alguna manera a la accién, presencia o
supervivencia de otro, se le denomina antagonismo. Puede manifestarse en forma
de antibiosis (accion directa de metabolitos téxicos producidos por un
microorganismo sobre otro sensible a éstos), lisis, reacciones inmunolégicas,

competencia, micoparasitismo y depredacion. Se considera que el antagonismo
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manifestado con hiperparasitismo, la antibiosis y competencia, son los mas
comunes y posiblemente los mas eficientes. El antagonismo es un fenbmeno que
se observa en microorganismos de suelo y en rizésfera, por las condiciones
adversas que presentan estos ambientes. Los microorganismos antagonistas
tienen la capacidad de producir antibioticos, los cuales actian en competencia por
nutrientes o inducen resistencia en el hospedero®. La mayoria de las plagas y
organismos fitopatdgenos tienen antagonistas biolégicos o enemigos naturales,

gue se pueden emplear como estrategia en un programa de control biologico.
2.14 Control bioldgico

Se define como represion de insectos plaga o microorganismos que producen
enfermedad, mediante sus enemigos naturales; es decir mediante la accioén de
predadores, parésitos y patégenos®. Entre los mas conocidos estan, insectos
benéficos, parasitoides como bacterias, hongos, virus y nematodos. Por ser un
método racional y amigable con el medio ambiente, no deja residuos en las
plantas ni en los alimentos, protegiendo la salud del agricultor y la poblacién®. El
control biolégico clasico consiste en la potenciacion o utilizacion de los enemigos
naturales de una plaga para reducir su poblacion. Esto se puede llevar a cabo
introduciendo en una determinada zona o region los enemigos naturales propios
del lugar de origen de la plaga (en el caso de ser una plaga introducida). También
se pueden potenciar los propios enemigos naturales nativos presentes en el lugar
donde la plaga se encuentra ya establecida. En un sentido restringido control
biolégico (o control microbioldgico) es la introduccion artificial de microorganismos
antagonistas en un ecosistema determinado para controlar a un patégeno o una

plaga®’

Existen diferentes mecanismos en los que pueden operar los organismos
antagonistas, estos mecanismos son la capacidad de colonizacion y forma de
inoculacion, la cual determina la cantidad de enfermedad producida y esta ligado
en principio a la cantidad de un microorganismo existente en un sistema a mayor
cantidad mas facilidad para que la planta resulte infectada por un patégeno o

protegida, si se trata de un agente de biocontrol *. Y la competencia en la
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colonizacion con los patdégenos en el mismo nicho ecoldgico en la superficie de la

planta, o competencia por nutrientes *’.
3. Disefio metodoldgico.

3.1 Universo
Hongos del género Fusarium sp, Cladosporium sp y microorganismos que poseen
actividad antagonica con posibilidad de ser utilizados como controladores

biolégicos.

3.2 Poblacion
Hongos patégenos del cultivo de maracuya y microorganismos del cultivo de
maracuya procedentes de cultivos del Maracuya, “Patio Bonito” en la vereda

Guayacén, en el municipio de Pacho, Cundinamarca.

3.3 Muestra

Hongos del género Fusarium sp y Cladosporium sp, y microorganismos nativos de
rizosfera y filosfera del cultivo de maracuya con capacidad antagonica frente a
Fusarium sp y Cladosporium sp u otros patégenos presentes en la finca “Patio

Bonito” en la vereda Guayacan, en el municipio de Pacho, Cundinamarca.

TABLA 3. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION DE MUESTRAS.

CRITERIO/

MUESTRA FINCA SUELO MATERIAL VEGETAL
- Tener cultivo de P.
edulis - Terreno con mas de un

afio con cultivos :
usia - Los cultivos reflejan - Frutos / hojas hlque

Inclusion algan tipo de - Se evidencian Presentan mqrc itez,
sintomatologia problemas fitosanitarios verrugas o clorosis.
asociado a “secadera” en el cultivo
o “rofia”
'CUI“V?S diferentes a _ terreno reciente sin

Exclusion P. edulis cultivos previos. - Frutos / hojas sanas
-Cultivos sanos ) No reflejan
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sintomatologia asociada
al estudio de interés

3.4. Hipotesis

e Las enfermedades Fusariosis y rofla se encuentran con mayor frecuencia
en cultivos de maracuya (P. edulis), responsables del marchitamiento y
pérdida del méas del 20% del cultivo de la finca “Patio Bonito” en la vereda
Guayacan, en el municipio de Pacho, Cundinamarca, y los patdgenos que
producen estas enfermedades, son hongos de los géneros Fusarium sp. y
Cladosporium sp.

e Algunos microorganismos fangicos y bacterianos nativos presentes en el
suelo y material vegetal en el cultivo de maracuya en la finca “Patio Bonito”
en la vereda Guayacan, en el municipio de Pacho, Cundinamarca, sirven
como antagonistas en el control biolégico de las enfermedades producidas

por hongos de los géneros Fusarium sp. y Cladosporium sp.

3.5 Tipo de investigacién

Esta investigacion es cuantitativa, con un enfoque descriptivo y experimental.

3.6 Variables
3.6.1 Variable dependiente

- Plantas de maracuya de la finca seleccionada en Pacho Cundinamarca.

- Hongos del género Fusarium sp. y Cladosporium sp. causantes de Fusariosis y
rofia en las Plantas seleccionadas.

- Microorganismos nativos de rizésfera y filosfera del cultivo de maracuya con
capacidad antagonica frente a Fusarium sp y Cladosporium sp presentes en una
finca del municipio de Pacho, Cundinamarca.

- Medios de cultivo para aislamiento
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- Pruebas bioquimicas de identificacion

-Técnicas de genotipificacion para identificacién de microorganismos

3.6.2 Variable independiente

- Compatibilidad de Fusarium sp. y Cladosporium sp

- Capacidad antagdnica de los microorganismos aislados de rizésfera y filosfera
del cultivo de maracuya

- Informacién genética de los microorganismos patégenos y antagonistas

3.6 Indicadores

TABLA 4. INDICADORES

OBJETIVOS INDICADORES

e Aislar los microorganismos que se
encuentran presentes en las muestras
enfermas, suelo rizosférico y filosfera,

recolectadas del cultvo de maracuya o Ngmero de Microorganismos aislados

proveniente de un cultivo del municipio de patégenos y no patégenos en el cultivo de
Pacho, Cundinamarca. maracuya de la finca “Patio Bonito” en la
vereda Guayacan, en el municipio de

e Identificar los patégenos que estan Pacho, Cundinamarca.

causando las enfermedades del cultivo de
maracuyd conocidas como secadera o
fusariosis y rofia o verrugosis, a partir de

las muestras obtenidas de plantas con ©® TiP0 de  Microorganismos  aislados
sintomas de una finca en Pacho, patdgenos y no patdgenos, identificados
Cundinamarca por microbiologia y biologia molecular.

e Tipo de Microorganismos que tengan
posible capacidad antagénica frente a los
hongos del genero Fusarium sp. y
Cladosporium sp.

e FEvaluar con pruebas de antagonismo in
vitro a partir de los microorganismos
aislados el comportamiento como
controladores biolégicos frente a los
hongos obtenidos de las muestras
enfermas que producen fusariosis vy
verrugosis
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e |dentificar

genotipicamente los

microorganismos patégenos y los mejores
antagonistas obtenidos a partir de las
muestras enfermas, rizésfera vy filésfera del
cultivo de maracuya proveniente de un

cultivo del
Cundinamarca

municipio  de

Pacho,

3.8. Técnicas y procedimientos.

Primera fase: Obtencién de muestras

3.8.1 Seleccion y recoleccién de muestras:

Inicialmente, se realizd un diagndstico previo del cultivo de Maracuya en la finca

Patio Bonito, con el fin de conocer factores que pudieran tener compatibilidad con

las enfermedades de importancia para el estudio. Los datos recolectados fueron:

TABLA 5. DESCRIPCION DE LA FINCA E INFORMACION DEL CULTIVO

Datos generales del terreno

Propietario: Carlos Gémez

Datos generales del cultivo

Ubicacion

Vereda Guayacan,
Pacho- Cundinamarca

Tipo de cultivo

Maracuya

Georreferenciacion

Latitud: 5.13095,
Longitud: -74.1602 5°

Tiempo promedio de

De 8 a 9 meses para

7' 51" Norte, 74° 9' 37" crecimiento la primera cosecha
Oeste
Nombre de la finca Patio bonito Tipo de riego Natural
Distancia desde 3 horas + 30 minutos Numero de plantas 100
Bogota aproximadamente cultivadas
Clima Tropical seco Cultivos anteriores Cafia, citricos.
Altura 1.799m Tipo de suelo Areno- arcilloso
Temperatura

aproximada

De 12°C a 23°C

pH

7.5
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Adicionalmente, con ayuda del encargado de la finca, se realiz6 una
caracterizacion de las plantas que se encontraban enfermas, estudios previos, los

tratamientos de uso comun y se recolectaron los siguientes datos:

TABLA 6. CARACTERIZACION DE LAS PLANTAS ENFERMAS

NUmero de plantas enfermas Aproximadamente 20 plantas

Marchitez, clorosis tanto en planta como en

Signos y sintomas : . ‘X
fruto, verrugosis o comunmente “Rofia”.

Estudios realizados anteriormente Por la Universidad Nacional de Colombia

Ridemil, oxicloruro de cobre, evisecti, nitrato de

Tratamientos utilizados . . .
potasio, fosetal, edisom, cobrethane (fungicida).

Se identificaron macroscépicamente las plantas de maracuyd que presentaban
sintomas relacionados con fusariosis y verrugosis en el cultivo de maracuya en el

municipio de Pacho, Cundinamarca.

Figura 6 A. Sintomatologia de fusariosis en cultivo de P. edulis. B. Cultivo de P. edulis
afectado el 100% por fusariosis. C y D. Maracuya afectado. Autoras, 2019
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3.8.2 Toma de muestra

Las muestras de material enfermo, suelo rizosférico y filosfera se colectaron en
bolsas ziploc, se rotularon con la ubicacion y nombre de la finca y fueron
transportadas al laboratorio de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

sede Bogota, donde se realiz6 el analisis macroscopico y microbiolégico.

Para la toma de estas muestras se seleccionaron varios puntos en la finca que
mostraran mayor afectacion y sintomatologia particulares de Fusariosis Yy
Verrugosis; en estos lugares se realizd6 un hoyo con una ayuda de una pala
aproximadamente 20 a 30 cm de profundidad y se tomaron alrededor de 400 a
500 gramos por muestra en bolsas ziploc. Ver figura 7. En cuanto al material
vegetal, también se tuvo en cuenta que presentaran signos de clorosis, manchas,
verrugas y marchitez caracteristica de estas patologias. En la tabla 7 se observa la

descripcion de las muestras tomadas en la finca para su posterior analisis.

TABLA 7. CARACTERIZACION DEL MUESTREO

Finca Muestra Descripcién

No. 1 Suelo sano

Todas las muestras fueron tomadas en
la finca Patio bonito, en el municipio de No. 2
Pacho Cundinamarca.

Suelo afectado

Suelo afectado

El cultivo inicial de Maracuya era de No. 3

100 plantas, las cuales cerca de 20

plantas  presentan  sintomatologia Material  vegetal afectado,
similar. No. 4 presenta verrugas, marchitez y

clorosis.
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Figura 7 A. Toma de muestra de suelo en la finca “Patio Bonito” en Pacho- Cundinamarca
de un cultivo de maracuya. B. Cultivo afectado de maracuya por Fusariosis y C. Muestras
recolectadas de suelo y material vegetal representativos para el estudio. Autoras, 2019.

Segunda fase: Identificacidn fenotipica de microorganismos
3.8.3 Aislamiento inicial:

Para la primera siembra de las muestras de suelo, se realizaron diluciones
seriadas (De 10 * a 10 ), posteriormente se hizo la siembra de las diluciones de
10 1 a 10 * en los agares Sabouraud, PDA, YCG y Rosa de bengala (100uL) para
favorecer el crecimiento de los hongos y se utilizé agar BHI para el crecimiento de

bacterias.

En cuanto a la siembra del material vegetal, se utilizaron dos técnicas: (I) En los
medios de cultivo, Sabouraud, PDA, YCG y Rosa de bengala para la recuperacion
del hongo fitopatégeno y BHI para bacterias, en segmentos pequefios de la hoja y
fruto aproximadamente de un 1 x 1 cm. (lI) En camara hiumeda, por medio de un

recipiente plastico limpio y estéril; de igual manera se disponen segmentos del
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material vegetal de 5 a 10 cm y se sella con papel vinipel durante 8 dias a

temperatura ambiente.

Figura 8 A. Preparacion de las diluciones seriadas en las muestras de suelo. B. Lavado
de la camara humeda con abundante agua y jabdn, posteriormente hipoclorito al 0,5%,
agua destilada estéril y etanol al 75%. C. Lavados del material vegetal en hipoclorito al

0,5%, agua destilada estéril y etanol al 75% para garantizar el crecimiento del agente
patégeno y no un contaminante. D. Material vegetal limpio. Autoras, 2019.

Para la obtencion de resultados en cuanto al conteo celular se utilizé la siguiente

formula:

UFC/mIl = Nimero de colonias por placa x factor de diluci6én*

ml de la muestra sembrada

*Factor de dilucion: Inversa de cada una de las diluciones
3.8.4 Identificacién microbioldgica
A través de la tincion de Gram, se realiz6 la identificacion microscoépica de las

colonias previamente obtenidas en el aislamiento inicial; para las estructuras

fungicas obtenidas se hizo la identificacion a través de azul de lactofenol. En el
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caso de las bacterias, se emplearon pruebas bioguimicas como método de

identificacion.

En esta fase se establecieron criterios de inclusion y exclusién con las colonias
obtenidas del aislamiento primario para continuar con el estudio. En cuanto a
bacterias, se descartaron cocos gram positivos y cocos gram negativos para el
antagonismo y como posibles controladores bioldgicos; en cuanto a hongos, se
seleccionaron aquellos que presentaban mayor compatibilidad con las patologias

mencionadas en el estudio, un hongo que fue aislado por el método de camara

humeda y otro del fruto sano.

Figura 9. Pruebas bioquimicas en tubo realizadas en el estudio como identificacion

bacteriologica. Autoras, 2019.
Los microorganismos previamente aislados, purificados y analizados de las
muestras obtenidas de las plantas de maracuya, que cumplieron con los criterios
de inclusibn mencionados, fueron transferidos a la fase final a través de técnicas

de biologia molecular (extraccion de ADN, PCR y electroforesis).

Tercera Fase: Pruebas de antagonismo in vitro
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Mediante la obtencion de microorganismos aislados y purificados, se realizaron

enfrentamientos por la técnica de enfrentamiento dual, con los patégenos

reconocidos versus los microorganismos aislados e identificados previamente en

la segunda fase, esto a nivel in vitro, como medio experimental en el laboratorio.

Se utilizaron medios previamente seleccionados (PDA, Sabouraud y BHI).

Cuarta fase: Identificacion genotipica de microorganismos

Una vez realizada la identificacion fenotipica de los posibles patdgenos, y los que

demostraron antagonismo, se hizo la identificacion molecular, realizando los

procedimientos que se describen a continuacion:

c)
5 o d)
- b) Extraccion Amplificacion s
a) Biomasa de ADN de ADN por Sec&Jeg%?\(l:lon
PCR €

a)

b)

Obtencién de biomasa: Por medio del caldo papa dextrosa, se inocularon
los hongos aislados en medios de cultivo por 8 dias a temperatura ambiente

y en la oscuridad para favorecer su crecimiento.

Extraccion de ADN: se realizd la extraccion de ADN utilizando Quick
DNA™ Universal Kit 04068. Una vez obtenida la muestra de 25 mg del
hongo mediante un asa estéril en un tubo de microcentrifuga, se le
adicion6: 95 uL de agua destilada, 95 uL de buffer azul, 10 uL de proteinasa
K. Luego se llevé al vortex durante 30 minutos y se incubd a 55°C por 2
horas. Posteriormente, se centrifugé a >12000 g por un minuto y se trasfirio
el sobrenadante a un tubo limpio. Luego se agrego el doble de Genomic
binding buffer al sobrenadante obtenido, esta mezcla se transfirid a una
columna nueva en un tubo de coleccién proporcionado por el kit y se
centrifugd a 12000 g por un minuto al terminar se descartdé el tubo de
coleccion. Se agregaron 400 uL de ADN — pre wash buffer en la columna

en un nuevo tubo de coleccion y se centrifugé a 12000 g por un minuto.
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Posteriormente, se agregaron 700 uL de ADN wash buffer y se centrifugo,
para terminar el lavado del ADN se repitié el mismo procedimiento usando
solamente 200 uL. Finalmente, para extraer el ADN, se transfirid a un tubo
de microcentrifuga limpio y se agregé 55 uL de DNA elution Buffer, se

incubo por 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd por un minuto.

Temperature

186917
LU TN ]

esearch.com « (888) 882-9682

Figura 10 Quick DNA™ Universal Kit 04068 utilizado para extraccion de ADN.

Autoras, 2019.

Amplificacién de ADN por PCR: Para llevar a cabo esta amplificacion por
PCR se realizaron los calculos necesarios para llevar a un volumen de

reaccion de 15 uL y luego de 60 uL, la cual se explica en la siguiente tabla:

TABLA 8. PREPARACION DE LA PCR PARA LAS MUESTRAS
SELECCIONADAS.

Volumen inicial

One taq quick load 7,5uL 30 uL
ITS 1 0,3 uL 1,2uL
ITS 4 0,3uL 1,2uL
DNA 2uL 6 uL
H,O estéril 4.9 uL 21,6 uL
Total 15uL 60 uL
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Las especificaciones de los ciclos en el termociclador utilizado se muestran a

continuacion:

TABLA. 9 PCR
ETAPA CICLOS TIEMPO TEMPERATURA

Inicio 1 ciclo 4 minutos 95 °C
Desnaturalizacion 50 segundos 95 °C
Anillaje 35 ciclos 1 minuto 55 °C
Extensién 1 minuto 72 °C
Elongacion final 2 ciclos 5 minutos 72 °C

1 ciclo Indefinido 12 °C

Al terminar el proceso de PCR en el termociclador, se llevé a cabo la electroforesis
donde se utilizO TAE (Base tris, acetato y EDTA) 1x y gel de agarosa para dar
inicio a la corrida, éste se preparo utilizando 0,6 ml de TAE 1 x; Una vez lista la
camara, se colocaron las muestras en el gel, se cubri6é en su totalidad con el buffer
TAE 1X, se adecuaron los electrodos y se llevo a 100 voltios por 1 hora. Se us6 un
marcador de peso Bioron 100 pb DNA Ladder, al terminar, se visualizaron las

bandas por medio de luz ultravioleta en el equipo “Molecular imager Gel Doc XR”

de marca BIO-RAD.
Figura 11 Electroforesis realizada en la UCMC. Autoras, 2019.
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Posteriormente, los microorganismos de interés se enviaron a Macrogen Inc (Sedl,
Corea) para realizar la secuenciacion por metodologia de Sanger y de esta
manera reconocer al mismo genotipicamente.

Una vez llegaron las secuencias correspondientes, se hizo el arreglo a través del
programa MEGAX. Por este medio se modificaron las secuencias ruido o de

interferencia como se puede observar a continuacion:

™ TraceEditor (C:\Users\ Laura\OneDrive\Documentos\MAP U\7mo\ TESIS\SECUENCIAS\Mx12_ITS1 (1).ab1)

Data  Edit  Search Display

E=BeO0|«00u & - o

10 20 30 40 50 60 -
T GTCGCGGCCE AC T ANACRECC AACCCC TG TG ACATACCTATACGT TGCCTCG GCGG ATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGAC:”

Figura 12. Trace editor de secuencias ruido. Autoras, 2020

Al obtener las secuencias modificadas en formato FASTA, y desde el programa
MEGAX, se accedio a la base de datos de NCBI BLAST de NCBI (National Center
for Biotechnology Information) (Fig 15) para poder obtener las alineaciones de las

secuencias en comparacién con las de la base de datos y de igual forma los

microorganismos homologos

MEGA Web Browser: Nucleotide BLAST: Search nucleotide databases using a nucleotide query

File Edit View Navigate Help

[ttps://blast.ncbi.nim.nih. gov/Blast.cgifC MD= Web&L AYOUT=OneWindows&AUTC €= ('] == Add To Alignment

Nucleotide BLAST: Search nucleotide databases using a nucleotide query |

NIH U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign in to NCBI

BLAST ¢ > blastn suite Home Recent Results Saved Strategies Help

Standard Nucleotide BLAST

blastn | blastp | biastx | tblastn | tblastx

N Resetpage Bookmark
Enter QUEW SEQUGHCE BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more.
Enter umber(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
==
I Ewm BLAST results will be displayed
AT To in a new format by default =
cc T
You can always switch back to the i
o upload file § Traditional Results page.
oI Choose File | No file chosen @
Job Title
Enter a descriptive fitle for your BLAST search @
Align two or more sequences &
Choose Search Set
Database ® Standard databases (nr etc.): RNA/ITS databases Genomic + transcript databases Betacoronavirus
Nucleotide collection (nr/nt) e
Organism
Optionai exclude [+
Enter organism comman name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be Shown @
Exclude Models (XM/XP) [ L nmental sample
Optional
Limit to Sequences from type material -
Otional




Figura 13. Acceso a la base de datos BLAST, Autoras, 2020
Por ultimo, para saber la relacion entre los resultados obtenidos se realizé la

alineacion de nucleotidos por medio del algoritmo ClustalW, del programa MEGAX
(Fig 16)

14 MX: Alignment Explorer (otro.fas)
Data  Edit  Search |[EUATTLASUSM Web  Sequencer  Disply  Help

0= B n | W Aign by Clustay 0 X% % |+ ﬁ| 4nr Qg8

oM Sequrces s e s
SpeciesiAbbrv & Aign by MUSCLE (Codons)
1. 200302-017_15_Mx14_TS1.ab1
2200302017 E15 Wx12 TS1.ap, W Mark/Unmark Site
3. 200302-017_G15_Mx13_T51.al Align Marked Sites
Unmiark All Stes

Delete Gap-Only Sites
v Auto-Fill Gaps

14 WX: Alignment Explorer (otro.fas)

Dsta  Edit  Search  Alignment  Web  Sequencer  Display  Help

O=@=%EwErs r i « +Banr @332

DNA Sequences | Translated Protein Sequences |

iy T T T T T T e T e e e e T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e T e e e

1. 200302-017_1S_Mx14_TS1.ab1_1817 FC C C C
2.200302-017_E15_Mx12_T51.ab1_1483F C C C C
3.200302-017_G15_Mx13_T51.ab1_516 I C CTCTCBC C
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Figura 14. Alineacion de nucleétidos por medio ClustalW, Autoras, 2020

4. Resultados

4.1. Identificacién fenotipica de microorganismos

Aislamiento inicial:

A partir de las diluciones y los agares sembrados se obtuvo una gran variedad de
microorganismos, en su mayoria, colonias compatibles con bacterias y hongos
filamentosos; en las siguientes tablas,10, 11y 12, se observa la cantidad de
unidades formadoras de colonias obtenidas UFC, en el caso de las bacterias, por
agar en las 3 muestras de suelo. Para los hongos, el método de conteo se hizo en
agares que tuvieran antibiético (Rosa de bengala y YGC), ya que permitieron un
mejor aislamiento y crecimiento de hongos con caracteristicas miceliales.
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TABLA 10 . CRECIMIENTO DE COLONIAS EN LA MUESTRA 1 DE SUELO

AGAR 10~ 10° 10*

PDA Incontables Incontables 270.026 UFC/ml

SABOURAUD Incontables Incontables 140.00 UFC/ml

V8 Incontables Incontables 320.000 UFC/ml

ROSA DE BENGALA Incontables 11 colonias 3 colonias compatibles
compatibles con con hongos miceliales
hongos miceliales

YGC Incontables 14 colonias 4 colonias compatibles
compatibles con con hongos miceliales
hongos miceliales

BHI Incontables Incontables Incontables

TABLA 11. CRECIMIENTO DE COLONIAS EN LA MUESTRA 2 DE SUELO

AGAR 10~ 10° 10"*

PDA Incontables Incontables 810.000 UFC

SABOURAUD Incontables Incontables Incontables

V8 Incontables Incontables Incontables

ROSA DE BENGALA Incontables 8 colonias compatibles 2 colonias compatibles
con hongos miceliales  con hongos miceliales

YGC Incontables 16 colonias 5 colonias compatibles
compatibles con con hongos miceliales
hongos miceliales

BHI Incontables Incontables Incontables

TABLA 12 . CRECIMIENTO DE COLONIAS EN LA MUESTRA 3 DE SUELO

AGAR 10~ 10° 10*

PDA Incontables Incontables 730.000 UFC/ml

SABOURAUD Incontables Incontables 470.000 UFC/ml

V8 Incontables Incontables 2x10°UFC/m

ROSA DE BENGALA Incontables 6 colonias compatibles 4 colonias compatibles
con hongos con hongos
filamentosos filamentosos

YGC Incontables 17 colonias 12 colonias
compatibles con compatibles con
hongos filamentosos hongos filamentosos

BHI Incontables Incontables Incontables

Identificacién microscéopicay macroscopica

En la tabla 13, se observan los resultados obtenidos a partir de tincion Gram

realizada a las bacterias seleccionadas de cada agar y, adicionalmente, las
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obtenidas a partir del aislamiento en camara humeda y las sembradas de la

muestra de fruto sano.

TABLA 13. DESCRIPCION MACRO Y MICROSCOPICA DE LAS COLONIAS
OBTENIDAS EN EL AISLAMIENTO INICIAL EN CADA UNA DE LAS MUESTRAS

ESTUDIO
MEDIO DE DESCRIPCION MACRO Y MEDIO DE DESCRIPCION MACRO Y
CULTIVQ Y MICROSCOPICA CULTIVQ Y MICROSCOPICA
DILUCION DILUCION
Muestra 3. Muestra 2 ’
Agar BHI 10™ Sabouraud 10 '
1A
3A
Fig. 15 Bacilos Gram negativos Fig. 16 Bacilos Gram negativos
Colonias grandes blancas, lisas, Colonias medianas blancas
con bordes céncavos cremosas
Muestra 3. r Muestra 2.
Agar Agar BHI
Sabouraud 10° ;
10
3B .
4A

L

Fig. 17 Bacilos Gram negativos
cortos.

Colonias pequefias, uniformes con
pigmento amarillo

Fig. 18 Cocos Gram positivos

Colonias pequefas, cremosas con
pigmento rojo
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Muestra 2. Muestra 2.
Agar Agar BHI 10*
Sabouraud 10™ .
6B
5A
Fig. 19 Bacilos Gram negativos Fig. 20 Cocos Gram negativos
cortos '
. Colonias pequefias, cremosas con
Colonias grandes, cremosas con . )
; pigmento rojo
pigmento rosa claro
Muestra 2. Muestra 2.
Agar Agar V8
Sabouraud 10™ 10"
7B 8A
Fig. 22 Bacilos Gram negativos
Fig. 21 Bacilos Gram negativos
alargados Colonias grandes cremosas,
borde definido con pigmento
Colonias pequefias uniformes con fluorescente
pigmento amarillo
Muestra 2. Muestra 1.
Agar V8 Agar
10" Sabouraud
10™
8B
9A

Fig.23 Bacilos Gram negativos

Colonias grandes con bordes

N
i

A

Fig. 24 Bacilos Gram negativos
gruesos

Colonias grandes blancas
redondas con borde definido
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definidos de color rojo

X

Muestra 1. Muestra Fruto
Agar BHI Sano Agar
10" Sabouraud
9B 10B
Fig. 25 Bacilos Gram negativos Fig. 26 Bacilos Gram negativos
grandes esporulados
Colonias blancas cerebriformes de
color blanco uniformes Colonias blancas grandes de color
blanco uniformes
Muestra Fruto r Muestra ‘
Sano Agar Material .
BHI vegetal Agar
BHI s
11B
12

Fig. 27 Bacilos Gram negativos
alargados

Colonias grandes cremosas de
color amarillo oscuro

A s 5

Fig. 28 Bacilos Gram positivos
alargados

Colonias grandes bellosas y
cremosas transparentes

Después de la identificacion por tincibn de Gram, se seleccionaron bacilos Gram

negativos y se descartaron cocos Gram positivos teniendo en cuenta los criterios

de exclusién mencionados. En la tabla 14 se evidencian los resultados obtenidos

mediante pruebas bioquimicas realizadas:
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TABLA 14. IDENTIFICACION BACTERIANA POR PRUEBAS BIOQUIMICAS

o
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Segun los datos obtenidos y los parametros planteados en el manual de
procedimientos Bacteriologia aplicada, las bacterias Gram negativas 3A y 8A
dieron negativo para fermentacién de azucares, estas bacterias se caracterizan
por su amplia distribucion en la naturaleza principalmente ayudando en la
mineralizacion de los suelos. Las bacterias 1A y 8B, dieron positivo para
fermentacién de glucosa principalmente, lactosa, sacarosa y xilosa; una de ellas
con producciéon de CO, y pigmento de color rojo en el tubo motilidad. Estas
bacterias Gram negativas fermentadoras de azlcares, se encuentran
predominantes en la rizésfera del suelo, y algunas de ellas han sido reportadas

como biocontroladoras de microorganismos fitopatégenos *.

Con respecto a los hongos, se obtuvo variedad de hongos miceliales compatibles
especialmente con Fusarium spp. No se encontraron estructuras compatibles con
Cladosporium spp. En la tabla 15, se presenta la observacién macroscopica de los

hongos
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TABLA 15.CARACTERIZACION MACROSCOPICA DE LOS HONGOS
OBTENIDOS A PARTIR DEL AISLAMIENTO INICIAL EN CADA UNA DE LAS
MUESTRAS ESTUDIO

MEDIO DE CARACTERISTICAS MEDIO DE CARACTERISTICAS
CULTIVO Y MACROSCOPICAS CULTIVO Y MACROSCOPICAS
DILUCION DILUCION
Muestra 2. Colonia mediana de color blanco, Muestra 2. Colonia mediana de color naranja
Agar Rosa de compacta con divisiones en el Agar Rosa de en el centro y bordes blancos,
Befg_?la centro y superficie algodonosa Befé;_gla superficie filamentosa
Fig. 29 Hongo 1 Fig. 30 Hongo 2
Muestra 2. -Colonia mediana verde con Muestra 1. Colonia grande blanca con centro
Agar YGC 10™ bordes blancos compacta, Agar YGC beige fragmentada en 4 partes,
superficie granular. 10™ superficie algodonosa
-Colonia grande de color beige
fragmentada con centro blanco
definido, superficie aterciopelada
Fig.32 Hongo 5
Fig. 31 Hongos 3y 4
Muestra 1. Colonia pequefia verde oscura con Muestra 1. Colonia mediana blanca de
Agar PDA 10* | bordes claros, superficie granular Agar Rosa de bordes irregulares, superficie
Bengala algodonosa
10°
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Fig.33 Hongo 6

Fig. 34 Hongo 7

Muestra 1.
Agar Rosa de
Bengala 10™

- Colonia grande blanca, con
superficie algodonosa y
bordes irregulares
- Colonia grande de color
blanco con bordes irregulares,
superficie flamentosa
- Colonia pequefia amarillo,
beige con bordes irregulares,
- superficie algodonosa

Fig.35 Hongo 8,9y 10

Muestra 3.
Agar Rosa de
Bengala 10°

Colonia grande de color blanco
con bordes irregulares, superficie
filamentosa. Colonia parecida al

hongo nimero 9

Fig.36 Hongo 11

Muestra 3.
Agar YGC
10"

Colonias pequefias con centro
verde y borde blanco, superficie
granular-algodonosa

Fig. 37 Hongo 12

Muestra 3.
Agar Rosa de
Bengala 10™

- Colonia pequefia con centro
de color verde y bordes
blancos regulares, superficie
granular

- Colonia mediana con centro
rosa y bordes blancos,
fragmentada con superficie
algodonosa

Fig.38 Hongo 13y 14
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Muestra Fruto
Enfermo Agar
Rosa de
Bengala

Colonia grande de crecimiento
répido, con micelio de color
blanco, superficie filamentosa

Fig.39 Hongo 15

Muestra Fruto
Sano Agar
YGC

Colonia mediana de crecimiento
lento, color naranja con bordes
irregulares, superficie
aterciopelada

Fig.40 Hongo 17

Muestra Fruto
enfermo
Camara

himeda Agar

YGC

Colonia grande de crecimiento rapido, en su interior crece en forma de espiral, color café
con micelio blanco, superficie filamentosa

Fig.41 Hongo 21

Después de haber descrito las respectivas colonias de los hongos se tuvo en

cuenta las colonias que fueran mas significativas y que tuvieran caracteristicas

morfolégicas parecidas a

compatibles con Cladosporium spp. Los

Fusarium spp. No se encontraron estructuras

resultados de la identificacion

microscoépica con azul de lacto fenol se evidencian en la tabla 16.
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TABLA 16. IDENTIFICACION MICROSCOPICA POR AZUL DE LACTOFENOL EN LOS

HONGOS SELECCIONADOS

NUMERO DESCRIPCION NUMERO DESCRIPCION
DE HONGO DE HONGO
NUMERO NUMERO
7 8
Fig.42 Hongo 7 azul de Fig.43 Hongo 8 azul de
lacto fenol lactofenol
Hifas hialinas septadas, con Hifas hialinas delgadas
presencia de clamidosporas
y ausencia de microconidias
compatible con Fusarium
spp.
NUMERO NUMERO
9 12

Fig.44 Hongo 9 azul de
lacto fenol

Hifas hialinas septadas con
presencia de clamidosporas
y micronidias compatibles
con Fusarium spp.

Fig.45 Hongo 12 azul de
lactofenol

Hifas hialinas aseptadas
con presencia de
conidioforo
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NUMERO NUMERO
16 17
Fig. 46 Hongo 16 azul de Fig. 47 Hongo 17 azul de
lacto fenol lacto fenol
Hifas hialinas septadas con Hifas hialinas con presencia
presencia de conidias de artroconidias
redondas agrupadas
NUMERO
21

Fig. 48 Hongo 21 azul de lactofenol

Hifas hialinas septadas gruesas y nucleadas, con ausencia de conidias

El hongo numero 9 fue seleccionado como posible patdbgeno por sus
caracteristicas morfolégicas compatibles con Fusarium spp, a continuacion en la
tabla 17 se mostraran los resultados de las nuevas siembras realizadas en agar

PDA, la descripcién macroscopica y microscopica por azul de lacto fenol.
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TABLA 17. CARACTERIZACION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DEL
POSIBLE PATOGENO AISLADO COMPATIBLE CON Fusarium sp.
COLONIA MICROSCOPICA
(FRENTE DE
LA CAJA DE
AGAR PDA)
Fig. 49 Colonia posible .
patogeno p(c);jc;elante de la Fig. 50 A posible patégeno
Colonia grande de azul de lacto fenol
crecimiento uniforme, con
micelio algodonoso de
color morado y bordes
irregulares blancos
'. Q"‘“ .,/'
1
DESCRIPCION
COLONIA
; Fig.52B ibl 5
(DETRAS DE ig.52 B posible patégeno
azul de lacto fenol
LA CAJA DE
AGAR PDA) ,F'g' 51 COIO”"? pos'f’le _ Hifas hialinas septadas con
patégeno por detras de la caja presencia de fialides,
Colonia grande de ) clam!dospgras y
e . microconidias unicelulares o
crecimiento uniforme, por
. con un septo de forma oval
detras presenta un color
. agrupadas o de manera
morado en el centro y hacia S
e individual
la periferia color curuba con
bordes irregulares

4.2. Pruebas de antagonismo in vitro

A continuacion, se observan los resultados de los enfrentamientos realizados a
nivel in vitro, donde se seleccionaron los hongos mas representativos de cada

muestra incluidos los de camara hiumeda y las bacterias identificadas por pruebas
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bioquimicas. Todos los enfrentamientos fueron realizados versus el patdgeno
seleccionado compatible con Fusarium spp.
En la tabla 18 se muestran los hongos seleccionados descritos microscépicamente

por medio de la tincién azul de lacto fenol.

TABLA 18. HONGOS SELECCIONADOS PARA ENFRENTAMIENTOS DESCRITOS
MICROSCOPICAMENTE

o . .

Fig 53. Hongo 8 tercera fase  Fig 54. Hongo 17 tercera  Fig 55. Hongo 21 tercera

fase fase
Hifas hialinas con Hifas hialinas septadas
DESCRIPCION Hifas hialinas delgadas presencia de gruesas, con presencia
artroconidias de clamidosporas

TABLA 19.PRUEBAS DE ENFRENTAMIENTOS

N° de

antagonismo

Fig.56 Enfrentamiento en agar PDA Fig.57  Enfrentamiento en  agar

nutritivo por el envés, patdgeno H9
—Bacteria 8 Ay 1A

por el envés, patégeno H9 — Bacteria
8AYy1lA
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Fig.58 Enfrentamiento en agar PDA
por el
Bacteria8 Ay 1A

anverso, patégeno H9 -

Fig.59 Enfrentamiento en agar
nutritivo por el anverso, patégeno
H9 — Bacteria8 Ay 1A

Fig.60 Enfrentamiento en agar PDA
por el envés, patégeno H9 — Bacteria
3Ay8B

Fig.62 Enfrentamiento en agar PDA

por el
Bacteria 3A 'y 8B

anverso, patégeno H9 -

Fig.61 Enfrentamiento
nutritivo por el envés, patdgeno H9 —

Bacteria 3A y 8B

en agar

Fig.63
nutritivo por el anverso, patégeno H9
— Bacteria 3A y 8B

Enfrentamiento en agar
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Fig.64 Enfrentamiento entre hongos
en agar PDA por el envés, patdogeno
H9 — hongo H8 y H17

Fig.65 Enfrentamiento entre hongos
en agar Sabouraud por el envés,

patogeno H9 — hongo H8 y H17

Fig.66 Enfrentamiento entre hongos
en agar PDA por el anverso, patdgeno
H9 — hongo H8 y H17

Fig.68 Enfrentamiento entre hongos

en agar Sabouraud dextrosa por el

envés, patdgeno H9 — hongo H21

Fig.67 Enfrentamiento entre hongos
en agar Sabouraud por el anverso,

patégeno H9 — hongo H8 y H17

Fig.69 Enfrentamiento entre hongos
en agar Sabouraud dextrosa por el

anverso, patégeno H9 — hongo H21
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En el enfrentamiento 1, se evidencia el crecimiento por parte de todos los
microorganismos donde ninguno se ve afectado y tampoco presentan actividad
antagonica alguna. En el enfrentamiento 2, la actividad antag6nica aumenta para
la bacteria 8 B (UFC roja) con el patégeno H9, donde también se diferencia el
pigmento rojo en el agar nutritivo. En el agar PDA, no hay produccion de pigmento
pero se observa un halo de inhibicidbn de crecimiento entre los microorganismos
enfrentados. En el enfrentamiento 3, entre hongos, en los medios PDA y
Sabouraud se observo que todos presentaron crecimiento. Sin embargo, el H8 y
H17 presentaron actividad antagonica frente al patdgeno. En el caso del H8, se
observa una accién sobre el crecimiento del hongo H9 y para el hongo H17, se
observa que desarroll6 un mejor crecimiento en el agar sabouraud. Por ultimo, en
el enfrentamiento 4, entre los hongos H9 y H21, se evidencié mayor crecimiento
del hongo H21, que el de H9, que permite inferir que el H21 tuvo algun efecto

inhibidor sobre el hongo H9.

Los microorganismos que presentaron mejor comportamiento antagénico in vitro
en los diferentes medios de cultivo utilizados fueron los hongos H8, H17, H21 y la
bacteria 8B, los cuales podrian considerarse como posibles controladores

bioldgicos, frente a los hongos con estructuras compatibles con Fusarium sp.

A continuacion, se presenta el crecimiento en centimetros de los microorganismos

usados en los enfrentamientos. Ver tabla 20.

TABLA 20. DIAMETRO DE CRECIMIENTO DEL PATOGENO FRENTE AL POSIBLE
BIOCONTROLADOR

Enfrentamiento Medio de cultivo Crecimiento del Posible
patégeno biocontrolador
PDA F. oxysporum: 2.4 cm Bacillus subtilis
Control positivo Sabouraud F. oxysporum: 2.5 cm
Nutritivo F. oxysporum: 1.0 cm
1 PDA 1A: 0.0 cm Ninguno
Nutritivo 1A: 0.0 cm
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PDA 8A:0.1cm

Nutritivo 8A: 0.1 cm
PDA 8B: 1.8 cm
Nutritivo 8B: 1.3cm
2 Bacteria 8B
PDA 3A:0.0cm
Nutritivo 3A:0.0cm
PDA H8: 0.8 cm
3 Sabouraud H8: 0.9 cm H8
H17
PDA H17: 0.8 cm
Sabouraud H17: 0.2 cm
4 Sabouraud H21: 0.0 H21

4.3. Identificacién molecular de microorganismos de interés para el estudio

A continuacion, se presentan los resultados de la electroforesis realizada al hongo
H9, compatible con Fusarium sp., después de la realizacion de la extraccion de
ADN realizada mediante el kit Quick DNA™ Universal Kit 04068 y la amplificacion
e ADN por PCR, en la imagen 52 se puede evidenciar una banda de 500 y 1000pb
como producto final de la PCR

Fig. 70 Electroforesis del hongo H9 en “Molecular imager Gel Doc XR” de marca BIO-
RAD. Autoras, 2019

49



Los hongos que se clasificaron con el mejor antagonismo, H17, H21 y la bacteria
8B, fueron identificados genotipicamente. A continuacion, se presentan los
resultados obtenidos en la electroforesis de gel de agarosa después de la

amplificacion por PCR:

Hongo 17: en la figura 73, se evidencian dos bandas, en el pozo 2 la banda control
positivo y en el pozo 10 una banda entre 400 y 1000pb como producto final de la
PCR del hongo H17

12203 246 See vt GRReA RS =SOSR S (U eb 1285 13

Fig 71. Electroforesis del H17 obtenida en “Molecular imager Gel Doc XR” de marca BIO-
RAD. Autoras, 2020

Hongo 21: en la figura 74, se evidencian dos bandas, en el pozo 3 la banda del
control positivo y en el pozo 4 una banda entre 500 y 1000pb como producto final
de la PCR del hongo H21.
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Fig 72. Electroforesis del H21 obtenida en “Molecular imager Gel Doc XR” de marca
BIO-RAD. Autoras, 2020

Bacteria 8B: en la figura 75, se evidencian dos bandas, en el pozo 3 entre 500 y

1000pb correspondiente a la bacteria 8B y en el pozo 4 el control positivo.

Fig 73. Electroforesis de la bacteria 8B obtenida en “Molecular imager Gel Doc XR”
de marca BIO-RAD. Autoras, 2020

Los productos de PCR obtenidos fueron enviados al laboratorio Macrogen Inc
para su posterior secuenciacion, los resultados se pueden evidenciar en el Anexo
1.

En la tabla 21, se presentan los resultados obtenidos, después de realizar el
arreglo de las secuencias y revisar en la base de datos NCBI BLAST de los

microorganismos secuenciados.
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Tabla 21. RESULTADOS OBTENIDOS A PARTIR DE LA BASE DE DATOS

BLAST
Nombre de Microorganismo } )
i Max. Puntaje % de Acceso
la muestra compatible en Long. ) Cobertura ]
] Puntaje Total Identidad BLAST
presuntiva BLAST
Hongo 9 )
Fusarium
Macrogen: 650 923 923 73% 100% 5Y73BCN6016
oxysporum
Mx 14
Hongo 17 .
Trichosporon
Macrogen: 480 600 600 64% 100% 60DAHS7X014
porosum
Mx 13
Hongo 21 .
Fusarium
Macrogen: ] 650 956 956 83% 99.80% 60CCPDBMO016
incarnatum
Mx 12
Bacteria 8B )
Serratia
Macrogen: 1000 1671 1671 93% 97,86% 60J9GMYKO016
M 15 marcescens
X

El hongo patdégeno, que tenia estructuras compatibles con Fusarium sp, en el
andlisis microbiologico, fue identificado genotipicamente como Fusarium

oxysporum.

Los microorganismos antagonicos mas eficientes fueron identificados
genotipicamente como: H17 Trichosporon porosum, una levadura basidiomiceta
anamorfica; H21 fue identificado como Fusarium incarnatum. La bacteria B8 dio
como resultado Serratia marcescens, que ha sido considerada como un

microorganismo con capacidad biocontroladora proveniente de suelo.
En la alineacién de nucleodtidos realizada en el programa MEGAX por medio del

algoritmo ClustalW (figura 76), se evidenciaron las regiones variables en blanco y

conservadas en amarillo entre Fusarium oxysporum y Fusarium incarnatum.
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M¥: Sequence Data Explorer (otro 2.meg)

Data Display Search Groups Highlight Statistics Help

B AGEW&* M cVvhEs S 3

[IName

¥]1. Fusarium oxysparum ---ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTA
¥]2. Fusarium incarnatum CCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGACGGCCCGCCCGAGGACCCCTAAACTCTGTTTTTA
3. Trichosporon porosum = = - = = = = = - = = s - s s - s oo oo - ACTATATCCATTTACACCTG-TGAACCGTTTGATTGACACTCTGTGTTGATTTTA

M: Sequence Data Explorer (otro 2.meg)

Data Display Search Groups Highlight Statistics Help

B~ EEH» ™ cvEs M

[IName

(V1. Fusariumoxysporum TATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA - - -TA--- - AATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
V12, Fusariumincarnatum TA - G TGGAACTTCTGAGTAAAACAAA- -CA----AATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
73, Trichosporon porosumiT A C A A A CAATATG TAAAGAAAGTCAAGTTATTATAACAAAAAATAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGAT

Fig 74. Alineacion secuencias de Fusarium oxysporum y Fusarium incarnatum, Autoras,
2020.

5. DISCUSION

Los cultivos de maracuya (Passiflora edulis), pueden presentar diferentes
problemas a nivel fitosanitario que pueden llevar a pérdida de la produccion y de la
cosecha con hasta del 100%. En su mayoria, estos problemas se deben a
enfermedades fungicas las cuales atacan y perjudican los cultivos en diferentes
momentos fenoldgicos y con una rapida propagacion. Como lo expone Amata et al
en 2011° la fusariosis vascular, es una de las enfermedades con mayor
prevalencia en los cultivos de pasifloras en especial en maracuya; esta
enfermedad se manifiesta como clorosis en las hojas, que luego pasa a un tizén
foliar sistémico de color marrén claro. Estas lesiones se presentan en cualquier
parte de las hojas del arbol; en estos casos, se presenta deformacion foliar,
marchitamiento y finalmente defoliacién por infeccion del pedinculo®. Otra de las
enfermedades fungicas presente en los cultivos de P. edulis es la rofia o
verrugosis, causada generalmente por el género Cladosporium spp, los sintomas
inician como una decoloracién de los tejidos, posteriormente se vuelven acuosos,

luego con el secamiento de los tejidos aparecen lesiones en forma de verrugas’.

Las muestras recolectadas en la finca “Patio bonito” localizada en el municipio de

Pacho, Cundinamarca, fueron muestras de un cultivo de P. edulis que segun
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manifestaron los duefios de la finca, con una pérdida aproximadamente del 20%
de las plantaciones. Los sintomas expuestos por el agricultor fueron clorosis en
hojas, deformacién en frutos y arboles totalmente secos o con marchitez; frutos
con lesiones en forma de verrugas, también estuvieron presentes. Pacho
Cundinamarca, se caracteriza por tener una humedad que oscila entre el 70% a
casi 95%, con temperaturas entre 12°C a 23°C, lo que indica que es un municipio
de clima tropical seco, con alta nubosidad y bajas probabilidades de heladas®. El
clima y la ubicacion geografica si bien son los que requiere el cultivo, también son

un problema para la proliferacion de las enfermedades fungicas.

A partir de las muestras obtenidas de material enfermo, suelo rizosférico y
filosfera, se obtuvo una variedad de microorganismos bacterianos y fangicos
gracias a los medios enriguecidos que le facilitan nutrientes como dextrosa,
glucosa y peptona“. No se utilizé ningiin antibiético, ni antifingico para obtener la
mayor poblacion posible a partir de las muestras ni el suelo. Se utilizé el método
de cdmara humeda, para recuperar microorganismos fungicos, que pudieran estar
en un pequefo inéculo y no crecieran en los medios de cultivo en forma directa.
Este medio es muy eficaz porque es sistema cerrado capaz de mantener una
atmosfera saturada de humedad bajo condiciones estables de temperatura, como
lo indicaron Monroy y Lizarazo en el afio 2009, donde realizaron el aislamiento
inicial de hongos fitopatdgenos asociados al roble (Quercus humboldtii bonpl.), a
través de camara humeda con papel filtro estéril, humedecido con agua destilada
estéril, mantenida por siete a diez dias con doce horas de luz y doce de
oscuridad®. En el caso particular del presente trabajo, el hongo H21, Fusarium
incarnatum, se obtuvo gracias a este método. Mas adelante, se hablar4 de su

actividad.

En una segunda fase de aislamiento y para evitar contaminacién con
microorganismos bacterianos, los hongos fueron aislados en Rosa de Bengala y
YGC que tienen cloranfenicol. Esto garantizé la pureza de los aislamientos, para

su posterior identificacion genotipica.
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Los hongos que han sido reportados como causantes de la fusariosis vascular,
son los hongos del género Fusarium spp. El aislamiento H9, que fue luego
identificado como Fusarium oxysporium, ha sido reportado por varios
investigadores como el causante mas comun de “secadera”. Sus caracteristicas
macroscopicas y microscopicas son similares a las descritas por Leslie y
Summerrel en 2006, micelios flocosos, escasos o abundantes y varian en color de
blanco a violeta pélido; en la tincién azul de lactofenol se observaron hifas hialinas
septadas con presencia de fialides, clamidosporas y microconidias unicelulares o
con un septo de forma oval agrupadas o de manera individual, compatible con
Fusarium spp*'. Este patdgeno se caracteriza por su alta prevalencia en los
cultivos de Pasifloras, como lo resalta Ortiz et al en 2014, citando dos especies,
Fusarium oxysporium y F. solani. Las plantas infectadas por estos dos hongos,
presentan leve clorosis foliar y un secado desigual en las hojas en las primeras
etapas de la infeccién. Los sintomas se vuelven mas severos, cuando las hojas se
caen y el sistema vascular cambia de marrén a rojo, lo que finalmente lleva a la
planta a la muerte. La podredumbre del collar se caracteriza por una necrosis
generalizada de 2 a 10 cm de ancho, donde se pueden observar pequefios puntos

rojos correspondientes al peritecio formado del patégeno™.

Respecto a la enfermedad denominada rofia o verrugosis, de las muestras
procesadas, no se obtuvo ningun aislamiento que por sus caracteristicas
microscoépicas y macroscopicas fueran compatibles con el género Cladosporium
spp., aunque el agricultor pensaba que si tenia también esta enfermedad en su
cultivo de maracuya. Entre las razones por las cuales no se pudieron obtener
aislamientos de este hongo en este estudio, se puede inferir que la muestra que
se recolectd tenia un in6culo muy pequefio de este hongo o que el tiempo de
colonizacion del hongo en el fruto no era el suficiente. Esta enfermedad se
caracteriza porgue los sintomas se observan principalmente en hojas y en frutos,
segun Delgado y Zapata en el afio 2012 registraron incidencia de la enfermedad y
periodo de incubacién del hongo en una edad 6ptima de susceptibilidad entre una
y tres semanas en fruto®. Las muestras recolectadas para el presente estudio,

tenian mayor prevalencia de sintomas caracteristicos de fusariosis, aunque
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algunos de los frutos y hojas, tenian sintomas de rofia. Se evidencia entonces,
que, no siempre la percepcion del agricultor es la real, pues los protocolos de
diagndstico del cultivo y toma de muestras se hizo de acuerdo con lo estipulado
para estos casos y el dafio ocasionado en el fruto puede estar ligado a la

fusariosis que es la enfermedad de base.

Para la identificacion genotipica, Unica forma de identificar la especie de los
hongos aislados, se tuvo especial cuidado en seguir los protocolos de la
extraccion de ADN, la PCR vy utilizacién de los primers universales ITS (ITS1 e
ITS 4), teniendo en cuenta que la ITS es una regidon del genoma de los hongos,
que se encuentra repetidamente entre los genes del ARN ribosomal de la
subunidad mayor (28S) y menor (18S) del ADN nuclear. Como lo resalta Sanchez
L. en 2016, la region ITS generalmente se utiliza debido a que presenta un tamario
de entre 600 y 800 pb y esto influye en que puede ser facilmente amplificado con
dichos primers universales que son complementarios a las secuencias de los
genes de ARNr, los genes repetidos del ADNr hacen a la regiéon ITS facil de
amplificar a partir de muestras de ADN pequefias, diluidas o muy degradadas,

ademas de ser variable entre especies de hongos morfolégicamente distintos*.

Los problemas fitosanitarios han existido y permanecido por afios, afectando la
calidad, productividad y el rendimiento en los cultivos. Segun Amata et al 2011,
Quiroga et al 2012 y Du Santos et al 2013, ha llevado a adoptar el uso de
fungicidas y otras combinaciones de productos quimicos, donde su uso ha sido
controversial. Segun Ortiz Nufiez et al, en 2017, el uso de estas sustancias trae
consigo efectos e impactos ambientales indeseables, afectaciones a la salud
humana y fenémenos de resistencia®®. Por esta razén, se buscan constantemente
alternativas para enfrentar ataques fungicos. En esta investigacion, se incluyé la
busqueda de microorganismos nativos con posible actividad biocontroladora,
como alternativa al uso de agroquimicos, en particular para disminuir la resistencia

que los hongos pueden tener a los fungicidas?®.

Rojas Badia et al en 2017, dicen que los microorganismos indicados para cumplir
esta labor son aquellos que aporten beneficios a las plantas y al ecosistema, los
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gue tengan la capacidad de ejercer un efecto positivo sobre el crecimiento y la
salud de las plantas, que se logra a través de diversos mecanismos que incluyen
la produccién de fitohormonas, la solubilizacion de fosfatos, la fijacion de nitrégeno

y el control biolégico de patdgenos™.

En este estudio, se aislé la bacteria 8B, identificada genotipicamente como
Serratia marcescens. Es wuna bacteria Gram negativa de la familia
Enterobacteriacea, reconocida ampliamente como poseedora de una alta actividad
biolégica como lo indica Zabaleta Mejia et al, la cual cuenta con una produccion
caracteristica de un pigmento rojo, llamado prodigiosina derivado del grupo de los
pirroles. En cuanto a los efectos antagonistas del S. marcescens sobre los hongos
fitopatdgenos, Zabaleta Mejia et al y LOpez Zapata et al, indican que esta bacteria
inhibe la esporulacion, germinacion de esporas y el crecimiento micelial, ademas
induce también a alteraciones en la morfologia de las colonia®. En otro estudio, se
utilizé una cepa del S. marcescens como agente del control biolégico para el
control del marchitamiento por Fusarium en platanos, donde se redujo la gravedad
de la enfermedad mediante la estimulacién de las defensas del huésped®!. Como
lo describe Ortiz et al, 2017 se observa mediante penetracion, vacuolizacion, lisis
y/o enrollamiento. En esta investigacion, se evidencio la presencia de inhibicion
del crecimiento del H9, frente a B8, como se observa en las figuras 63 y 64. Se
identifica un cambio en el micelio y un respeto por el espacio de la bacteria por

parte del hongo.

Otra actividad antagonica de importancia, se presenté a travées de H17,
identificado genotipicamente como Trichosporon porosum, una levadura ubicua
gque generalmente se encuentran en sustratos ambientales y madera
descompuesta®®. En un estudio realizado por Kulakovskaya et al, resaltan la
capacidad de produccion de lipidos celulosos (especificamente lipidos de
celobiosa) como un agente fungicida termoestable y resistente a las proteasas,
pues estos lipidos exhiben actividades fungicidas contra diversas especies de

levaduras y al mismo tiempo, suprimen el crecimiento de ascomicetos y

57



basidiomicetos®®. Esto puede explicar la importancia de este microorganismo y un

posible uso a futuro como biocontrolador.

El género Fusarium spp, presenta una clasificacion amplia con respecto a su
taxonomia, lo que genera que la identificacion morfolégica de la especie sea
insuficiente por las diferentes variedades en ciertos caracteres. Por esta razon, es
necesario el uso de técnicas moleculares en la identificacion de especies de este
patdgeno. En esta investigacion la identificacion genotipica del Fusarium
responsable de la afectacion del cultivo de maracuya, se utilizé6 una secuenciacion
tipo Sanger que al llevarse a la base de datos de NCBI, BLAST arrojé un 100% de
homologia con Fusarium oxysporum. De acuerdo con Martinez y Mendoza, la
caracterizacion y diferenciacion de formas especiales de Fusarium oxysporum
mediante analisis de polimorfismos genéticos es mas apropiado que solo
considerar caracteres morfolégicos o fisiolégicos®®. Como se menciond, este
hongo es uno de los patégenos con mayor prevalencia de la enfermedad
fusariosis, en la familia de las Pasifloras a nivel nacional®*°. Este hongo no solo
afecta esta variedad de plantas, sino que también muchos cultivos se ven
afectados, se tiene informes en garbanzo, hortalizas y fresa®*®°. La razén es, que
por ser un habitante saprofito del suelo, al entrar en contacto con el huésped
susceptible, puede colonizar todo el material vegetal de la planta, desde la parte
vascular hasta zonas aéreas, induciendo a marchitez generalizada vy

estancamiento del desarrollo®*

Existen estudios que reportan nuevas especies de Fusarium ligadas a cultivos de
maracuyd; uno de ellos es el de Henao en el 2018, en su estudio de identificacion
molecular de especies del género Fusarium, donde hall6 3 tipo de hongos
asociados con el cultivo de maracuya, 2 de ellos (F. proliferatum y F. solani) con
reportes actualmente publicados, y F. incarnatum destacado como un nuevo
patégeno que coloniza las plantas de maracuya **. En la presente investigacion,
de acuerdo con los resultados obtenidos en la secuenciacién con respecto al
hongo H21, en la base de datos BLAST, registré una homologia del 99.80% con el

hongo Fusarium incarnatum, un hongo aislado por primera vez en nueces en
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Argentina (2004) presentando como sintomas primarios manchas marrones

necréticas de 20 mm de diametro y 5 mm de profundidad®.

F. incarnatum se aisla en afectaciones de cultivos de arroz, sorgo, maiz y en frutas
como el banano, caracteristico en regiones subtropicales y templadas ®2. Aunque
hay diversos informes que lo involucran en varias enfermedades, a menudo, no se

considera como un patégeno importante en la planta“®.

En el aflo 2017 Murad, Mohamed, Shohaimi y Zainudin estudiaron la diversidad
genética y patogenicidad de las especies de Fusarium asociadas con la
enfermedad de la podredumbre de la fruta en plantas de banano, donde Fusarium
incarnatum fue una de las especies con mayor presencia en los aislamientos. Esta
predominancia se obtuvo debido a su rapida tasa de crecimiento que podria
suprimir el desarrollo de colonias de otras especies de Fusarium durante el
proceso de aislamiento de hongos®®. Este reporte, explicaria por qué en el
enfrentamiento realizado contra Fusarium oxysporum, se evidencia la colonizacién
de Fusarium incarnatum en todo el medio, deteniendo consigo el crecimiento del

otro hongo presente.

Este hongo a menudo se asocia con el complejo de especies Fusarium incarnatum
equiseti®® pero rara vez como patégeno primario, puede presentarse como
enddfito o saprofito. Existen informes que lo reconocen como invasor secundario
de diversas plantas o como patégenos de heridas débiles que causan la pudriciéon
de almacenamiento de gran variedad de frutas. Leslie y Summerell*® sugieren que
F. incarnatum se presenta como un complejo de especies donde existe variacion
de la capacidad patogénica entre individuos del mismo género. Esta suposiciéon
podria ser valida también para las otras especies como Fusarium oxysporum
debido a la alta colonizacion de la enfermedad desarrollada en la planta huésped
la cual es determinada por tres factores, como, una cepa altamente virulenta,

huésped de planta susceptible y condicién ambiental favorable®?.

La presencia de este hongo podria estar vinculada a la resistencia que se ha

presentado en el cultivo por el uso excesivo de sustancias quimicas, como lo
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indica Carmona y Sutua, 2017, la resistencia constituye una propiedad heredable y
estable de los organismos fungicos, por la cual obtienen la habilidad de adaptacion
a diferentes condiciones agrondémicas normalmente adversas, y por lo tanto
pueden sobrevivir. Este proceso incluye sustitucion genética de la poblacion
susceptible original del patégeno, mediante una nueva poblacion genéticamente y

bioquimicamente distinta, haciendo totalmente ineficiente el fungicida®.

Finalmente, en este estudio se evidencid un crecimiento fungico éptimo y mayor a
diferencia de la poblacion bacteriana presente en las muestras de suelo
analizadas, esto apunta hacia practicas agresivas agricolas y el uso de productos
quimicos, de los cuales hacen uso en la finca para atacar con frecuencia los
patégenos presentes en los cultivos. Al respecto, Campifio Arias y Alzate Ramirez,
2014 indican que el uso de aqgroquimicos, fertilizantes y otras sustancias, lleva a
cambios en torno a las caracteristicas quimicas y microbiolégicas de los suelos y
por ende la calidad de los mismos se ve afectada®. En otro estudio verificaron que
el uso de algunos fungicidas pueden afectar negativamente la proliferacion de
microorganismos benéficos del suelo®’, como las bacterias promotoras de

crecimiento vegetal (BPCV) (Romero Perdomo et al, 2015).

En definitiva, El problema por el género Fusarium en Pasifloras, especificamente
en maracuyd, requiere el cambio de actividades agrondmicas y disminucién del
uso de agroquimicos, para disminuir las posibilidades de que los patégenos
agresivos, encuentren estrategias para infectar las plantas y acabar con la

produccién de nuestros agricultores.

6. Conclusiones
e Se aislaron diversas poblaciones fungicas y bacterianas en las muestras de

suelo rizosférico y filosfera en la Finca de Pacho Cundinamarca.
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Se realizé la identificacion fenotipica de microorganismos flngicos con
caracteristicas del género Fusarium, causantes de la enfermedad fusariosis o
secadera en maracuya y otras pasifloras. No se encontraron microorganismos
fungicos con caracteristicas del género Cladosporium, segun la literatura
causantes de rofia o0 verrugosis.

Las pruebas de antagonismo permitieron evidenciar que el hongo
levaduriforme Trichosporon porosum y la bacteria Serratia marcescens, ejercen
antagonismo in vitro contra el Fusarium oxysporum encontrado.

La identificacidon genotipica confirmé a Fusarium oxysporum y Fusarium
incarnatum, como los microorganismos causantes de la enfermedad en el
cultivo de maracuyd; de la misma manera los antagonistas identificados
genotipicamente fueron el hongo levaduriforme Trichosporon porosum y la
bacteria Serratia marcescens.

Se encontré un hongo del género Fusarium, F. incarnatum, el cual presento
competencia micoparasitica con Fusarium oxysporum. Esta especie ha sido
reportada solamente en un estudio en Pasifloras. Su accibn patdgena o
protectora no pudo definirse, pero de acuerdo con estudios de otros
investigadores, puede estar involucrado en una patologia secundaria en

cultivos de maracuya.

RECOMENDACIONES

1. Realizar un trabajo al lado del agricultor de la Finca Patio Bonito de Pacho,

Cundinamarca, para que realice un Manejo Integrado de Plagas y Enfermedades,

disminuyendo el uso de agroquimicos.

2. Continuar el estudio con el hongo Fusarium incarnatum, por cuanto su

presencia podria utilizarse como un indicador biolégico de los procesos de

infeccion por Fusarium en cultivos de maracuya.
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