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DETERMINACION DEL PATOGENO CAUSANTE DE “LA SECADERA” EN
CULTIVOS DE PASIFLORAS Y SU POSIBLE CONTROL BIOLOGICO EN
FINCAS, MUNICIPIO DE PASCA- CUNDINAMARCA

Los cultivos de Gulupa y Maracuya, son cada vez mas importantes para la
agricultura colombiana, debido al aumento en la exportacion a diferentes paises. La
enfermedad mas limitante es la Fusariosis Vascular o “Secadera”, causando
pérdidas hasta 80 % en la produccién. El patégeno es Fusarium sp., esté ataca a
nivel vascular. El objetivo de este estudio fue establecer la identidad del
microorganismo patdégeno causante de la secadera en los cultivos de Pasifloras
ubicado en Fincas en el Municipio de Pasca - Cundinamarca y, los posibles
controladores microbioldgicos, que pudieran tener un efecto controlador del hongo.
La metodologia incluyé un muestreo de 4 fincas del municipio de Pasca,
Cundinamarca de suelo y material vegetal de cultivos de Gulupa y Maracuya con
sintomatologia, pruebas de identificacion fenotipica y genotipica de los hongos
aislados y pruebas de antagonismo in vitro de las bacterias aisladas contra los
patogenos. Se identificaron 12 hongos del género Fusarium por medio de clave
dicétoma utilizando las caracteristicas macroscopicas y microscopicas y se confirmo
su identidad por medio de pruebas de biologia molecular. Adicionalmente, se

aislaron 13 bacterias y se identificaron por pruebas bioquimicas en tubo y BBL
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Crystal, de las cuales, 11 fueron del género Bacillus sp, una Pseudomonas sp y un
Staphylococcus sp,. Las pruebas de antagonismo demostraron que 3 bacterias del
género Bacillus tienen una alta capacidad de controlar el crecimiento de Fusarium. A
futuro, es necesaria una prueba en campo controlada, para establecer la verdadera
capacidad de biocontrol que tengan las bacterias con alta capacidad antagonica

frente a los Fusarium.

PALABRAS CLAVES: patogeno, biocontroladores, pasifloras, Gulupa, Maracuya,
Fusarium.

Estudiantes Karen Sabine Medina Garzén, Lizeth Geraldine Galindo Guerrero.
Docentes: Ligia Consuelo Sanchez, M. Sc

Institucion: Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

Fecha: 12 de Abril 2019
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1. INTRODUCCION

Las Pasifloras se encuentran clasificadas dentro de la familia de las Passifloraceae;
son nativas de la cordillera de los Andes y el continente africano. Su siembra es
originaria de Colombia, Ecuador y Venezuela. Su principal exponente, el género
Passiflora, incluye, Curuba (Passiflora mollissima Bailey), Granadilla (Passiflora
ligularis Juss), Maracuya (Passiflora edulis var. flavicarpa Sims) y Gulupa (Passiflora
edulis Sims)!. Estas dos Ultimas seran el centro de estudio en la presente

investigacion.

Actualmente, los cultivos de pasifloras estan en aumento por sus buenas
propiedades organolépticas y son ampliamente utilizados en la gastronomia.
Colombia comenz6 a incursionar en este mercado a mediados de los afios 60s,
ubicandose dentro de los paises del mundo que méas siembra y cosecha pasifloras,
aunque para esta época su exportacion era poca. Sin embargo, para dar respuesta
al consumo interno, fue necesario importar de otros paises como Ecuador. Pero
Colombia dej6 de importar Pasifloras y comenzé a exportar estos frutos a la Unién
Europea, Canada y Paises Bajos principalmente, aumentado, asi, la exportacion, al
pasar de 4.908 toneladas en 2014 a 7486 toneladas en 2017 y la importacion

disminuyd, teniendo 1.045 toneladas en 2014 a 0.23 toneladas en el afio 2017 2.

La produccion de Pasifloras en Colombia esta ampliamente distribuida en 24
departamentos y 422 municipios con mas de 15.000 hectareas sembradas, siendo
los principales departamentos productores; Huila con 53.271 toneladas ( Maracuya,
Gulupa, Granadilla, Badea, Cholupa y Curuba), Antioquia con 52.031 toneladas
(Maracuya, Gulupa, Granadilla y Curuba), Meta con 34.588 toneladas (Maracuya),
Valle del Cauca 14.934 toneladas (Maracuyd, Gulupa, Granadilla y Curuba) y

Boyaca 9.682 con toneladas (Gulupa, Granadilla y Curuba) para Abril del afio 2018.
2

Las variedades del género Passiflora pueden ser afectadas por diversas
enfermedades que llegan a perjudicar distintas partes de la planta, causando
grandes pérdidas en la producciéon de los cultivos. Actualmente, se conocen 16
enfermedades asociadas con bacterias, nematodos, virus y hongos. En este ultimo

grupo, se encuentra “La Secadera” una de las enfermedades mas comunes y
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peligrosas para estos cultivos, el hongo Fusarium spp, es el causante de la
enfermedad que afecta la parte vascular de la planta y puede llegar a causar

pérdidas entre el 20 y 100% en los cultivos 2.

Para el afo 2015, en el departamento del Valle del Cauca, se reportaron diferentes
especies de Fusarium generaron pérdidas del 5 al 15% por area sembrada en
cultivos de Maracuya 8. En cuanto a los cultivos de Gulupa, se estiman pérdidas del

25 al 30% en productos exportables, en este mismo afo.

Para el control de esta enfermedad, se han utilizado diversos métodos preventivos
como productos cicatrizantes, yodo agricola o hipoclorito de sodio al 2%; también,
productos quimicos como la Cal mezclado con benomil, teniendo como requisito el
suelo sin siembra por 6 meses. Aun asi, no se tiene aun un método que sea 6ptimo

y puede mitigar el efecto que tiene Fusarium spp sobre estos cultivos 4.

Por tal razon, la investigacidon tuvo como objetivo la identificacion fenotipica y
genotipica del patégeno causante de “la secadera”, en cultivos de pasifloras (Gulupa
y Maracuyd) en fincas del municipio de Pasca, Cundinamarca. Adicionalmente, en la
metodologia se hicieron aislamientos de microorganismos bacterianos de tejidos
sanos y suelos obtenidos de 4 fincas del municipio de Pasca Cundinamarca. Se
aislaron 12 patdgenos y se identificaron por medio de biologia molecular 8 de estos,
los cuales corresponden a: Fusarium oxysporum 4, Fusarium solani 2, Phoma spp 1
y Epicoccum nigrum 1. Con los bioensayos In vitro se pudo concluir que 4 bacterias
presentaron alta actividad antagénica ya que, reducen el crecimiento de los
patégenos. Por lo anterior, estas bacterias pueden ejercer algun control biol6gico
disminuyendo el crecimiento de Fusarium y mitigar el efecto del patdégeno sobre la
planta, ofreciendo a los agricultores un método que no afecte la salud de las
personas y sea amigable con el ambiente, sin afectar la microbiota existente en las

plantas y al ecosistema en general, que habita en este medio.

19



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer la identidad de los microorganismos patdgenos causantes de la secadera
en los cultivos de Pasifloras ubicados en Fincas en el Municipio de Pasca,
Cundinamarca y, los posibles controladores microbiolégicos, que puedan servir
como alternativa amigable para solucionar el problema fitosanitario presente en los

cultivos en estudio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar el o los patégenos que estan causando la secadera en los cultivos de
Gulupa y Maracuya, en fincas ubicadas en el municipio de Pasca-
Cundinamarca.

e Identificar microorganismos como posibles controladores por medio de
pruebas microbiolégicas y su actividad antagdnica mediante bioensayos In
vitro frente a patégenos que estan causando la secadera en los cultivos de
Gulupa y Maracuya.

e Verificar la identidad del o los microorganismos patdgenos aislados de
Gulupa y Maracuya provenientes de Pasca - Cundinamarca Por medio de

técnicas de biologia molecular
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3. ANTECEDENTES

El aumento en la produccién de pasifloras en Colombia es de gran importancia para
la economia del pais, ya que este gremio favorece a cultivadores de distintos
departamentos como Huila, Tolima, Meta, Boyaca y Cundinamarca, Antioquia,

Caldas, Quindio, Risaralda Cauca y Narifio.

Aunque las pasifloras son un género que abunda en América del Sur, el cultivo para
produccion se inici6 en Africa. Los primeros estudios para la determinacion de
Fusarium spp como agente causal de la secadera, se realizaron en el afio de 1992
en Zimbabwe, donde Cole et al, hicieron una recoleccion de muestras en distintas
granjas del pais, que tuviesen cultivos de Gulupa (Passiflora edulis f. edulis Sims) y
Maracuyé (Passiflora edulis), que presentaran una decoloracion en el tallo. Al tomar
las muestras se sembraron en tres medios de cultivo: Nash Médium (NM), agar
sacarosa de papa (PSA), agar zanahoria de patata (PCA) y NM, en los cuales hubo
crecimiento de Fusarium solani como agente causante de la secadera, ademas de
encontrar una coinfeccion con Phytophthora nicotianae var. parasitica, e hicieron
gue las plantas infectadas con los dos microorganismos tuvieran una muerte mas

rapida, que las plantas que estaban solo con Fusarium solani. °.

Con la entrada de las pasifloras a Colombia en los afios 60s y el aumento de estos
cultivos en la agricultura nacional, en el afio 2008, la Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria, ahora AGROSAVIA, decide estudiar todo lo referente a
la secadera especificamente en cultivos de Maracuya en el municipio de Huila. Se
ha establecido que esta especie de pasiflora es la mas susceptible a morir a causa
de esta enfermedad. Esta investigacion, se realizé con el fin de mejorar el estado
fitosanitario de los cultivos de Maracuya en la region. En el estudio se muestrearon
27 fincas del municipio, se obtuvieron 71 aislamientos, 70 correspondieron a cepas
de Fusarium spp y un aislamiento correspondidé a una cepa de Verticillium spp, los
cuales se colocaron en pruebas de patogenicidad utilizando plantulas de Maracuya,
mostrando una agresividad del 66 y 100%. Para contrarrestar el efecto, se utilizaron
distintos métodos no convencionales como el uso de microorganismos, Trichoderma
sSpp y extractos vegetales con diversas plantas. Los métodos fueron efectivos para

la prevencion y control del crecimiento del hongo, en los cultivos de Maracuya ©.
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En el afio 2009, se siguen las investigaciones para la busqueda de alternativas para
dejar atrds los métodos quimicos; los investigadores Suarez y Fernandez de la
Universidad Nacional de Colombia, se enfocaron en buscar una solucion para el
problema de marchitez y se evalué Trichoderma harzianum contra Fusarium. Se
utilizaron 6 aislamientos de Trichoderma harzianum sobre el patdégeno y evaluaron 3
aislamientos comerciales (TCC-001, TCC-005 y TCC- 006) y 3 aislamientos nativos
de suelo cultivado con palma de aceite en el Centro de Investigacién Caribia de
Corpoica. Se hizo la prueba in vitro de las muestras en Agar Sabouraud. Se evaluo
competencia por nutrientes y espacio, micoparasitismo y porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial, por 10 dias a 28°C. Todos los aislamientos de T. harzianum
superaron en crecimiento a F. oxysporum con radios de 7,42 cm en cultivo dual.
Mientras que el patdgeno Fusarium spp mostré un radio de 1,99 cm. Como en el
estudio de Corpoica, el género Trichoderma es uno de los microorganismos con

mejor antagonismo frente a Fusarium spp ’.

En el afio 2012, los investigadores Ortiz y Hoyos, realizaron una investigacion, que
tuvo como objetivo mostrar las diferencias en sintomas de infeccion causada por F.
oxysporum y F. solani en cultivos de Gulupa en Colombia. Se tomaron diferentes
muestras de plantas que presentaban marchitez, clorosis, decoloracion vascular y
pudricion en el tallo y se determind que la infeccion por Fusarium oxysporum se
caracteriza por el retraso en el crecimiento y la clorosis en las ramas y la coloracion
rojiza que toman los haces vasculares. Por otro lado, Fusarium solani, causo
pudricion de tallo, decaimiento y clorosis de las ramas que van acompafiadas de
cuarteamiento de la corteza o pardeamiento del cuello; posteriormente, se produce
necrosis y marchitamiento en cuello. En conclusion, la principal diferencia entre los
patégenos que fueron estudiados se basa en que Fusarium solani no va producir

cambios de color en los haces vasculares 8.

En este mismo afio (2012), Ocampo y Wyckhuys, establecieron que hay limitaciones
en la identificacion de las principales enfermedades que afectan los cultivos de
Gulupa, debido a los pocos estudios que se han realizado en Colombia. El articulo
presenta un breve resumen de las enfermedades que sufren los cultivos de Gulupa:
rofia, secadera, antracnosis y determinan los diferentes signos y sintomas que

ocasiona cada patdégeno. Ademas, establecen que es muy importante tener Buenas
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Practicas Agricolas (BPA), con el fin de minimizar o prevenir estas enfermedades
para evitar ya sea la muerte prematura o deterioro del alimento producido. Ademas,
describen los tratamientos que son utilizados en cada una de las enfermedades y

sostienen que el control bioldgico ideal para la secadera es el hongo Trichoderma

spp °.

También en el afio 2012, Cruz analiza la respuesta fisiologica de la gulupa con el fin
de apaciguar los cambios extremos que sufre la planta cuando es atacada por
Fusarium oxysporum. Se determindé que algunos procesos se alteran cuando el
patdgeno esta afectando la planta, dentro de los cuales se analizaron los siguientes:
intercambio de gases, tasas de crecimiento de las plantas, acumulacion de
hormonas y metabolitos, produccién de enzimas y proteinas. Para realizar la
investigacion se inyectd Fusarium spp en 100 plantulas que tenian 70 dias de edad,
se dejaron en el invernadero para observar su sintomatologia; posteriormente, se
sembraron en PDA y se aislé Fusarium oxysporum. Para determinar la respuesta
fisiologica de las plantas frente al estrés causado por la colonizacion de este hongo,
se realiz6é la medicion de variables relacionadas con el intercambio de gases en las
hojas, la emision de fluorescencia de la clorofila-A, las caracteristicas dimensionales
y respiratorias del sistema radicular, asi como determinaciones del contenido de
pigmentos en las hojas y de la enzima peroxidasa tanto en hojas como en raices.
Adicionalmente, se identific6 la primera respuesta de las plantas durante la

patogénesis 1°.

En el afio 2015, Ferreira y colaboradores realizaron una investigacién con extractos
vegetales para control de Fusariosis vascular. Se evalu6 el efecto de residuos
organicos in vitro e in vivo como medida alternativa para el manejo de la Fusariosis
en el Maracuya, causada por Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. En este
estudio, se evaluaron seis concentraciones in vitro en forma de extracto acuoso, e
igual namero, para la inhibicion del crecimiento micelial in vivo, incorporados al
suelo para el control de Fusarium. Los residuos organicos utilizados fueron: hojas de
eucalipto, bagazo de coco babasu y cascara de yuca. Se confirmé la patogenicidad
de los aislados evaluados, lo que comprobd la presencia de Fusariosis en el
Maracuya amarillo in vivo. En el proceso in vitro, el extracto de babasu presentd

inhibicion significativa en la concentracion del 6 % y, en los extractos de hojas de
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eucalipto y cascara de yuca la del 10 %. Esta es una alternativa bioldgica enfocada

a prevencion de la enfermedad distinta a la microbiologia 2.

En 2017, se realiz6 un trabajo en Brasil en donde se tuvo como objetivo evaluar la
respuesta de sensibilidad o resistencia a Fusarium en plantas de 14 especies de
pasifloras en la etapa de plantula, a través de la inoculacion de F. oxysporum f. sp. a
pasifloras cultivadas en solucion nutritiva. Las especies utilizadas en la seleccion
fueron P. quadrangularis, P. nitida, P. foetida, P. tenuifila, P. alata, P. setacea, P.
cincinnata, P. mucronata, P. micropetala, P. suberosa, P. morifolia P. eichleriana P.
edulis y P. coccinea. Se inocularon cuatro plantulas de cada genotipo mediante la
inmersion de las raices en una suspension de 1x106 esporas mL-1 durante 24 horas
y luego se trasplantaron en macetas con solucion nutritiva. Las plantas fueron
evaluadas diariamente durante 40 dias por la ocurrencia de sintomas de marchitez y
muerte. Se midieron el periodo de supervivencia y la tasa de mortalidad. EI método
de inmersién de las raices durante 24 horas y el reemplazo del suelo por solucién
nutritiva fueron eficientes para distinguir los genotipos resistentes. Hubo variabilidad
intraespecifica en relacion con la enfermedad. Las especies mas resistentes fueron

P. foetida, P. mucronata, P. nitida y P. morifolia 2.

Se concluye ademas con estos antecedentes, la importancia de caracterizar la
especie de Fusarium que esta produciendo la “secadera” en las diferentes
variedades, por cuanto la virulencia puede variar de acuerdo a la variedad vegetal y
tipo de fitopatogeno. Como proceso adicional encontrar posibles microorganismos
gue tengan actividad antagonista y controladora para cada una de las especies, 0

para todas, si esto fuera posible.
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4. MARCO REFERENCIAL

4.1 Generalidades de las Pasifloras

“La familia de las pasifloras esta constituida aproximadamente por 600 especies, las
cuales se encuentran distribuidas entre zonas tropicales y subtropicales. El término
Pasifloras fue otorgado por misioneros espafioles debido a la morfologia de las
flores, por su parecido con la imagen de la pasion de Cristo. Gran parte de los
géneros son originarios de Africa oriental y solo 5 géneros de América”. Se sabe que
hay aproximadamente 500 especies que pertenecen al género Passifloras de las
cuales son de gran importancia a nivel productivo la Granadilla (Passiflora ligularis

Juss), Gulupa (Passiflora edulis Sims) y Curuba (Passiflora mollissima Bailey)?.

4.1.1 Clasificacion Taxonémica de las Passifloras

TAXONOMIA DE LAS PASIFLORAS

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivisidon: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae
Orden: Violales
Familia: Passifloraceae
Tribu: Passiflorae
Género: Passiflora

Tomado de USDA (United States Departament of agriculture) 3. Agrupado por el autor.

4.1.2 Requerimientos para el Desarrollo de las Passifloras

Los requerimientos generales para el crecimiento de Pasifloras de origen americano
son: rango climatico entre 5 y 35°C, altura aproximada de 3800 msnm, humedad

moderada, no toleran las heladas; deben recibir sol directo y estar protegidas de
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vientos fuertes y frios 4. Otro parametro importante es la radiaciéon solar, esta
influye en el tamafio, calidad de los frutos y la coloracién del mismo. Asi mismo, la
luminosidad influye en la floracion de la planta. Sin embargo, cada pasiflora tiene

Sus propios requerimientos para un optimo crecimiento.

4.2 Produccion De Las Pasifloras En Colombia

La informacion sobre la situacion colombiana del comportamiento de la produccion
de pasifloras, se obtuvo del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR) y
Secretarias de Agricultura, a través de bases estadisticas como AGRONET (2012) y
la base Agricola Nacional 2007-2011 p, CCI (2012).

La produccion de pasifloras en Colombia tuvo una tasa de crecimiento de 5.1%,
incrementando de 12.36 toneladas sembradas (2011) a 15.158 toneladas
sembradas (2016) y de 9.749 toneladas cosechadas (2011) a 11.052 toneladas
cosechadas (2016), con una tasa de crecimiento de 2.5%. Adicionalmente, las frutas
de este género con mayor producciéon en el afio 2016 fueron: Maracuya con 7.801
toneladas por hectarea sembrada, Granadilla 6.007 toneladas por hectareas
sembrada y por ultimo Gulupa que generd 1.191 toneladas por hectarea *°.

Para el afio 2017, la Maracuya se posiciona como una de las pasifloras de mayor
consumo a nivel nacional con un 8%. Como esta cifra no es muy alta, se comenzé la
exportacién de estas frutas generando asi, un 5,8% la exportacion de Gulupa del
total de la exportacion hortofruticola colombiana *°.

Todas las pasifloras tienen requerimientos de crecimiento diferentes para su cultivo,
como, la altura sobre el nivel del mar, clima, humedad, terreno. A continuacion, se
citan ciertas caracteristicas en relaciéon a cuatro de las variedades de Pasifloras,
como modelo, por cuanto el tema que acoge este proyecto es las enfermedades y

plagas, especificamente, Fusarium, tema que se profundiza mas adelante.

26



4.3. Granadilla

La granadilla (Passiflora ligularis Juss), es originaria de la cordillera de los Andes,
cultivada principalmente en Colombia.
Pertenece a la familia Passifloraceae,
considerada como una planta
“trepadora”. Sus frutos poseen
semillas rodeadas por un arilo dulce.
Esta es una planta que se puede
propagar por distintos métodos, tales
como el sexual (semillas) o

vegetativos (estacas, injertos, cultivos

in vitro)8; en Colombia, generalmente

es utilizado el método sexual.
Figura 1. Granadilla. Tomado de 8

Un aspecto importante el cual requiere de vigilancia y cuidado es la diversidad de
plagas y enfermedades que pueden afectar al cultivo en especial en épocas de
lluvias. “Dentro de las principales plagas se encuentra; la «mosca del ovario» la cual
sirve como puerta de entrada para el hongo Botrytis cinerea, agente causal del
moho gris en flores y frutos en formacion. En los frutos verdes y en maduracion son
bastante susceptibles a hongos como Colletotrichum y Alternaria, que su mayoria de
especies causan necrosis del tejido vegetal y antracnosis (chancro)”. En épocas de
invierno la humedad sube llevandose algunos nutrientes necesarios y agotando el
oxigeno de las raices por lo que se van a generar lesiones en las hojas como la
clorosis; en las raices favorece el crecimiento de hongos que pueden afectar de
forma vascular, aqui aparece Fusarium spp, causando la enfermedad conocida

como “Secadera” 18,

4.4 Curuba

Passiflora tripartita, también conocida comunmente como Curuba, es originaria de
los Andes, se produce en los municipios de Boyacd, Cauca, Cundinamarca y

Narifio. “Se caracteriza por ser una enredadera de tallo muy velloso, su flor es de
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sus mayores atractivos por tener pétalos rojos y oblongos”’. Con relaciéon a la

tolerancia a la temperatura, prefiere el clima frio, en una altura de 2000 a 3000

m.s.n.m y preferiblemente entre 10 a 18°C. No soporta heladas y vientos fuertes

causan volcamientos a las plantas y el cultivo puede verse afectado.

Como parte del Manejo Integrado de plagas, se realizan controles culturales como la

4.5 Badea

Figura 2. Curuba.Tomado de ©°

Figura 3. Badea. Tomado de

poda, que se hace una vez florece y
fructifica. El cultivo de curuba debe
mantenerse  sin malezas. Las
principales plagas y enfermedades son
gusanos, trozadores, escamas Y trips.
Se reportan problemas de antracnosis,
mancha parda y marchitamiento de la
raiz, este Ultimo producido por

Fusarium 17,

Passiflora quadrangularis, mas
conocida comunmente como badea.
Es una planta trepadora que mide de 5
a 50 m de largo, posee frutos verdes
amarillentos, lisos, miden de 22,5-35
cm de largo y 0,15 a 0,22 cm de
grosor. Dentro de las plagas que mas
afectan la Badea estan, coquito
rayado, hormigas arrieras, trips,
mancha foliar (Alternaria passiflorae)?®.
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4.6 Maracuya

El Maracuya (Passiflora edulis L), originaria de la Amazonia Brasilefia, se
caracteriza por ser una enredadera,
de tallos redondos, hojas ovadas-
oblongas, gruesas, de unos 5-8 cm.
de largas, presentan un color rojizo,
rosado o puarpura, los frutos son
redondos u ovoides de 3-7 cm de
diametro, con céascara dura de 3-10
mm de grosor. En su madurez son de

color amarillo claro, la pulpa es blanca

amarillenta y agridulce con mudltiples

semillas de color negro *°.

Figura 4. Maracuya. Tomado de ©?

4.6.1 Principales Caracteristicas
4.6.1.1 Ciclo Fenoldgico

El tiempo de desarrollo del cultivo de Maracuya en condiciones éptimas dura 20
meses los cuales estdn comprendidos en tres etapas: La primera es la etapa
vegetativa, va desde la germinacion de la semilla hasta el momento de la floracién.
Posteriormente sigue la etapa reproductiva, inicia con la floracion y culmina con la
formacion del fruto. Cada cosecha grande tiene una duracién de dos meses,
intercalados con dos cosechas pequefias de cuatro meses. Finalmente, la etapa
productiva va desde la formacién del fruto, hasta la cosecha que abarca la etapa de
la vida util del cultivo que oscila entre dos y tres afios, dependiendo de las buenas

practicas que se le realicen al cultivo 20,
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COSECHA

TRANSPLANTE FLORACION FORMACION
DEFINITIVO A CAMPO DEL FRUTO
0-20 65-75 d?;p:‘n&sgsel 4-5 m&sedg' 6-7 meses
dias dias trasplante mtrasplante primer cosecha

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

Figura 5. Etapas fenoldgicas de la Maracuya (Passiflora edulis). Tomado de Manual Técnico del

cultivo de Maracuya bajo Buenas Practicas Agricolas 0.
4.6.2 Requerimientos Generales Para El Crecimiento De Maracuya.
4.6.2.1 Temperatura

Temperatura entre 20 y 30 °C, altitud de 1200 msnm. Dentro de los métodos de
propagacion puede ser por acodo aéreo o subterraneo, por semillas (Reproduccion

sexual), siendo este Ultimo generalmente el mas usado 6.
4.6.2.1 Radiacion solar

La radiacién solar tiene bastante influencia en la calidad del fruto, ya que, a una
exposicién mayor de la parte foliar a la luz solar disminuye el peso, pero aumenta la
cantidad de jugo, mayor cantidad de acido ascérbico, corteza mas delgada y sélidos
solubles aumentan. Por lo anterior se recomienda una exposicién a la luz solar de

cinco horas por dia 2.
4.6.2.3 Altitud

El cultivo de Maracuya cuenta con un intervalo amplio de altitud que oscila entre 0 y
1300 msnm, creciendo en 6ptimas condiciones esta entre los 300 a 900 msnm 2%,
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4.6.2.4 Humedad Relativa

Los frutos del cultivo de Maracuyd, requieren una humedad relativa alta (60%). Esto,

genera en un aumento de peso y aumento en el jugo del fruto, ademas, de darle

mejor aroma y sabor 2.

4.6.3 Plagas y enfermedades

Las principales plagas y enfermedades que afectan los cultivos de Maracuya se

relacionan en la Tabla 1.

Tabla 1. PRINCIPALES PLAGAS Y ENFERMEDADES QUE AFECTAN EL CULTIVO

DE MARACUYA

MICROORGANISMO

SINTOMAS QUE PRODUCE EN LA PLANTA

Tetranichus urticae,
Tetranichus mexicanus y T.

Son una plaga de importancia econémica, proliferan en
los veranos prolongados; atacan las hojas por el envés

desertorum. y prefieren las maduras, que se amarillean y caen, lo
gue acorta el ciclo productivo de la planta.
Conocida comunmente como mosca del ovario.
Dasiops sp. Ocasiona la caida de los botones florales, debido a

gue la hembra ovoposita en el boton floral y las larvas
se alimentan de las estructuras internas de la flor.

Trips tabaci L., Trips palmi,
Frankliniella occidentalis,
Neohydatothrips signifer

Estos insectos se localizan sobre yemas terminales,
atrofiando el desarrollo normal de la planta. Ademas,
estdn asociados con transmision de virus. Se
presentan, aproximadamente 4 meses después del
establecimiento del cultivo

Dione juno y Agraulis sp.

Las larvas defoliadoras actian consumiendo las hojas
y las yemas laterales. Aunque atacan en forma masiva,
su importancia econdémica es baja. Se pueden
controlar manualmente ya que son faciles de detectar.

Aphis gossipii

Se ubican en los puntos terminales y causan
encrespamiento en las hojas jévenes. El dafio directo
es de poca importancia; sin embargo, se ha reportado
como vector de enfermedades virales en Maracuya,
gue son de importancia econémica.

Pudricion del cuello y de las

Los principales sintomas son el amarillamiento gradual
de las hojas y el marchitamiento de las plantas, que
finalmente mueren. En algunas ocasiones las hojas
guedan adheridas al tallo y caen cuando la planta
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raices. “Secadera”.

Fusarium spp.

muere. El patégeno lesiona las plantas adultas a la
altura del cuello; la lesion puede rodear todo el tallo
dando la apariencia de un collar y alli se desprende la
corteza; a veces esta zona se engruesa. En algunos
casos las raices se deterioran y el crecimiento de las
raicillas se detiene 0 es muy escaso.

Antracnosis

Colletotrichum sp.

Esta enfermedad se presenta con mayor frecuencia en
periodos de lluvia, debido a que es favorecida por la
humedad alta y la poca aireacion. Este patégeno
produce sintomas en todos los 6rganos de la planta:
En las hojas inducen manchas foliares, de apariencia
aceitosa en los bordes y con anillos desde el centro
hacia afuera. En el centro de la lesion se desarrollan
las estructuras reproductivas del hongo. En los frutos
las lesiones empiezan como manchas aceitosas que
se vuelven lesiones hendidas y luego chancros de
color pardo a negro donde hay crecimiento del hongo.

Rofa o costra

Cladosporium sp.

La enfermedad se manifiesta en frutos de diferente
edad con lesiones verrugosas de color pardo claro. La
calidad de los frutos se demerita en su exterior, pero el
hongo no afecta su parte interna.

Bacteriosis

Xanthomonas sp.

La bacteria ocasiona inicialmente manchas acuosas
gue tienen un halo clorético y una lesion parda en el
centro. Las lesiones crecen y las manchas se hacen
mas grandes llegando a abarcar parte de la lamina
foliar. Las hojas se secan y caen prematuramente. En
condiciones de alta humedad puede haber defoliacién
extensa y muerte de las ramas.

Tabla 1. Principales plagas y enfermedades que afectan los cultivos de Maracuya. Informacion

tomada de Cultivo de Maracuyé (Passiflora edulis f. flavicarpa) establecido con Buenas Practicas

Agricolas (BPA) en el Centro Internacional de Agricultura Tropical CIAT 22,

4.7 Gulupa

El nombre cientifico de la Gulupa es Passiflora edulis Sims, originaria del continente

americano, especificamente de Brasil el siglo XIX de donde se distribuyd hacia otros

paises del continente, y de alli hasta Asia, el Caribe, Africa, India y Australia 23.
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4.7.1 Principales Caracteristicas
4.7.1.2 Ciclo Fenologico

El tiempo aproximado entre siembra vy
floracion del cultivo de Gulupa en 6ptimas
condiciones, dura 180 dias (6 meses) y el

periodo de produccion 420 dias.

Figura 6. Gulupa. Tomado de ©2

La Gulupa cuenta con 10 etapas dentro de su ciclo fenoldgico; dentro de los cuales
se encuentran: yema floral, flor en antesis, fruto cuajado, fruto con estructuras
florales cubriéndolo, fruto inmaduro en crecimiento, fruto en madurez fisioldgica,
fruto con 30% de coloracién purpura, fruto con 50% de coloracion puarpura, fruto con

70% de coloracion puarpura y fruto con 100% de coloracion 4.

Fruto con estruc- Fruto
Yema floral Flor en antesis Fruto cuajado turas florales inmaduro
El E2 E3 E4 ES
Fruto en
madurez Fruto 30 % Fruto 50% Fruto 70% Fruto 100% color
fisiologica color purpura color purpura color purpura purpura
Eé E7 E8 E? E10

Figura 7. Etapas fenolégicas de la Gulupa (Passiflora edulis Sims). Tomado de 24
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4.7.2 Requerimientos Generales Para El Crecimiento Del Cultivo De Gulupa

4.7.2.1 Temperatura

Para el 6ptimo crecimiento de este cultivo, es ideal que la temperatura oscile entre 15°
a 20°C. Esto influye, en diversas etapas del crecimiento y desarrollo de la planta. A
temperaturas bajas en el dia de 15°C y en la noche de 10°C, puede afectar el
crecimiento de la planta. Asi mismo, las altas temperaturas en el dia de 30°C y en la
noche 25°C, tienden a disminuir la produccion floral del cultivo. De igual manera, para
gue el fruto tenga un peso ideal y este en buen estado para su comercializacién, una

temperatura adecuada va 21° a 30°C 14,
4.7.2.2 Radiacion solar

La radiaciéon solar influye directamente en la productividad de estos cultivos. Por lo
tanto, cuando no reciben buena radiacién, por ejemplo; en dias nublados se produce

un retraso en el crecimiento del cultivo, afectando asi, su floracion y desarrollo 6éptimo
14

4.7.2.3 Altitud

El rango de altitud para el cultivo de Gulupa esta entre 1400 a 3300 msnm, pero su
rango Optimo de crecimiento oscila entre 1800 y 2200 msnm. Esto influye en el
crecimiento de las plantulas, problemas fitosanitarios, presencia o ausencia de
algunas plagas y el tiempo de cosecha. Ademas, a esta altitud se puede cosechar el
fruto en el punto 6ptimo de cosecha y el 70% de coloracién purpura en la cascara,
pero disminuye el tamafio del fruto, por otro lado, las bajas altitudes la tasa de

crecimiento es minima y no llega a la etapa reproductiva 4.
4.7.2.4 Humedad Relativa

Un rango 6ptimo de humedad para el crecimiento y desarrollo de los cultivos de
Gulupa oscila entre el 70 y 80%. Se conoce que dias muy lluviosos, son capaces de

dafiar el fruto, perjudicando asi su calidad y produccion 4.
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4.7.3 Plagas y enfermedades

Las principales plagas y enfermedades que afectan los cultivos de Gulupa, se

relacionan en la Tabla 2.

Tabla 2. PRINCIPALES PLAGAS Y ENFERMEDADES QUE AFECTAN EL

CULTIVO DE GULUPA.

MICROORGANISM
O

SINTOMAS QUE PRODUCE EN LA PLANTA

Trips
Frankliniella sp.

Es una de las plagas mas limitantes de la Gulupa. Se
alimentan principalmente de estructuras florales y frutos. Se
ubican en el envés de las hojas y llegan a causar
deformaciones cuando éstas son jévenes. En los frutos
jovenes ocasionan dafios en la epidermis, y raspaduras que
facilitan la penetracion de algunos patdgenos, ademas de ser
vectores de virus. En los brotes jovenes y meristemos, se
observa encrespamiento de tejidos, deformacion y reduccion
en el tamafio de las plantas.

Chisa

Ancognata sp

Es un cucarrén (coledptero) muy comun en zonas frias de
Colombia, cuyas larvas y adultos se alimentan de las raices de
la Gulupa y de otras plantas.

Nematodos

Meloidogyne spp.,
Helicotylenchus
sp., Pratylenchus

sp.

Los nematodos producen dafios mecéanicos en las raices,
nodulaciones, pudriciones, disminucién de raices terciarias y
formacion de agallas. En el cultivo de Gulupa se observa
crecimiento lento del follaje, enanismo, marchitez, defoliacion y
pérdida general del vigor de las plantas.

Rofa o costra

Cladosporium
cladosporioides,
C. lycoperdinum

El hongo se dispersa mediante la lluvia, el viento vy
herramientas infectadas. En tejidos jovenes es frecuente
observar sintomas de brote. En flores se observan lesiones de
color café en sépalos y pétalos. Las lesiones viejas en los
frutos presentan una especie de crecimiento algodonoso
(micelio) gris verdoso

Marchitez vascular
o Fusariosis

Fusarium
oxysporum

Esta enfermedad es causada, porque el hongo infecta los
haces vasculares de la planta causando su taponamiento;
COmo consecuencia, inicialmente se presenta clorosis y luego
marchitez gradual, caida de las hojas, arrugamiento de los
frutos y, finalmente, la muerte de la planta.

Esta enfermedad es causada por la infeccion de la bacteria,
principalmente en hojas, tallos y frutos. La infeccion puede ser
localizada, causando lesiones pequefias de aspecto acuoso
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Mancha de aceite o | tanto en hojas jovenes como en frutos. En condiciones

bacteriosis ambientales favorables, las lesiones se desarrollan y se unen

para formar las manchas de aspecto aceitoso. En las hojas, las

Xanthomonas manchas estan rodeadas de halos cloroticos; en los frutos, son
axonopodis blandas dando lugar a pudriciones secundarias de color pardo

Tabla 2. Principales plagas y enfermedades que afectan los cultivos de Gulupa. Informacién tomada

de Manejo de problemas fitosanitarios del Cultivo de Gulupa 2°.

4.8 Género Fusarium

Fusarium es clasificado como un Deuteromicetes o también denominado “Hongo
imperfecto” debido a que se reproduce de forma asexual, es decir, por esporas,
denominadas conidios generados por micelios especializados. Ademas, también
produce clamidosporas que germinan en condiciones de humedad, escasez de
nutrientes para comenzar a formar el micelio. Estas esporas son resistentes a
diversas condiciones que se encuentran en el ambiente, por lo tanto, esta

resistencia facilita su reproduccién y propagacion a nivel mundial 2.
4.8.1 Ciclo de Vida de Fusarium spp

‘Los hongos del género Fusarium son de gran importancia e interés debido a su
amplia distribucién mundial, al ser estos microorganismos saprofitos, son capaces de
vivir durante amplios periodos de tiempo en el suelo, en las materas, en los estantes,
en la rizosfera de la planta, también se pueden diseminar durante el riego de plantas,
ademas tiene una optima temperatura de reproduccién es a 28°C o inclusive menor”
25, por lo tanto, es necesario implementar en los cultivos medidas de prevencion en
cada proceso que permitan minimizar el riesgo de propagacion como: realizar de
forma correcta la poda de la planta, evitando el exceso de humedad, hacer de forma
correcta el riego, entre otras. Por lo tanto, genera un impacto a nivel agricola y

principalmente a nivel econémico en las pasifloras de Colombia 25
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Figura 8: Ciclo de vida de Fusarium spp. Tomado de 25.

4.8.2 Fusariosis Vascular O “Secadera”

La Fusariosis vascular también conocida cominmente como secadera, es una
enfermedad en las plantas causada Fusarium spp. siendo una de las principales
enfermedades en los cultivos de las pasifloras, causando pérdidas econdmicas a los
productores de estas frutas. En la granadilla es una enfermedad que lleva bastante
tiempo y hasta el momento se han identificado distintas especies de este hongo,
pero el principal agente es un hongo amorfo de Fusarium solani denominado
Haematonectria haematococca, la cual puede sobrevivir mucho tiempo en el suelo y
en las sobras de las cosechas por lo que se dice que es muy dificil erradicarlo de un

suelo donde hubo una previa infeccién 2.

La via de entrada generalmente es por heridas en la raiz o en hojas que pueden ser
ocasionadas por insectos, por nematodos o por el hombre el momento de la poda o
al recoger la cosecha. Estos viajan hasta llegar a la zona vascular donde van a
infectar el Xilema. Esta enfermedad puede atacar en cualquier etapa de crecimiento
de la planta, cuando ataca en la etapa de semillero, estas plantulas van a presentar

un desarrollo deficiente, las hojas de tornaran amarillas y posterior a esto afecta la
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raiz ocasionando la muerte. Cuando la planta esta desarrollada se ve la clorosis en
las hojas y ese es el primer sintoma que presenta, la literatura manifiesta que los
sintomas se van a ver a partir de los 4 a los 6 meses de infeccidn, luego llega al tallo
y posteriormente a la raiz generando la muerte de la planta; en la base del tallo una
vez muere la planta se puede observar puntos rojos 0 naranjas los cuales son las

formas de reproduccién del hongo visibles en la planta infectada ?’.

La humedad es uno de los factores que mas influyen en el crecimiento de y la
infeccion de este hongo, ademas de los suelos pesados que tienden a encharcarse
0 no tienen un buen drenado. Otra fuente grande e importante de infeccion, es el
tipo de agua que se utiliza para el riego de los cultivos, cuando salen de zonas sin

un buen tratamiento de agua 2.

Ademas, posee enzimas que favorecen su patogenicidad, como la lignocelulosa y la
cutinasa que intervienen durante el proceso de infeccion y penetracién, degradando
la lignina, la celulosa y la cutina, que es la encargada de formar la cuticula de la

planta para brindarle proteccion, logrando asi su penetracién y posterior infeccion 2°,
4.9 Caracterizacion Molecular de Hongos
4.9.2 Reaccion En Cadena De La Polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica molecular la cual
consiste en un ensayo enzimatico que permite realizar la amplificaciéon de un
fragmento especifico de ADN. La PCR se puede realizar utilizando el ADN de origen
de una variedad de tejidos y organismos, incluidos sangre periférica, piel, cabello,
saliva y microorganismos. Solo se necesitan cantidades minimas de ADN para que
la PCR genere suficientes copias para analizarlas utilizando métodos de laboratorio
convencionales 3!. Para llevar a cabo la PCR, se requieren de ciertos componentes
gue son de vital importancia durante la reaccion, como lo son; los cebadores, los
nucleotidos (Adenina, timina,citosina y guanina), la ADN polimerasa y la plantilla de

ADN que se quiere amplificar.
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4.9.3 Espaciadores de transcripcion interna (ITS)

El ADN ribosomal de las células eucariotas, compuesto por dos subunidades: 40S y
60S, que esta codificado por tres genes (28S,18Sy5.8S) y a su vez estan
separados por las regiones de los espaciadores de transcripcion interna (ITS) 32
Estos por actuar como intrones no tienen ninguna funcion biologica, es decir, no van

a codificar para ningun aminoacido.

En los ultimos 15 afios, la identificacion molecular de los hongos se ha convertido en
un tema de interés en la investigacion debido a que ha permitido identificar y
analizar la diversidad ecolégica de las especies fungicas. El espaciador transcrito
interno (ITS) del ADN han sido util para llevar a cabo investigaciones durante la
identificacion de diversos hongos ambientales y han sido estandarizados
marcadores de codigo de barras del ADN fungico, que permite introducir la
secuenciacion obtenida en una base de datos y alli lograr identificar los

microorganismos fungicos 32.
4.9.2 Electroforesis

La electroforesis es la técnica utilizada para realizar la separacion de fragmentos de
ADN de diferentes tamafios moleculares desde 100 pbm hasta 25 kb. Durante la
gelificacion, los polimeros de agarosa se asocian de manera no covalente y forman
una red de haces cuyos tamafos de poros determinan las propiedades de tamizado
molecular de un gel. Para separar el ADN mediante electroforesis en gel de
agarosa, el ADN se carga en los pocillos prefabricados en el gel y se aplica una
corriente. El esqueleto de fosfato de la molécula de ADN (y ARN) estad cargado
negativamente, por lo tanto, cuando se coloca en un campo eléctrico, los
fragmentos de ADN migran al anodo cargado positivamente. Debido a que el ADN

tiene una relacién masa / carga uniforme 3,
4.10 Control Bioldgico

La constante implementacion de agroquimicos como medida correctiva frente a los
problemas fitosanitarios que se presentan en los cultivos, han tomado cada vez mas
importancia debido a su notable capacidad en la reduccion de plagas, evitando asi

gue se aumenten las pérdidas econdémicas en los cultivos. Sin embargo, la alta
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toxicidad que poseen estan generando problemas ambientales donde dichos
procedimientos son utilizados. Es por eso que el reemplazo de agroquimicos usados
frecuentemente por algo mas amigable con el medio ambiente como los
biocontroladores, pueden ser una buena alternativa al momento de intentar

minimizar estos problemas ambientales .34

Por ello, actualmente se desarrollan formulados de agentes de control biolégico, es
decir, organismos vivos que reducen la poblacion de insectos plaga y patdgenos
que afectan a los cultivos o depredacion. Existen hongos, bacterias y virus
antagonistas de los agentes que provocan plagas y enfermedades vegetales. La
razon principal por la cual muchos productos agricolas no son destruidos
completamente por las plagas y las enfermedades es la presencia natural de
agentes de control biologico: organismos capaces de antagonizar con las plagas o

patégenos, reduciendo sus efectos nocivos 4.

Asi como podemos encontrar diferentes tipos de enfermedades, con diferentes
caracteristicas y en distintos ecosistemas, también existen diferentes estrategias de
control. Estas por lo general, se diferencian por el tipo de enemigo natural a
emplear, esto se debe a como es liberado o manipulado o bien por el resultado

inmediato o a largo término del manejo de la plaga.

Se han estudiado algunos mecanismos que estan implicados en el control biolégico
y que, por ende, son usados por los microorganismos controladores, dentro de los

cuales estan:

Competencia: Existe competencia por nutrientes y competencia por espacio. El
primero ocurre cuando dos o0 mas microorganismos tienen un mismo requerimiento
nutritivo (Nitrégeno, azucares, almidon, celulosa, etc.) y uno de estos es usado por
un solo organismo lo que aumenta su velocidad de crecimiento. Por otro lado, la
competencia por espacio se debe cuando crece a mayor velocidad uno de los
microorganismos, ocupando el espacio disponible para los demas. En este
mecanismo influyen otros factores externos: tipo de suelo, pH, temperatura y

humedad 6°.
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Actividad litica: La producciéon de enzimas liticas por parte de los microorganismos
biocontroladores como: quitinasas, glucanasas y proteasas principalmente
favorecen la degradacion de paredes celulares de los microorganismos

fitopatdgenos 5.

Antibiosis: Es la accidn directa de metabolitos téxicos que son producidos por parte

de los microorganismos y los fitopatégenos resultan ser sensibles a estos ©°.

Parasitismo: El parasitismo se da entre dos microorganismos y ocurre cuando uno

de estos ataca y toma como alimento al patégeno ©°.
4.11 Antagonismo

El antagonismo es definido como la competencia que se da entre microorganismos
mediante la cual compiten por sus nutrientes, por oxigeno, espacio, asi mismo,

producen sustancias que alteran el pH del entorno .

Es importante comprender el mecanismo de accién de los antagonistas para un
mejor uso y para la seleccion de nuevos antagonistas efectivos. Hasta ahora, los
conocimientos sobre los mecanismos de accion involucran: la antibiosis, produccion
de enzimas liticas, parasitismo, competencia por los nutrientes y espacio e
induccion de resistencia. Cabe destacar que en general mas de un mecanismo

puede estar implicado en el efecto de biocontrol 6.

Por todo lo anterior, en la actualidad los microorganismos que tienen actividad
antagonista sobre otros, han sido de gran interés en investigaciones debido a que

se convierten en buenas alternativas para realizar el control de fitopatégenos 3°.
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5 DISENO METODOLOGICO

5.1 Universo

El universo de esta investigacion son hongos del género Fusarium spp. y
microorganismos con actividad antagonica y posibilidad de ser controladores

biologicos.
5.2 Poblacion

La poblacion son los hongos del género Fusarium spp y los microorganismos con
posible capacidad antagonica procedentes de cultivos de Gulupa y Maracuy4a, de
cuatro fincas del municipio de Pasca, Cundinamarca las cuales se encuentran

vinculadas a la Federacién Colombiana de Pasifloras.

5.3 Muestra

Hongos del género Fusarium spp y microorganismos nativos con posible actividad
antagobnica o de biocontrol, presente en muestras de suelo y material vegetal de
cuatro fincas del municipio de Pasca, Cundinamarca, Colombia, asociadas a la

Federacion Colombiana de Pasifloras.

A continuacion, se observa en la tabla 3 los criterios de inclusién y exclusion para la

toma de la muestra de suelo y material vegetal.

TABLA 3. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION PARA FINCAS,
MUESTRA DE SUELO Y MUESTRAS DE MATERIAL VEGETAL

OBJETO DE MUESTRA CRITERIO DE CRITERIO DE
INCLUSION EXCLUSION

Estar ubicada en el | No estar ubicada en el
municipio  de Pasca | Departamento de

Cundinamarca, Cundinamarca.
vinculadas a la
Federacion Colombiana

FINCAS de Pasifloras.

Tener cultivos de alguna | No tener cultivo de
especie de Pasiflora. Pasifloras.
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Tener cultivos mayores
de un afo.

Tener cultivos menores a
un afo.

Tener plantas y cultivos
con sintomatologia de
“‘Secadera”.

No tener sintomatologia
asociada a “secadera”.

SUELO

Cultivos previos con
sintomatologia asociada a
“secadera” o Fusariosis
Vascular.

Cultivos previos donde el
agricultor no manifieste
problemas de secadera.

Cultivos previos donde el
agricultor manifieste
problemas continuos de
secadera.

MATERIAL VEGETAL

Cultivos que presentan
clorosis y marchitez.

Cultivos que no presentan
clorosis y marchitez.

5.4 Tipo de estudio

Este estudio corresponde a una investigacion tipo cuantitativa, con disefio

descriptivo - experimental.

5.5 Hipotesis

e La secadera es una enfermedad que ataca a los cultivos de Gulupa y

Maracuya en cuatro fincas del municipio de Pasca, Cundinamarca y el hongo

que la produce es Fusarium sp. 0 un conjunto de hongos que hace mas dificil

su control.

e Algunos microorganismos presentes en el suelo de las plantas de Gulupa y

Maracuya en cuatro fincas del municipio de Pasca, Cundinamarca, pueden

tener accién antagonica y ser posibles controladores bioldgicos de Fusarium

sp.
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5.6 Variables

5.6.1 Variables Dependientes

La variable dependiente para este estudio son los hongos aislados e identificados

del género Fusarium sp causantes de “la Secadera” en Pasifloras de cultivos de

Gulupa y Maracuya en el Municipio de Pasca, Cundinamarca y los microorganismos

nativos que tienen efecto antagonico frente al hongo Fusarium sp, que seran

utilizadas como biocontroladores.

5.6.2 Variable Independiente

La variable independiente son las plantas de Gulupa y Maracuya de cuatro fincas

del municipio de Pasca, Cundinamarca.

5.7 Indicadores

TABLA 4. INDICADORES

Objetivo

Indicadores

Establecer el patdbgeno que esta
causando la secadera en los cultivos de
Pasifloras en fincas, ubicadas en el

municipio de Pasca-Cundinamarca.

Identificar ~ microorganismos  como
posibles  controladores  sobre el
patbgeno que estd causando la

secadera en los cultivos de Pasifloras.

Patdégeno o patégenos
identificados genotipicamente
gue causen la secadera en
Gulupa y Maracuya en las 4
fincas

Identificacion por biologia
molecular

Microorganismos que tengan
capacidad antagénica contra
Fusarium aislados de 4 fincas de

Pasca Cundinamarca.
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Verificar

controladora del patégeno por parte de

los microorganismos antagonistas.

a través de la actividad

5.7.8 Técnicas y procedimientos

5.8.1 Primera fase: Obtencién de los patégenos y posibles controladores

La obtencion de estos microorganismos se realizo de cultivos de Gulupa y Maracuya

en cuatro fincas del municipio de Pasca Cundinamarca en compafia de la

Federacion Colombiana de Pasifloras.

5.8.1.1 Toma de Muestras

Las muestras se tomaron de suelo y material vegetal (hojas) que tenian

sintomatologia compatible con “Secadera”, en cultivos de Gulupa y Maracuya en

cuatro fincas del municipio de Pasca Cundinamarca, de acuerdo con la informacion
de la Tabla 5.

TABLA 5. ORDEN DE TOMA DE LAS MUESTRAS Y DESCRIPCION DE LAS

FINCAS
Finca Descripcion No. Muestra No. Muestra
Suelo Material Vegetal
Ubicacidn: Pasca, Muestra 1, Suelo | Muestra 7, hojas
Cundinamarca con con clorosis y
Agricultor: Serafin Mejia desinfectante. marchitez.
1

Georreferenciacion: 4° 19 min

Punto 1.

43 seg norte 74° 20 min 12,28
seg oeste

Cultivo: Gulupa y Maracuya
Tiempo de cultivo: dos afios
No. de plantas: 2000

% plantas con secadera: 30%

Muestra 2 sin
tratamiento
previo.
Punto 2
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Ubicacion: Pasca,
Cundinamarca

Agricultor: Rosa Campos
Georreferenciacion: 4° 19 min
43 seg norte 50° 20 min 12,28
seg oeste

Cultivo: Gulupa

Tiempo de cultivo: dos afios
No. de plantas: 3000

% plantas con secadera: 20%

Muestra 3, sin
tratamiento

previo. Punto 1

Ubicacion: Pasca,
Cundinamarca

Agricultor: Guillermo Rojas
Georreferenciacion: 8° 19 min
43 seg norte 60° 20 min 14,28
Cultivo: Gulupa

Tiempo de cultivo: cinco afnos
No. de plantas: 1000

% plantas con secadera: 60%

Muestra 4, sin
tratamiento

previo. Punto 1

Muestra 8, hojas
con clorosis y

marchitez

Muestra 5, sin
tratamiento

previo. Punto 2

Muestra 9, hojas
con clorosis y

marchitez

Muestra 10, hojas
con clorosis y

marchitez

Ubicacion: Pasca,
Cundinamarca

Agricultor: Alvaro Solano
Georreferenciacion: 10° 19
min 33 seg norte 50° 20 min
18,28

Cultivo: Gulupa y Maracuya
Tiempo de cultivo: Un afio
No. de plantas: 2450

% plantas con secadera: 30%

Muestra 6, sin
tratamiento

previo. Punto 2
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Para la toma de las muestras de suelo, se escogieron dos puntos por finca
muestreada en los lugares donde se observaba la mayor sintomatologia de
Secadera, para su recoleccion se realiz6 un hoyo en forma de V de 20 cm con
ayuda de una pala (la cual utiliza cada uno de los agricultores en sus labores
diarias), utilizando el método combinado en Zig Zag. Se recogié 400 g de la
muestra, en bolsas con cierre ziploc debidamente marcado, identificando la finca y
el sitio donde se tomé (Cada una de las muestras se realizd, con cambio de guantes

para evitar contaminar los cultivos).

En el caso del material vegetal, se recolecté aquel material en el que se observé
marchitez y clorosis, de los cultivos de Gulupa y Maracuya de las cuatro fincas del
municipio de Pasca, Cundinamarca. Todos los procesos de recoleccion fueron
supervisados y acompafiados por el ingeniero agronomo, encargado de la zona por

la Federacion Colombiana de Pasifloras. Ver figura 4.

Figura 9. Recoleccion de muestras de material vegetal y suelo en fincas de Pasca, Cundinamarca.

Fotos tomas por las autoras
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Se muestrearon cuatro fincas con cultivos de Gulupa y Maracuya del municipio de
Pasca, Cundinamarca y se recolectaron seis (6) muestras de suelo y cuatro (4)

muestras de material vegetal.

5.8.1.2 Aislamiento Inicial

Para la primera siembra de las muestras de suelo, se realizaron diluciones seriadas

(De 101 a 10%), posteriormente se hizo la siembra de las diluciones de 10! a 104,
agregando 100 uL en Agar Sabouraud y Agar PDA, para favorecer el crecimiento de
los Hongos y Agar BHI para el crecimiento de bacterias que mas adelante se

utilizaron como posibles antagonistas.

Para la siembra del material vegetal, se sembré6 en los medios de cultivo

(Sabouraud, PDA y BHI) dos cortes de la hoja de un 1 cm de ancho por 1 cm de

i

largo.

Figura 10. Preparacioén de diluciones seriadas de las muestras de suelo y siembra de muestras con

material vegetal. Foto tomada por las autoras
5.8.1.3 Segundo Aislamiento

En esta fase, se buscé el aislamiento de colonias de interés en la investigacion,
compatibles con Fusarium, se realizé la siembra de las colonias que se confirmaron
como Fusarium sp, macroscépicamente en Agar Sabouraud y Agar PDA, en el
aislamiento inicial y microscopicamente con azul de lactofenol confirmando la
presencia de conidios e hifas compatibles con Fusarium sp.
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En el caso de las bacterias como posibles controladores biolégicos, se hizo una
siembra en Agar BHI de aquellos microorganismos que presentaron formas
cocoides y bacilares, tanto Gram negativas como Gram positivas por medio de la

tincién de Gram.

5.8.2 Segunda fase: Identificacion Microbioldgica de bacterias como posibles

controladores bioldgicos.

La identificacion de los biocontroladores se realizo, primero con tincion de Gram,

para hacer la identificacion microscopica de bacterias.

La identificacion del género se realiz6 por medio de pruebas bioquimicas en tubo,
las cuales se sembraron en fase de crecimiento. Posteriormente, se confirmaron con

pruebas rapidas de identificacién empleando el método sistema BBL Crystal.

[-u-liiﬂ*

!5‘

L ML I ]
/\\ \ LY

> .
Figura 11. Identificacion microbiolégica de biocontroladores por medio de pruebas bioquimicas en

tubo. Foto tomada por las autoras

5.8.3 Tercera fase: Identificacién Microbiol6gica y Molecular de Patégenos

5.8.3.1 Extraccion de ADN de Patdégenos Aislados

Inicialmente, se realizd la identificacion macroscopica y microscOpica de cada
hongo, con el fin de seleccionar aquellos que por sus caracteristicas fuesen
compatibles con Fusarium sp. Una vez identificados por microscopia, caracteristicas

macroscopicas y clave dicétoma, se procedio a la identificacion molecular.
La caracterizacion molecular se realiz6 en cuatro pasos:

1. Obtencion de biomasa del hongo.
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2. Extraccion de ADN, por dos métodos directamente de los hongos aislados.
3. Amplificacion de ADN por PCR.
4. Secuenciacion de material identificado (Corpogen).

1. La biomasa se realizd preparando caldo para dextrosa, en el cual se sembraron
los hongos que se aislaron de los medios de cultivo y se dej6é en crecimiento por 8
dias a 28° C.

2. El primer procedimiento de extraccion de DNA se hizo utilizando 350 ml tampdn
de extraccién: (Tris- HClI 89 mM a pH 8.0, &cido bérico 45 mM, EDTA 0.05 mM,
1,0% B-mercaptoetanol). Los tres primeros componentes del buffer se autoclavaron
a 121° C por 15 minutos y posteriormente se adicion6 el B-mercaptoetanol. Una vez
preparado el buffer, se procedié a agregar 500 uL del buffer de extraccién en un
tubo Eppendorf y se le adiciond micelio. El siguiente paso fue romper el micelio con
un taladro y puntas especiales para romper el micelio y para garantizar una buena

biomasa de material genético.

Este procedimiento se realizO hasta tener una mezcla homogénea del buffer y
micelio. Se agitd en vortex por 1 minuto, se llevd a incubacién a 75°C por 15 min, se
centrifugd a 16,000 rpm por 15 min y por altimo el sobrenadante se transfirid a un
tubo Eppendorf estéril, sin pasar sobrenadante y se almacendé a -20°C hasta

continuar con el siguiente paso.

El segundo método de extraccion se realizé con el Kit comercial “Wizard Genomic
DNA Purification Kit” de la casa comercial Promega. EI micelio de los hongos en
estudio se maceré6 en un mortero, al cual se le agreg6 nitrégeno liquido hasta
convertirlo en polvo. Una vez obtenido, se pesé y se llevaron 40 mg de esta muestra
a un tubo Eppendorf. Se agregaron 600 uL de Nuclei Lysis Solution y se agitd por 2
minutos; posteriormente, se incubd a 65°C por 15 minutos. Pasado el tiempo de
incubacion, se adicionaron 3ul de solucion de ARNasa al lisado celular y se mezclo
la muestra invirtiendo el tubo 2 a 5 veces e incubando la mezcla a 37°C, durante 15
minutos. Se dejo enfriar la muestra a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Luego se agregaron 200upl de solucién de precipitacion proteica y se agito
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vigorosamente a alta velocidad en vortex durante 20 segundos, se centrifugé

durante 3 minutos a 15,000 rpm.

Las proteinas precipitadas formaron un pellet, se retiré con cuidado el sobrenadante
gue contiene el ADN (dejando atras el sedimento de proteinas) y se transfirié a un
Eppendorf limpio el cual contenia 600 uL de isopropanol, se mezclé suavemente por
inversion hasta que las hebras de ADN similares a hilos formaron una masa visible.
Se volvié a centrifugar a 15,000 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente, se
decant6é con cuidado el sobrenadante y se agregaron 600ul de etanol al 70%, a
temperatura ambiente para lavar el ADN. Se aspir6 con cuidado el sobrenadante, se
invirtié el tubo sobre una toalla absorbente y se dejé secar el pellet 15 minutos a
temperatura ambiente. Por ultimo, se agregaron 100ul de solucién de rehidratacién
de ADN, se incub6 a 65°C durante 1 hora, agitando periédicamente en vortex y se

guardo entre 2°y 4 °C, hasta el siguiente procedimiento.

N

Figura 12. Extraccion de ADN “Wizard Genomic DNA Purification Kit” con nitrégeno liquido. Figura

7A maceracion del micelio. 7B Nitrégeno liquido Fotos tomas por las autoras
5.8.3.2 Amplificacién de ADN por PCR

Se utilizaron dos primers ITS (ITS1 e ITS4) especificos para la identificaciéon del
ADN micaético, de los cuales se utilizaron 0.2uL por muestra de cada uno, Taq
polimerasa 2X 2.50uL por muestra, agua 9.0 uL por muestra y de la muestra 0.5 uL.
Luego se llevé al termociclador, siguiendo las especificaciones que se presentan a
continuacion en la tabla 6.
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TABLA 6. ESPECIFICACIONES CICLOS Y TEMPERATURAS PARA PCR

CICLOS TEMPERATURA TIEMPO
1 ciclo 94°C 30 segundos
94°C 15 segundos
25 ciclos 55.5°C 30 segundos
68°C 45 segundos
1 ciclo 68°C 5 minutos
1 ciclo 10°C Periodo indefinido

Una vez finaliz6 el tiempo del termociclador, se procedié a realizar la electroforesis,

para la cual se utiliz6 TBE 0.5 X (EDTA, Tris HCI, Acido borico) y agarosa para

realizar el gel de corrido. Se agregd 100 ml de TBE 0.5 X y 1 gramo de agarosa, se

colocé en la plancha hasta que la mezcla se observara totalmente homogénea. Se

dej6 enfriar 5 minutos y se le agrego 10 uL de Gel Green como marcador de corrido,

se dispensé en la base previamente calibrada, hasta que solidifico. Se colocaron las

muestras en el gel, una vez estuviera en la camara con el buffer TBE 0.5X

cubriéndolo en su totalidad. Se colocaron los electrodos y se utilizé un voltaje 80v

por 45 minutos. Se visualizaron las bandas con la replicacion del ADN en estudio,

por medio de luz ultravioleta y el equipo “Molecular imager Gel Doc XR” de marca
BIO-RAD (Figura 7).

Figura 13. Electroforesis. Foto tomada por las autoras

52



5.8.3.3. Secuenciacion del material amplificado

El material que fue amplificado de cada una de las muestras, se envié en viales

Eppendorf a Corpogen donde realizaron la secuenciacion del ADN. Anexo 1.

5.8.4 Cuarta Fase: Pruebas In Vitro

5.8.4.1 Pruebas in vitro para Determinar Antagonismo

Se utilizé el antagonismo por enfrentamiento dual como método de observacion del
comportamiento de un patdgeno frente a dos posibles biocontroladores. Se utilizd
como control positivo a Fusarium oxysporum y como biocontrolador a Bacillus
subtilis (Cepa caracterizada como biocontrolador e identificada por técnicas
moleculares por el grupo CEPARIUM). Se utilizaron los hongos aislados de las
muestras obtenidas de suelo, como patdégenos y bacterias nativas aisladas de las
muestras de suelo y tejido vegetal de los cultivos de Gulupa y Maracuya de las
cuatro fincas del municipio de Pasca, Cundinamarca, que se utilizaran como
posibles controladores biolégicos. Este procedimiento se realizd por triplicado en
tres medios de cultivo (Agar Sabouraud, PDA y Agar BHI), para observar la
actividad antagonica en cada uno de los agares. Todos los medios se dejaron
incubando 8 dias a 28 °C, con el fin de favorecer el crecimiento de los hongos. Las

observaciones se hicieron a partir del quinto dia.

Figura 14. Enfrentamiento dual entre patogeno y dos biocontrolador. Control positivo. Foto tomada

por autoras
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6. RESULTADOS

6.1 Primera fase

Se obtuvo una gran variedad de microorganismos. Se seleccionaron los hongos que

tuvieran morfologia compatible con Fusarium spp. No se procesaron los hongos

diferentes a Fusarium. En el caso de los posibles controladores biolédgicos, se

escogieron aquellas colonias que macroscopicamente tuviesen caracteristicas

bacterianas. (Tabla 7).

TABLA 7. PRIMERA SIEMBRA DE MICROORGANISMOS ENCONTRADOS EN LAS
MUESTRAS DE SUELO Y MATERIAL VEGETAL

Medios de Descripcioén Medios de Descripcion
cultivo cultivo
Agar Agar
Sabouraud Sabouraud
Dilucién 10 Dilucién 10%
4 (Muestra 2)
(Muestral)
Figura 16
Figura 15 -Colonias blancas, planas,
No hubo crecimiento crem(?sas, puntiformes.
-Colonias plana, redonda,
color blanco en el centro y
amarillo en las orillas
-Colonia blanca, elevada y
de forma irregular
Agar
Sabouraud Agar PDA
Dilucién 10° Dilucion 10*
2 (Muestra 2)

(Muestra 1)

Figura 17
-Colonia algodonosa grande
- Colonias irregulares color
crema, plana

Figura 18
-Colonia blanca,
algodonosa,
elevadas, forma irregular
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-Colinas blan.cas irregulares
cremosas, elevada

-Colonias blancas, planas,
redondas.

Agar BHI Agar PDA
Diluciéon 10° Dilucion 102
3 (Muestra 2)
(Muestra 1)
Figura 19 Figura 20
-Colonias blanca, grande -Colonias blancas
irregular y plana algodonosa, elevadas,
-Colonias cremosas grandes e irregulares
medianas de color amarillo -Colonias color crema,
en el centro y blanco en las redondas, cremosas,
orillas pequefias y planas.
Agar PDA ~ Agar PDA
Dilucién 10° Figura 21 Dilucién 103
! -Colonia algodonosa grande (Muestra 2)
(Muestra 1) redonda de color blanco y
elevada Figura 22
-Colonia plana de color verde -Colonias blancas, planas,
oliva algodonosa redondas, cremosas.
-Colonias irregulares blancas -Colonia blanca,
algodonosas convexas algodonosa,
-Colonias planas irregulares pequefia.
color cremay blanco Colonia cremosas, planas,
color crema e irregulares
Agar
Agar PDA Sabouraud
Diluciéon 10 Dilucién 102
3 (Muestra 2)

(Muestra 1)

Figura 23
- Colonias planas, blancas,
en forma de rizoide

Figura 24
-Colonias planas, color
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-Colonia blanca, elevada,
redonda y algodonosa

crema y forma irregular
-Colonias blancas, planas
de forma irregular y
membranosa

Agar Agar
Sabouraud Sabouraud
Diluciéon 10° Dilucion 102
? 1 (Muestra 4) Figura 26
(Muestra 3) Figura 25 -Colonias color crema,
- Colonias blancas plan_as, crclamosas €
algodonosas elevadas i Co:gr?i%l; ?)rlgfl.cas
redondas algodonosas elevacias
-Colonias blancas planas -Colgnias amar}llas lanas
algodonosas irregulares ) ' P '
cremosas e irregulares.
Agar BHI Agar BHI
Diluciéon 10° Dilucién 102
2 (Muestra 4)
(Muestra 3)
Figura 27 Figura 28
- Colonias planas irregulares -Colonias, color crema,
_de color café planas, irregulares y
-Colonias planas irregulares cremosas.
de color amarillo -Colonias blancas,
-Colonias planas irregulares puntiformes, planas.
de color blanco.
Agar BHI Agar PDA
Dilucién 10° Dilucién 10*
8 : (Muestra 4)
(Muestra 3) Figura 29

- Colonias planas irregulares
de color café.
-Colonias planas irregulares
de color blanca cremosa

Figura 30
-Colonias blancas, elevadas
algodonosas e irregulares.
-Anverso: Colonia blanca,
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-Colonias planas irregulares
de color blanco algodonosas

algodonosa, elevada e
irregular. Reverso:
pigmentacion verdosa.
-Colonias amarillo-naranja,
pequefias, puntiformes y
planas.

Agar PDA Agar PDA
Dilucién 10 Dilucién 103
! (Muestra 5)
(Muestra 5)
Figura 31 Figura 32
-Colonias blancas,
elevadas, algodonosa.
-Colonias planas irregulares - Anverso: Colonia blanca,
de color blanco algodonosas algodonosa, elevada e
-Colonias blancas irregular. Reverso:
algodonosas elevadas pigmentacion verdosa.
redondas -Colonias amarillo-naranja,
pequefias, puntiformes y
planas.
Agar PDA Agar BHI
Dilucién 10 Dilucién 103
3 (Muestra 6)
(Muestra 6)
-Colzln%;sraé);icas _Figuras4
algodonosas elevadas Crecimiento de colonias
redondas color crema, planas,
cremosas e irregulares
Agar
Sabouraud Agar BHI
(Muestra 7) (Muestra 7)
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Figura 35
-Colonias algodonosas,
blancas, elevadas, de
forma irregular.
-Colonias color crema,
planas, cremosas e
irregulares. Reverso:
Pigmentacion amarilla.

Figura 36
Crecimiento de colonias
color crema, planas,
cremosas e irregulares.
Reverso: Pigmentacion
amarilla

(Muestra 9)

Figura 39
Crecimiento de colonias
blancas, lisas, planas y

cremosas.

Agar BHI Agar
(Muestra 8) Sabouraud
(Muestra 8)
Figura 37 )
Crecimiento de colonias Figura 38
blancas, opacas y de forma -Colonias algodonosas,
irregular. blanca_s, grandes, ele_vadas.
-Colonia blanca, puntiforme,
Cremosa y plana.
-Colonia blanca, opaca,
Plana e irregular.
Agar BHI Agar PDA
(Muestra 9)

Figura 40
-Colonias blancas, lisas,
planas y cremosas.
-Colonias blancas,
elevadas,

algodonosas e irregulares.
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Agar
Sabouraud
(Muestra
10)

Figura 41
Crecimiento de colonias
cremosas, lisas, planas con
pigmentacion amarilla en el
centro y blanca en los
bordes.

Agar BHI
(Muestra 10)

Figura 42
Crecimiento de colonias
blancas, opacas, planas e
Irregulares.

Tabla 7. Primera siembra de microorganismos encontrados en las muestras de suelo y material
vegetal. Fotos tomadas y agrupadas por las autoras

A continuacion, se presentan las observaciones microscépicas de las bacterias

(Figuras 38-58) y hongos miceliales aislados (Figuras 59- 72):

TABLA 8. IDENTIFICACION MORFOLOGICA POR MEDIO DE LA TINCION DE GRAM
DE LOS MICROORGANISMOS ENCONTRADOS EN LAS MUESTRAS EN ESTUDIO

Medios de Descripcioén Medios de Descripcion
cultivo cultivo
Agar BHI Agar BHI
Dilucién 10° Diluciéon 103
2 (Muestra 1)
(Muestral)

Figura 43
Bacilos Gram negativos
medianos

Figura 44
Bacilos Gram negativos
Grandes
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Agar
Sabouraud
Dilucién 10

2

(Muestra 1)

y
A

4

Figura 45
Bacilos Gram negativos
medianos

Agar PDA
Dilucién 103
(Muestra 1)

£
W

Figura 46

Bacilos Gram positivos
Grandes

4 N

Agar BHI Agar PDA
Dilucién 10 Dilucién 103
2 (Muestra 2)
(Muestra 2) |
Bacilo;: gﬁz;ri 4(7)sitivos Figura 48
rand ez Cocos y bacilos Gram
9 Negativos
Agar \ Agar BHI A »
Sabouraud Dilucién 102 A
Dilucion 10° (Muestra 4) k.
4
(Muestra 3) .

Figura 49

Bacilos Gram negativos
pequefios

Figura 50
Bacilos Gram positivos
Grandes
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s ¢ Agar BHI
Agar BHI R N - Dilucion 10
Dilucion 10° I I -3
3 St SE LR (Punto 1)
(Muestra 4) { ; A (Muestra 4)
) i M |
Figura 51 -
Bacilos Gram negativos Figura 52
medianos Cocos y bacilos Gram
negativos
r A | £ E ‘
Agar BHI Agar BHI ;
Dilucién 10° Dilucién 102 Cog o
! (Muestra 5) ' s
(Muestra 5) '
Figura 53 ' Figura 54 N
Bacilos Gram positivos Bacilos Gram~posmvos
Medianos Pequerios
r N . r ATCA |
Agar Sabouraud '
Sabouraud Dilucién 102
Dilucién 10 (Muestra 5)
4
(Muestra 5)

A 4
Figura 55

Bacilos Gram negativos
pequefnos

A y
Figura 56

Bacilos Gram negativos
Pequefios
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x 3 r ' ‘
Agar BHI : Agar BHI 53 : '
Dilucién 10° s Josia s Dilucién 103
2 : e ks (Muestra 6) 7
(Muestra 6) RN o
Ry R i o A 1 X\ )
Figura 57 . Figura 58 .
Bacilos Gram positivos Bacilos Gram positivos
medianos Medianos
Agar BHI Agar BHI
(Muestra 7) (Muestra 7) y
N s A
Figura 59 Figura 60
Cocos Gram positivos Bacilos Gram positivos
Pequefios
Agar BHI
Agar BHI (Muestra 9)
(Muestra 8)

Figura 61
Bacilos Gram positivos
grandes

Figura 62
Bacilos Gram negativos
pequefios
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Agar BHI
(Muestra
10)

Figura 63

4

Bacilos Gram negativos

pequenos

Tabla 8. Identificacion Morfolégica Por Medio De La Tincion De Gram De Los Microorganismos
Encontrados En Las Muestras En Estudio. Fotos tomas y agrupadas por las autoras.

TABLA 9. IDENTIFICACION MORFOLOGICA POR MEDIO DE LA TINCION DE AZUL DE
LACTOFENOL A LOS MICROORGANISMOS ENCONTRADOS EN LAS MUESTRAS EN

ESTUDIO
Medios de Descripcion Medios de Descripcion
cultivo cultivo
Agar PDA Agar PDA

Dilucién 10*
(Muestra 1)

Figura 64
Hifas hialinas, conidiéforo,
fiélides largas y conidios
compatibles con Aspergillus

Dilucion 10*
(Muestra 1)

Figura 65
Hifas hialinas septadas,
fidlides y microconidias
elipsoidales, ovaladas

spp. compatibles con Fusarium
spp.
Agar PDA p Agar
Dilucién 10 : Sabouraud
(Muestra 1) ~: Dilucion 103
(Muestra 2) . 4 ‘
Figura 66 Figura 67
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Microconidias elipsoidales,
ovaladas y en forma de
clava compatible con
Fusarium spp.

Hifas hialinas septadas,
microconidias

o

R

Agar PDA Agar PDA
Dilucién 103 Dilucién 10*
(Muestra 3) (Muestra 3)
Figura 68 Figura 69
Hifa hialina delgada, Hifas hialinas septadas,
abundantes microconidias microconidias ovaladas y
septadas, compatibles con elipsoidales. compatibles con
Fusarium spp. Fusarium spp
TN R
Agar Agar PDA L B
sabouraud Dilucion 10 L U
Dilucién 102 (Muestra 4) B S
(Muestra 3) *{@
Figura 71
, Hifas hialinas, conidioforo
Figura 70 ramificado, fidlides
Hifas hialinas delgadas con multiples, delgadas y largas,
microconidias ovaladas y conidios en cadena.
elipsoidales. Compatibles con
Paecilomyces spp.
r N
Agar PDA Agar
Dilucion 103 Sabouraud (
(Muestra 5) Dilucién 102
(Muestra 6) i |

Figura. 72
Abundantes microconidias
ovaladas

Figura 73
Hifas septadas y
microconidias compatibles

64




Agar PDA Agar PDA
Dilucién 10t Dilucién 103
(Muestra 6) (Muestra 6)
Figura 74 :
Microconidias compatibles . . F_|gura & .
con Fusarium spp Hifas hialinas y esporangio
redondo compatible con
Mucor spp
Agar BHI
(Muestra 8) Agar
Sabouraud
(Muestra 10)
&
Ift.”. ¥
— Figura 77
Figura 76 Hifas hialinas

Hifas hialinas septadas Paecilomyces spp.

Tabla 9. Identificacién morfolégica por medio de la tincién de azul de lactofenol a los
microorganismos posiblemente patégenos encontrados en las muestras en estudio. Fotos tomadas y
recopiladas por las autoras.

La identificacion microscopica de los hongos y la busqueda por claves dicétomas,
arrojé los siguientes hallazgos: Paecilomyces spp, Mucor spp, Aspergillus spp,
Fusarium spp y algunos que no pudieron ser identificados. No se encontraron

formas micdéticas levaduriformes.

En cuanto a bacterias, se encontraron Gram positivas como Gram negativas, de

forma bacilar y cocoide.

Todos los hongos que presentaron hifas hialinas septadas, con presencia de
macroconidias en forma de media luna o platanos; o presencia de microconidias

ovaladas septadas hialinas, fueron seleccionados para el estudio.

En cuanto, a las bacterias, se seleccionaron las bacterias que la literatura reporta

con mejor capacidad antagonica.
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Una segunda siembra de los hongos aislados arrojo como resultados, 12 hongos del
género Fusarium spp. y 12 bacterias, de las cuales, diez eran bacilos Gram

positivos, 1 Coco Gram positivo y 1 Bacilo Gram negativo.

Los cadigos asignados para cada microorganismo, se presentan en la tabla 10.

Tabla 10. AISLAMIENTO FINAL DE PATQGENOS Y POSIBLES
CONTROLADORES BIOLOGICOS

cODIGO PATOGENOS cODIGO BIOCONTROLADOR
ES
F1A Muestra 1, PDA 101 PBO1 Muestra 1, BHI 102
F1B Muestra 1, PDA 101 PB02 Muestra 1, BHI 103
F2A Muestra 1, PDA 101 PBO03 Muestra 1, PDA 1073
(P2)
F2B Muestra 3, PB04 Muestra 1, PDA 103
Sabouraud 10 (P1)
F3 Muestra 3, PBO5 Muestra 2, PDA 103
Sabouraud 102
F4 Muestra 3, PBO0O6 Muestra 2, BHI 102
Sabouraud 102
F5A Muestra 3, PBO7 Muestra 4, BHI 102
Sabouraud 102
F5B Muestra 1, PDA 101 PBOS Muestra 4, BHI 103
F6 Muestra 1, PDA 102 PB09 Muestra 8, BHI (P1)
F9 Muestra 1,PDA PB10 Muestra 8, BHI (P2)
F12 Muestra 3, PB11 Muestra 7, BHI

Sabouraud 1073

F13 Muestra 3, PB12 Muestra 5, BHI 10-2
Sabouraud 102

F14 Muestra 4, PDA 101 PB13 Muestra 6, BHI 10-2
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6.2 Segunda Fase: Identificacion de biocontroladores por microbiologia

convencional

Las 12 bacterias seleccionadas como posibles biocontroladores fueron sembradas

de nuevo en agar BHI para garantizar su aislamiento y purificacion y se verifico de

nuevo su morfologia por la tincién de Gram, asi:

TABLA 11.IDENTIFICACION MORFOLOGICA POR TINCION DE GRAM DE
BACTERIAS AISLADAS

PBO1

4

Pant

' KN '
Figura 78

Bacilos largos Gram positivos

PB 02

Figura 79
Bacilos largos Gram positivos

PBO3

r 3 ““‘*ﬁ% wg« ;
e

v
L

Figura 80
Bacilos largos Gram positivos

PB0O4

[ \

Figura 81
Bacilos pequeiios Gram positivos

PBO5

PBO6
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Figura 82

Bacilos medianos Gram positivos
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PBO7

Figura 84
Bacilos medianos Gram positivos

Figura 83
Bacilos largos Gram positivos
PBO08

Figura 85
Bacilos medianos Gram negativos

PB09

Figura 86
Bacilos largos Gram positivos
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Figura 87
Bacilos medianos Gram positivos
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PB11

Figura 88

Cocos Gram positivos

PB12

A 4

Figura 89
Bacilos pequefios Gram positivos

PB 13

4

Figura 90
Bacilos pequefios Gram positivos

Una vez aisladas las bacterias, se hizo la identificacion del género. Los resultados

gue se presentan en la tabla 12, muestran la identificacion arrojada por las pruebas

bioguimicas en tubo.

TABLA 12. PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA IDENTIFICACION BACTERIANA

PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13
Glucosa + + + + + + + + + + + + +
TSI AJA AIA AJA K/K AJA K/IA KIA KIA AIA AJA AJA
Maltosa + + + + + + + +
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Sacarosa + + + + + + + + + + + + +
Arabinos - - - - + + + +
a
Xilosa + + + + + + + + +
Manitol + + - + - + - - + - +
Urea - - + - - - - + + - +

Nitritos + + + + + + + + + + +

Simons - - - - - - - +

Citrato
Motilidad + + + + + - - + + + - + +
Gelatina + + + + + + + + + +

Bilis es. - - - - - - - - - - - +

De acuerdo con las claves dicétomas para identificacion de microorganismos del libro
“Systematic bacteriology, second edition de Bergey’s” se encontraron, bacterias Gram
positivas del género Bacillus, especies B. drentensis, B. decolorationis, B. assabhii, B.
joeotgali, B. licheniformis y B. subtilis. La bacteria PB11, fue un coco Gram positivo que
de acuerdo con estas claves se identifico del género Staphylococcus sp. La bacteria
PBO08, un bacilo Gram negativo, se identific6 como Pseudomonas sp.

Los resultados de las pruebas rapidas BBL Crystal, se observan en la tabla 13.

TABLA 13. IDENTIFICACION DE BACTERIAS POR PRUEBAS RAPIDAS BBL
CRYSTAL
BACTERIA RESULTADO
PBO1 No se logré identificar con este método
PB02 Bacillus assahii
PB03 Bacillus licheniformis
PB04 Bacillus subtilis
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PBO5 Bacillus subtilis

PBO06 Bacillus joeotgali

PBO7 Bacillus licheniformis

PBO08 Pseudomonas fluorescens

PB09 No se logré identificar con este método
PB10 Bacillus licheniformis

PB11 Staphylococcus warneri

PB12 Paenibacillus alvei

PB13 No se logré identificar con este método

6.3 IDENTIFICACION MOLECULAR DEL PATOGENO

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en la electroforesis de los

hongos, en donde se observan las bandas entre 500 a 1000 pb. Figura 86.
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Figura 91. Imagen de “Molecular imager Gel Doc XR” de marca BIO-RAD, al finalizar la
electroforesis. El primer pozo tiene el peso molecular de 1000 pb, el pozo 2 y 3 control negativo, del
pozo 3 en adelante se encuentran las muestras en la tabla 6. Foto tomada por las autoras

6.4 SECUENCIACION

Al obtener los productos de amplificacién de PCR de las muestras, fueron enviadas

a Corpogen. Posteriormente, se utilizd el programa Chromas para modificar las
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secuencias de ruido. Ademas, la base de datos NCBI BLAST, para realizar la

comparacion e identificar los microorganismos. Tabla 14.

TABLA 14 RESULTADOS DE LA COMPARACION REALIZADA CON LA BASE
DE DATOS BLAST DE LOS 13 PATOGENOS AISLADOS

No HONGO HONGO CONFIRMADO LONGITUD MAX COBERTURA IDENTIDAD ACCESO AL
PRESUNTIVO BLAST SCORE GEN BANK
F1A No se identificé
1
2 F1B No se identifico
3 F2A Fusarium solani 300 377 91% 89.97% MH855637.1
4 F2B Fusarium solani 300 381 91% 89.97% HQ379685.1
5 F3 No se identificé
6 F4 No se identificé
7 F5A Fusarium oxysporum 980 885 50% 98.80% MFE688883.1
8 F5B Fusarium oxysporum 326 363 89% 93.5% MH578603.1
9 Fé Phoma sp 400 473 99% 88.53% KT581922.1
10 F9 Epicoccum cf. nigrum 400 595 100% 100% MH782554.1
11 F12 Fusarium oxysporum 600 931 32% 99.4% KY587331.1

f. sp. lycopersici

12 F13 Fusarium oxysporum 500 894 100% 98.9% KY786127.1

Se logré identificar con género y especie los 8 patdgenos aislados de las cuatro
fincas de Pasca, Cundinamarca, en los cuales se encontr6 en 4 muestras la
presencia de Fusarium oxysporum, dos como Fusarium solani, un Epicoccum

nigrum y un Phoma sp

6.5 ANTAGONISMO In vitro

Las pruebas in vitro realizadas con los microorganismos seleccionados e identificados por

microbiologia convencional, dieron los siguientes resultados:
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TABLA 15. PRUEBAS DE ANTAGONISMO

Figura 92. Antagonismo 1 en
medio PDA. Patégeno:F2B
biocontroladores PB0O1 y
PBO02.

Figura 93. Antagonismo 1 en
medio Sabouraud, Patégeno
F2B y biocontroladores PB0O1
y PB02.

Figura 94. Antagonismo 1 en
medio BHI, Patégeno F2B
biocontroladores PBO1 PBO02.

Figura 95. Antagonismo 2 en
medio PDA, patégeno la
F1A biocontroladores PB0O3 y
PBO4.

,4

Figura 96. Antagonismo 2 en
medio Sabouraud, patégeno
F1A, biocontroladores PB03
PBO4.

Figura 97. Antagonismo 2 en
medio BHI, patégeno F1A,
biocontroladores PB03 PB04.

Figura 98. Antagonismo 3 en
medio PDA, patégeno F14,
biocontroladores PBO05
PBO6.

Figura 99. Antagonismo 3 en
medio Sabouraud, patégeno

F14,biocontroladores  PB05

PBOG6.

Figura 100. Antagonismo 3
en medio BHI, patégeno la
F14, biocontroladores PB05
PBO6.
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Figura 101. Antagonismo 4
en medio PDA, patogeno F3
biocontroladores PBO7
PBO08.

Figura 102. Antagonismo 4
en medio Sabouraud,
patégeno F3 biocontroladores
PBO7 PBOS.

Figura 103. Antagonismo 4
en medio BHI, Patégeno F3
biocontroladores  PB0O7 vy
PBO08.

Figura 104. Antagonismo 5
en medio PDA, patégeno F4
biocontroladores PB09
PB10.

Figura 105. Antagonismo 5
en medio Sabouraud,
patégeno F4 biocontroladores
PB09 PB10.

Figura 106. Antagonismo 5
en medio BHI, patégeno F4
biocontroladores PB09 PB10.

Figura 107. Antagonismo 6
en medio PDA, patégeno
F5A, biocontroladores PB11
PB12.

Figura 108. Antagonismo 6
en medio Sabouraud,
patégeno F5A,
biocontroladores PB11 PB12.

Figura 109. Antagonismo 6
en medio BHI, Patdgeno F5A,
biocontroladores PB11 PB12.
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Figura 110. Antagonismo 7
en medio PDA, patégeno
F1B, biocontroladores PB13
PBO6.

Figura 111. Antagonismo 7

en medio Sabouraud,
patégeno F1B,
biocontroladores PB13 vy
PBO6.

Figura 112. Antagonismo 7
en medio BHI, patégeno F1B,
biocontroladores PB13 PBO6.

Figura 113. Antagonismo 8
en medio PDA, patdgeno
F2A biocontroladores PB02
PBO09.

Figura 114. Antagonismo 8
en medio Sabouraud,
patégeno F2A
biocontroladores PB02 PBO09.

Figura 115. Antagonismo 8
en medio BHI, patégeno F2A
biocontroladores PB02 PB09.

Figura 116. Antagonismo 9
en medio PDA, Patégeno
F5B biocontroladores PBO1 y
PB12.

Figura 117. Antagonismo 9
en medio Sabouraud,
patégeno F5B
biocontroladores PB01 PB12.

Figura 118. Antagonismo 9
en medio BHI, patdogeno F5B
biocontroladores PBO1 PB12.
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Figura 119. Antagonismo 10
en medio PDA, Patégeno F9,
y como biocontroladores la
muestra PB05 y PB08

Figura 120. Antagonismo 10
en medio Sabouraud,
patdbgeno la muestra  F9,
biocontroladores PBO5 PB08

Figura 121. Antagonismo 10
en medio BHI, Patégeno F9,
biocontroladores PBO5 PB08

Figura 122. Antagonismo 11
en medio PDA, Patégeno
F12 Biocontroladores PBO7
PB10

AN

Figura 123. Antagonismo 11

en medio Sabouraud,
Patégeno F12
Biocontroladores PBO7
PB10.

Figura 124. Antagonismo 11
en medio BHI, patégeno F12
biocontroladores PBO7 PB10.
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Figura 125. Antagonismo 12
en medio PDA, Patégeno

F13,biocontroladores PB11
PB09.

Figura 126. Antagonismo 12
en medio BHI, patégeno F13,
biocontroladores PB11 PB09.

Figura 127. Antagonismo 12
en medio BHI, patégeno F13,
biocontroladores PB11 PB09.

En la siguiente tabla se presenta el crecimiento en cm del hongo frente a cada

bacteria posible biocontroladora: Ver tabla 13.
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TABLA 13. DIAMETRO DE CRECIMIENTO DE LOS PATOGENOS FRENTE A

CADA BIOCONTROLADOR

Antagonismo | Medio de | Didmetro crecimiento Posibles
cultivo de los Patogenos Biocontroladores
Control Fusarium oxysporum: Bacillus subtilis
positivo PDA 3.0cm Bacillus subtilis
3.0cm
Sabouraud | Fusarium oxysporum: Bacillus subtilis
3.0cm Bacillus subtilis
3.0cm
BHI Fusarium oxysporum: Bacillus subtilis
1.0cm Bacillus subtilis
1.0cm
PDA FB2: 4.0cm PBO1
4.0cm PB02
Sabouraud FB2: 40cm PBO1
4.0cm PB02
1.
BHI FB2: 1.0cm PBO1
2.0cm PB02
PDA F1A: 4.0cm PBO03
3.0cm PB0O4
Sabouraud F1A: 4.0cm PBO03
2 4.0 cm PB0O4
BHI F1IA  15cm PBO03
Ocm PB0O4
PDA F14. 4.0 cm PB0O5
4.0cm PB0O6
3 Sabouraud F14: 3.0cm PBO05
4.0cm PB0O6
BHI F14:. Ocm PBO05
Ocm PBO06
PDA F3: 3.0cm PBO7
4.0cm PBO08
Sabouraud F3: 3.0cm PBO7
4 3.0cm PB08
BHI F3: Ocm PBO7
Ocm PB08
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PDA Fa4.: 3.2cm PB09

2.8cm PB10

Sabouraud F4: 3.0cm PB09

5 4.0cm PB10
BHI F4: Ocm PBO09

0cm PB10

PDA F5A: 3.0cm PB11

2.0cm PB12

6 Sabouraud F5A: 3.0cm PB11
1.5cm PB12

BHI F5A: 1.4 cm PB11

0.9cm PB12

PDA F1B: 4.0cm PB06

4.0cm PB13

Sabouraud F1B: 2.8cm PB06

7 3.5cm PB13
BHI F1B: 1.3cm PB06

0.9cm PB13

PDA F2A: 4.0cm PB02

4.0cm PBO09.

Sabouraud F2A: 4.0cm PB02

8 2.8cm PBO09.
BHI F2A: 2.2cm PBO02

1.8cm PBO09.

PDA F5B: 4.0cm PB04

4.0cm PB12

Sabouraud F5B: 4.0cm PB0O4

o] 4.0cm PB12
BHI F5B: Oocm PB04

Oocm PB12

PDA Fo: 4.0cm PB0O5

4.0cm PB08

10 Sabouraud Fo: 4.0cm PB05
4.0cm PB08

BHI Fo: Ocm PBO05

Oocm PB08
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Diametro de crecimeinto (cm)

PDA F12: 4.0cm PBO7
3.7cm PB10
Sabouraud F12: 3.9cm PBO7
11 3.8cm PB10
BHI F12: Ocm PBO7
0cm PB10
PDA F13: 3.5cm PB09
4.0 cm PB11
12 Sabouraud F13: 4.0cm PB09
4.0 cm PB11
BHI F13: 3.5cm PB09
2.6 cm PB11
AGAR PDA

B. subtilis

B. subtilis |
PB1
PB2
PE3
PB4
PBS
PES
PB7

F.oxysporum FB2 F1A

Control 1 2 3
+

PBS
P9
PELO

Antagonismo

Figura 128. Antagonismo realizado en agar PDA, enfrentando los patégenos contra las bacterias
biocontroladoras. Figura elaborada por las autoras

Como se puede observar, en los antagonismos realizados en el agar PDA la

bacteria que demostré6 mejor antagonismo fue la PB12 frente al patbgeno F5A del

cual se obtuvo un crecimiento de 2.0 cm.
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AGAR SABOURAUD
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F. oxysporumFB2 F1A F14 F3 Fa F5A F1B F2A F5B F9 F12 F13
Control 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

+

Antagonismo

Figura 129. Antagonismo realizado en agar Sabouraud, enfrentando los patdgenos contra las
bacterias biocontroladoras. Figura elaborada por las autoras

En el Agar Sabouraud, se evidencio poca actividad antagonica con la mayoria de las
bacterias, porque el didmetro de crecimiento obtenido por parte de los patégenos
fue alto. Sin embargo, se observé que en el antagonismo 6, en el que se utilizé el
patégeno F5A y el biocontrolador PB12 fue donde se present6 el menor diametro de

crecimiento con 1.5 cm.

AGAR BHI

w

= N ¢
N w

o X

o2

PB10
PB11

Diametro de Crecimiento (cm)
TR
B. subtilis [
B. subtilis -
PB1 _

F.oxysporum FB2 F1A F14 F3 Fa F5A F1B F2A F5B F9 F12 F13
Control + 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Antagonismo

Figura 125. Antagonismo realizado en agar BHI, enfrentando los patégenos, contra las bacterias
biocontroladoras. Figura elaborada por las autoras.
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A diferencia de los dos medios anteriores, en el BHI se evidencié gran actividad
antagonica, debido a que es el medio mas adecuado para el crecimiento bacteriano.
En los antagonismos 3, 4, 5, 9, 10, 11 ninguno de los patégenos crecio frente a las
dos bacterias que se realiz6 en cada uno, al igual que con el patégeno F1A con la
bacteria PB4. En los siguientes antagonismos se obtuvo crecimiento de los
patdgenos, pero este fue menor a 1 cm; el patdbgeno FB2 y bacteria PB1, el

patdgeno F5A con la bacteria PB12 y el patégeno F1B con la bacteria PB06.

Las bacterias que presentaron el mejor comportamiento in vitro en todos los medios
y que serian las que se probarian a futuro con los hongos fitopatégenos en pruebas

controladas en campo son: PB12, PB0O7 y PB04.
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7. DISCUSION

La Fusariosis vascular, es una enfermedad que manifiesta un marchitamiento o
secado de la planta, ya que afecta la base de las raices y los tallos, como lo
describe Gomez Lopez en 2015, donde se identificaron 4 especies del género
Fusarium como causantes de esta enfermedad, generando pérdidas del 20% en la

produccion de Maracuya del departamento del Valle del Cauca, Colombia 7.

El muestreo del presente estudio se realizé en cuatro fincas del Municipio de Pasca,
Cundinamarca, asociadas a la Federacion Colombiana de Pasifloras, las cuales
contaban con cultivos de Gulupa (Passiflora edulis Sims) y Maracuya (Passiflora
edulis), dichos cultivos manifestaban problemas de marchitez y clorosis en su tejido
vegetal, por tal razon, se decidié tomar las muestras de suelo y material vegetal
aleatoriamente. El muestreo se realiz6 en época de lluvia ya que esta documentado
gue este clima favorece el crecimiento del hongo causante de la secadera. Como lo
evidencia Hoyos y Ortiz en 2012, la sintomatologia puede comenzar desde etapas
tempranas en la plantula con signos claros de retraso en el crecimiento y clorosis leve
en algunas hojas, es uniforme y se va extendiendo en toda la hoja. La siguiente etapa
se enfoca en el marchitamiento de las ramas y una coloracion rojiza en los haces
vasculares; en estados avanzados se puede observar una clorosis generalizada,
enrojecimiento en tallo, decoloracion de la raiz y finalmente la necrosis de las raices.
En ciertos casos, se puede observar como surge el micelio del tallo de la planta®. Las
muestras que se tomaron en Pasca, Cundinamarca, presentaban los sintomas
descritos por Hoyos y Ortiz y por lo tanto se garantiza que los microorganismos
encontrados son los que estan causando los problemas fitosanitarios en los cuatro

cultivos muestreados.

De las muestras obtenidas, se lograron aislar 12 hongos del género Fusarium sp,
Unicamente de las muestras de suelo. Contaban con caracteristicas macroscopicas y
microscopicas compatibles con este género, como lo menciona Garcés de Granada y
sus colaboradores en el afio 2001, el género Fusarium, esta descrito como un
patégeno cosmopolita, saprofito del suelo, habitante natural del mismo y de material
en descomposicion que a nivel nacional es capaz de causar marchitez vascular en

diferentes plantas, entre ellas las Pasifloras®®.

82



En cuanto a su morfologia microscopica, Arbelaez Torres en el 2003, describe a
Fusarium sp, como un hongo de crecimiento rapido, con tres tipos de esporas para su
diseminacion, las microconidias se describen como esporas unicelulares que pueden
variar de tamafio y forma, entre elipsoidales a cilindricas sin septos y hialinas; las
macroconidias son largas, fusiformes, moderadamente curvas, cuentan con septos
gue varian de 3-5 y son hialinas. Por ultimo, las clamidosporas, las cuales se forman
por condensacion de las macroconidias o células de las hifas, poseen paredes
gruesas hialinas, esto con el fin de hacerlo resistente a condiciones ambientales poco
favorables, favoreciendo su supervivencia®®. En el presente trabajo se encontraron
conidios con las mismas caracteristicas y, por lo tanto, su presencia permanente en
suelos, se convierte en un problema constante para que se presente la enfermedad

en los cultivos muestreados.

Tapia y Amaro en 2014, hacen una descripcidbn macroscopica de Fusarium, como un
hongo capaz de crecer en temperaturas que oscilan entre los 28°C a los 37°C, por lo
gue se denomina oportunista, los medios de cultivo que favorecen la visualizacién de
los diferentes pigmentos que produce este género (café, blanco, rojo, gris, violeta,
entre otros) y el diametro de las colonias son el Agar Papa Dextrosa (PDA) y el Agar
Sabouraud. Por lo anterior, el aislamiento y las pruebas in vitro, que se realizaron en
este estudio se llevaron a cabo en estos dos medios para favorecer el crecimiento y

visualizacion de los diferentes pigmentos encontrados en los doce patégenos aislados
41

Ademas, a estos hongos aislados se les realizo identificacion por medio de pruebas
moleculares en las cuales se utilizaron primers ITS1 e ITS4, de acuerdo con lo
realizado por Woo en 2010, donde describe que estos primers tienen una longitud y
secuencia relativamente conservada entre los hongos, pero se diferencian entre

especies de hongos?*’.

Por medio de las pruebas moleculares, se lograron identificar 8 hongos de los 12
aislados, cuatro fueron Fusarium oxysporum, dos Fusarium solani. Cubillos y
colaboradores en 2011, probaron la patogenicidad de Fusarium solani en cinco
plantulas sanas, mostrando sintomatologia 14 dias después de la inoculacién®. Este

estudio se completa con la descripcion que hace Bueno y sus colaboradores en el afio
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2013, donde aislaron hongos del género Fusarium sp y probaron su patogenicidad en
plantulas de maracuya, tomate, calabacin, soja, frijol y pepino y se observo que las
plantulas mas afectadas fueron las de maracuyd, tomate y calabacin. Sin embargo,
tuvo mayor afectacion en maracuya. Adicionalmente, identificaron genotipicamente a
los microorganismos y los identificaron como Fusarium solani*®. Por lo anterior, se
puede afirmar que Fusarium solani es uno de los hongos de este género que mas se
aislan en muestras obtenidas de plantas con clorosis, marchitamiento y necrosis

foliar, hongo que fue caracterizado en el presente trabajo de investigacion.

Fusarium oxysporum se describe como uno de los hongos de gran incidencia en
pasifloras de la region bananera del Magdalena, llegando a causar hasta el 60% de
las pérdidas de los cultivos de maracuya en la zona®°. Para el 2016, Ortiz y Hoyos,
describen dos métodos para la infeccion de F. oxysporum a plantulas de maracuya,
con el fin de evaluar la incidencia y severidad de los hongos en estas planas. Los
investigadores encontraron sintomatologia entre los 14 y 19 dias de inoculacion, y
confirmaron la presencia de cuatro cepas altamente virulentas y presentaban
sintomatologia de necrosis descendente, marchitamiento y clorosis.51 Estos sintomas
coinciden con los sintomas encontrados en los cultivos muestreados, por lo tanto,
puede afirmarse que Fusarium oxysporum posiblemente se esta combinando con

Fusarium solani para enfermar los cultivos de Pasca, Cundinamarca.

De igual forma, se identificaron dos hongos de distintos géneros, Phoma sp y
Epicoccum nigrum. Sobre Phoma sp, se puede describir su presencia en estos
cultivos, como una enfermedad nueva en Gulupa. Como lo describe Sanabria en
2010, quien, por medio de aislamiento, identificacion molecular y pruebas de
patogenicidad, describi6 a Phoma sp como un patdgeno causante de necrosis de
tejidos (tallo, hojas y ramas)52, aunque no en cultivo de Pasifloras Entonces, se
puede inferir que habria una coinfeccién, en particular en los cultivos de la finca

cuatro, pues fue en el inico que se encontr6 este hongo.

Si bien el clima, la temperatura y las condiciones de humedad representan un factor
relevante en la aparicion de estos hongos, aunque no se realiz6 un estudio fisico
guimico del suelo, se puede inferir que este suelo tiene problemas de fertilizacién y

posiblemente una pobreza microbiana generalmente por la acidificacion que sufren
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por el desgaste y disminucidbn de materia organica esto, debido al uso de
agroquimicos que llegan a disminuir los microorganismos del suelo, Chaves y
colaboradores en 2013, muestran el efecto que agroquimicos como Bisiribac,
Malation, Glifosato y Azoxystrobin tienen frente al crecimiento de microorganismo;
evidenciaron que las bacterias Gram positivas y aquellas solubilizadoras de fosfato y
fijadoras de nitrogeno se ven afectadas por estos agroquimicos en especial por el
herbicida Bispiribac, por el lado de los hongos afectan el crecimiento de Trichoderma,
Penicillium 'y Fusarium, pero algunos de ellos como el Malation aumentan el

crecimiento de este Ultimo59

Con relacion al aislamiento de microorganismos con posible capacidad
biocontroladora, se encontraron 13 bacterias con las cuales se hicieron pruebas de
antagonismo in vitro frente a los patégenos aislados. Uno de los microorganismos
encontrados fue un coco Gram positivo del género Staphylococcus, una
Pseudomonas spp y 11 bacterias que se identificaron del género Bacillus, por medios
de pruebas bioquimicas. Koneman 2001, describe a este género como
microorganismos  bacilares Gram  positivos formadores de endosporas,
guimioheterotrofos que normalmente son maviles y rodeados de flagelos periticos. Se
puede encontrar en suelos y agua, donde intervienen en el ciclo del carbono y el
nitrogeno*2. Adicionalmente, Anderson y colaboradores 2003 manifiestan que la
diferenciacion entre especies se enfoca en la fermentacion de lactosa, manitol,
hidrélisis de la urea, y descarboxilacion de la lisina #* Los resultados obtenidos en las
pruebas en tubo y el sistema rapido de identificacion, fueron los que permitieron

identificar fenotipicamente a las bacterias Gram positivas dentro del género Bacillus.

En esta evaluacién se tomaron tres medios de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA),
Agar Sabouraud y Agar BHI, con el fin de favorecer a unos y otros y observar si se
presentaban diferencias en esta evaluacién. Por otro lado, en el agar BHI, se
obtuvieron 12 de los 13 biocontroladores con un diametro de crecimiento fungico,
menor o igual a 1 cm, mostrando una actividad antagdnica alta en la mayoria de
microorganismos. Al respecto, el medio de cultivo BHI, como lo describe BD 2013, es
un medio de cultivo rico en nutrientes por la infusion de cerebro y corazén por lo que
es fuente hidrolitica de peptonas, que aportan fuentes de Nitrogeno, Carbono,

Sulfuros, vitaminas, oligoelementos y Glucosa como azucar fermentable; ademas, de
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la presencia de fosfatos que tamponan el medio, por lo que es rico en nutrientes y es
especial para el aislamiento de bacterias y levaduras*®. Por tal razén, es de mayor
importancia aquellos biocontroladores que tuvieron una alta actividad antagdnica
frente a los patdgenos en los medios donde las condiciones favorecen el crecimiento

del patdgeno, como las descritas anteriormente.

El control positivo fue Fusarium oxysporum como patégeno frente a Bacillus subtilis
TB2, quien ha sido probado por el grupo Ceparium como biocontrolador y a quien se
le ha demostrado presencia de iturina A, que tiene capacidad antifingica, como lo
afirmo Ariza y Sanchez en 201253. Adicionalmente, Obera y colaboradores en 2014
describen que Bacillus subtilis, cuenta con una produccion extracelular de antibioticos,
toxinas, enzimas hidrolasas, proteasas, quitinasas y lipopéptidos antimicrobianos, los
cuales tienen gran capacidad antifungica, ademas, le confiere a la planta resistencia
para ataques de hongos fitopatégenos como lo son hongos del género Fusarium 44,
Alvarez y Sanchez en 2016 grupo Ceparium, evalud el crecimiento de distintas cepas
de Bacillus sp en distintas concentraciones de sal para posteriormente enfrentar a
hongos fitopatégenos del género Fusarium, donde encontraron que las cuatro cepas
fueron Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus y Bacillus cereus. Las
anteriores bacterias mostraron una alta actividad antagoénica frente a los patégenos®*.
Lo anterior, hace de B. subtilis de las mejores bacterias para el control del patdgeno

causante de la secadera.

De acuerdo con las investigaciones previas obtenidas por el grupo Ceparium y la
revision de literatura presentada, en este trabajo también se encontraron cuatro
biocontroladores que presentaron antagonismos altos PB07, PB09, PB11, PB12. Tres
de las bacterias son del género Bacillus spp, como lo describe, Salas Torres 2015, se
observa que las bacterias aisladas de suelos de cultivos sanos del género Bacillus sp,
tuvo un antagonismo del 56.8% y una actividad antifangica del 1,02 cm frente a
Fusarium oxysporum, en cultivos de Banano en la regién costa de Ecuador#!. Por otro
lado, Cazorla y colaboradores 2007, realizaron pruebas de antagonismo in vitro, en
plantas de aguacate, donde obtuvieron 30 % de antagonismo con bacterias del
género Bacillus sp, frente a diferentes hongos fitopatégenos entre ellos Fusarium sp*.
De igual manera, Tejera y colaboradores en 2011, resaltan los mecanismos por los

cuales las bacterias del género Bacillus, estan dentro de las mas adecuadas para el
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control de fitopatébgenos como Fusarium sp; en el estudio, muestran que estabas
bacterias cuentas con diversos mecanismo para el control de fitopatégenos. Entre
ellos se encuentran la produccion de antibioticos como la Fegcina y Zwitermicina, las
cuales actian sumiendo el crecimiento del hongo, adicionalmente, aumenta la
produccion de toxinas con accion insecticida. Por otro lado, la produccién de
sideréforos, hace de Bacillus sp, un mejor captador de Hierro, ya que se excreta el
sideroéforo, este capta el hierro haciendo un complejo, se une a la célula por medio de
receptores de membrana, una vez este intracelular se puede dar la reduccién del
hierro o la hidrélisis del siderdforo, de esta manera captar con mayor facilidad el hierro
del medio ambiente, haciéndolo mas competitivo por los nutrientes. Adicionalmente,
estas bacterias son fijadoras de nitrdgeno y solubilizadoras de fosfato, o que conlleva
a un amento el crecimiento de las plantas. 64 De igual manera, Villarreal y
colaboradores 2018, afirmar que Bacillus sp tiene diversos métodos para lograr un
control biologico efectivo, entre ellos se encuentra la produccion de lipopéptidos, los
cuales actian como antibioticos y se dividen en tres familias, las uterinas fungicidas y
surfactinas, estas, actian frente a la membrana citoplasmaticas de células fungicas
formando poros, desbalance osmoético, alteracion en la homeostasis del calcio,
metabolismo energético y procesamiento del RNA. Ademas de este mecanismo,
mencionan que este género es capaz de desarrollar enzimas liticas, este método es
utilizado en hongos fitopatégenos ya que estas enzimas van a degradar la pared
celular de estos agentes patégenos, rompen los enlaces glucosidicos provocando su
lisis y muerte celular. Entre estas enzimas se encuentran las cutinasas y B-glucanasa
67. Por lo anterior, se considera que las bacterias del género Bacillus sp tienen un
arsenal sustancias que llegan a hacer un buen control biolégico sin dejar atras la

sinergia con las plantas.

En el caso del presente trabajo, se encontr6 que la bacteria que tuvo el mejor
antagonismo en estos medios fue PB12, identificada con pruebas bioquimicas en el
género Bacillus sp y con pruebas rapidas BBL Crystal como Paenibacillus alvei, Este

resultado debe ser confirmado con pruebas de biologia molecular.

El biocontrolador PB11 se logré identificar como una bacteria del género
Staphylococcus sp, la cual mostré un antagonismo de 3 cm en los dos medios de

cultivo para hongos. De esta bacteria no se documenta actividad antagonica frente
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hongos fitopatdgenos y la literatura orienta a que es una bacteria que puede causar
infecciones al humano. Sin embargo, por tratarse de un coco Gram positivo patdgeno

en los humanos se descarta como opcion para pruebas de biocontrol.

Por dltimo, en el Agar Sabouraud, se observé una actividad antagbnica alta en la
bacteria PB08, la cual se identific6 como Pseudomonas spp, mostrando un diametro
de crecimiento del patégeno de 3 cm. Avendafo y colaboradores en 2006, mostraron
gue al hacer un antagonismo in vitro de P. fluorescens, tuvo una inhibicién parcial en
el crecimiento de Fusarium oxysporum, por lo que recomiendan otro microorganismo

para el control de este patégeno 46

El fin de esta esta investigacion, es llevar estas cuatro bacterias con alta actividad
antagonica a solucionar el problema fitosanitario que se presenta en las fincas
muestreadas del municipio de Pasca, Cundinamarca. Para esto, Falicol y
colaboradores en 2007, probaron la actividad antagonica de Bacillus sp, Trichoderma
sp, Gliocladium roseum en semillas de soja, en donde pasado 2 meses de crecimiento
se observé que los ensayos donde se aplico Bacillus sp en concentracién de
2.1x1010 UFC/mL teniendo mejor actividad que el fungicida Carboxin+Thiram . De
igual forma, Caviedes en 2010 enfrenta a Bacillus sp y Pseudomonas sp contra
Fusarium oxysporum en semillas de uchuva. Donde Bacillus sp mostré un porcentaje
de iniciacion de 63% frente a al patbgeno, en comparacion de 30% de inhibicion de
Pseudomonas sp. Estos ensayos se hicieron en concentraciones 1.2x109 UFC/ mL5%®,
En 2013 Sarti y Silva, probaron la inhibicion de cepas de Bacillus subtilis ATCC6633,
B. amylolyticus, B. subtilis var. natto y B. subtilis var. Probando en dos métodos de
inoculacién de semillas de soja con dichas bacterias de 1x108 UFC/ mL y otro
1.5x108 UFC/ mL frente a Fusarium solani. Estas bacterias lograron disminuir el
crecimiento de F. solani en un 50% adicionalmente, lograron incrementar el
crecimiento de las plantulas en 125% con los dos métodos de inoculacion
empleados®’. Lo anterior, afirma a las bacterias del género Bacillus sp tienen la mayor
capacidad de inhibicidon de crecimiento de estos hongos fitopatdgenos en pruebas in
vivo, adicional a este proceso pueden llegar a fomentar el crecimiento de la plantula y
se evidencia en diversos casos un mayor control de esta enfermedad que los
fungicidas. Por tal razon, el control de Fusarium sp con microorganismos, es una

buena alternativa para mitigar las pérdidas por esta enfermedad y a su vez, es
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benéfico para el crecimiento de las plantas. EI muestreo del presente estudio se
realizd en cuatro fincas del Municipio de Pasca, Cundinamarca, asociadas a la
Federacién Colombiana de Pasifloras, las cuales contaban con cultivos de Gulupa
(Passiflora edulis Sims) y Maracuya (Passiflora edulis), dichos cultivos manifestaban
problemas de marchitez y clorosis en su tejido vegetal, por tal razon, se decidié tomar
las muestras de suelo y material vegetal aleatoriamente. El muestreo se realizé en
época de lluvia ya que esta documentado que este clima favorece el crecimiento del
hongo causante de la secadera. Como lo evidencia Hoyos y Ortiz en 2012, la
sintomatologia puede comenzar desde etapas tempranas en la plantula con signos
claros de retraso en el crecimiento y clorosis leve en algunas hojas, es uniforme y se
va extendiendo en toda la hoja. La siguiente etapa se enfoca en el marchitamiento de
las ramas y una coloracion rojiza en los haces vasculares; en estados avanzados se
puede observar una clorosis generalizada, enrojecimiento en tallo, decoloracién de la
raiz y finalmente la necrosis de las raices. En ciertos casos, se puede observar como
surge el micelio del tallo de la planta.®® Las muestras que se tomaron en Pasca,
Cundinamarca, presentaban los sintomas descritos por Hoyos y Ortiz y por lo tanto se
garantiza que los microorganismos encontrados son los que estan causando los

problemas fitosanitarios en los cuatro cultivos muestreados.

89



8. CONCLUSIONES

Se aislaron 12 hongos del género Fusarium sp, considerados patdgenos para
la variedad Pasifloras. La caracterizacion se realiz6 tanto por andlisis
fenotipicos como la confirmacion por técnicas de Biologia molecular
Genotipicamente, 4 fueron Fusarium oxysporum, 2 Fusarium solani, 1 phoma
sp y 1 Epicoccum nigrum

Se aislaron 13 bacterias a las cuales se les verificO su antagonismo in vitro
de las cuales, 11 fueron Bacillus sp, un Staphylococcus y una Pseudomonas
sp.

Las pruebas de antagonismo permitieron establecer que cuatro bacterias
(PB0O4, PBO7, PB11 Y PB12) fueron las que obtuvieron los mejores
resultados al inhibir el crecimiento de los patdgenos. La bacteria PB12 la cual
se identific6 fenotipicamente como Bacillus sp, tuvo la mejor actividad
antagonica en los tres medios que se utilizaron en el estudio

La bacteria PB11 identificada como Staphylococcus sp fue descartada por su

patogenicidad para los humanos.
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9. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar pruebas in vivo en plantulas de Gulupa y Maracuya y una
vez obtenido los resultados, hacer las pruebas finales en campo en cada uno de los

cultivos muestreados.

Adicionalmente, hacer la identificacion con biologia molecular de las bacterias que

mostraron una alta actividad antagonica.

Finalmente, hacer transferencia de conocimientos a la comunidad de agricultores
asociados a la Federacién Colombiana de Pasifloras en el municipio de Pasca-
Cundinamarca para mostrarles otro tipo de control de enfermedad Fusariosis
Vascular o “Secadera” sin dafar el entorno ambiental y social con tratamientos

guimicos.
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11. ANEXOS

Anexol. Protocolo de Secuenciacion. Manual de secuenciacidon automatica, en la cual se
describe

En tubos de 0.2 ml (tubos de PCR):
DNA
Doble @dena 200-500 NE
Cadena sencilla S0-100 NE
Cis midos 0,5 -1 pg
ADN gendmico bacterano 2.0 -30 pg
Fagmento de PCR 10-20 ng fw0o pb
Primer 32 pmoles
Completar con H,0d hasts & pl (Mo utilizar NUNCATE)

Esta tabla encuentra la equivalencia entre ng y pmoles para oligos de distintas longitudes:

Longitud del prinser ng de primer equiv. a 10 pmol
16 mer 53 ng
17 mer 57 ng
1 mer 6o ng
1 mer b3 ng
20 mer 67 ng
24 mer 8o ng
27 Mei 00 ng
n mer 1075 NE

103



