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RESUMEN

En Colombia, el incremento de nuevas areas de siembra en fruticultura se ha convertido en uno
de los sectores generadores de empleo y bienestar familiar. En la produccion de pasifloras, el
fruto se destina al consumo en fresco y procesado en mercados nacionales y de exportacion. Sin
embargo, en los cultivos se estan presentando altos porcentajes de mortalidad principalmente a
causa de la enfermedad conocida como secadera o fusariosis transmitida por Fusarium
oxysporum, de la cual, hasta el momento poco se conoce sobre variedades tolerantes. Por otro
lado, los tratamientos de control quimico han mostrado poca eficacia en la reduccion de los
sintomas de la enfermedad, razén por la cual el uso de agentes de control biol6gico se presenta
como una alternativa y se hace necesaria su evaluacion como estrategia de control. El objetivo
del presente trabajo fue evaluar bajo las condiciones del invernadero de Sanidad Vegetal de la
Universidad Catolica de Oriente SVUCO y en un disefio al azar sin restricciones en bolsas, la
respuesta a la aplicacion de microorganismos endofitos o biocontroladores comerciales como
Hongos Formadores de Micorrizas (HFMA), Trichoderma spp y Bacillus spp sobre la tolerancia
al patdgeno en plantulas de maracuya Passiflora edulis f. flavicarpa Degener y dos portainjertos
potenciales como Cholupa (Passiflora maliformis) y Maracua (Passiflora alata Curtis). Los
resultados mostraron susceptibilidad de las variedades de pasiflora al patogeno Fusarium sp., ya
que los sintomas de amarillamiento, muerte de plantas y presencia del patdgeno al ser reaislado
en medio de cultivo Papa Destosa Agar Acidificado (PDA-A), fueron evidentes en este estudio.
Sin embargo, en las variables de peso fresco de follaje y raices, no se observaron diferencias
estadisticas significativas al ser sometidas al control quimico Fosetil (T3) o a los biocontroles
comerciales a base de Trichoderma, Micorrizas y Bacillus.

Palabras Clave: Pasifloraceas, Fusariosis, Hongos Formadores de Micorrizas (HFMA),
Trichoderma sp. y Bacillus sp.



ABSTRACT

In Colombia, the increase of new planting areas in fruit growing has become a sector that
generates employment and family welfare.

In passionflower production, the fruit is destined for fresh and processed consumption in
domestic and export markets. However, high mortality rates are occurring in the crops, mainly
due to the Fusarium oxysporum disease, of which little is known about tolerant varieties. On the
other hand, chemical control treatments have shown little efficacy in reducing the symptoms of
the disease, which is why the use of biological control agents is presented as an alternative, and
its evaluation as a control strategy is necessary. The objective of the present work was to evaluate
under the conditions of the plant health greenhouse of the Universidad Catolica de Oriente
SVUCO and in a randomized design without restrictions, the response to the application of
endophytic microorganisms or commercial bio-controllers such as Mycorrhiza Forming Fungi
(MFMA), Trichoderma spp and Bacillus spp on the tolerance to the pathogen in passion fruit
seedlings Passiflora edulis f. flavicarpa Degener and two potential rootstocks such as Cholupa
(Passiflora maliformis) and Maracua (Passiflora alata Curtis). The results showed susceptibility
of passionflower varieties to the pathogen Fusarium sp. since the symptoms of yellowing, plant
death, and presence of the pathogen, when reisolated in culture medium Papa Destosa Acidified
Agar (PDA-A), were evident in this study. However, in the variables of fresh weight of foliage
and roots, no significant statistical differences were observed when subjected to the chemical
control Fosetil (T3) or the commercial biocontrols based on Trichoderma, Mycorrhizae,
and Bacillus.

Key words: Passifloraceae, Fusarium, Mycorrhizal Fungi (MFMF), Trichoderma sp. and Bacillus
sp.

INTRODUCCION

Para la agricultura colombiana las variedades de pasifloras representan una de los
principales frutales de siembra y consumo, ubicadas principalmente en zonas de vida entre los
500 y 1.200 msnm, en los departamentos de Cundinamarca, Boyaca y Antioquia. En los estudios
de Ocampo et al. (2007) la diversidad de especies de Pasifloraceae en Colombia se ha
caracterizado en 167 especies, de la cuales 165 son nativas. Es asi como es posible concluir que
Colombia posee la mayor riqueza genética de estas especies, seguido por Brasil. Sin embargo, en
la literatura se reporta cierto nimero de estudios que advierten sobre las pérdidas generadas en
cultivos comerciales ocasionados por enfermedades de raiz, las cuales han llegado a devastar
hasta el 100% de la produccion (Boneto-Chavarro & Sanchez-Leal, 2018). Las causas a los
cuéles se les han asociado dichas enfermedades pueden ser explicadas desde la propagacion en
vivero, asi como la escasa asistencia técnica para la implementacion de paquetes tecnoldgicos
(MADR, 2020, Miranda et al., 2009).

Entre los factores que mas afectan la vida util de las plantas se encuentra la muerte
prematura 0 marchitez por Fusarium oxysporum, causada principalmente por la calidad
fitosanitaria del material vegetal en la fase de vivero, la presencia del microorganismo Nectria
haematococca Berk el cual genera mortalidad importante en plantulas, anamorfo Fusarium solani



Mart y Fusarium oxysporum, causante de la secadera o pudricion seca de raiz y del cuello, donde
las plantas detienen su desarrollo (Miranda et al., 2009). Fusarium causan graves problemas
fitosanitarios en el cultivo, debido a las podredumbres y necrosamientos que ocasionan en la raiz,
obstruyendo los vasos del xilema e impidiendo la entrada de nutrientes, con la subsecuente
afectacion del desarrollo, marchitez y muerte prematura de la planta (Summerell, et al., 2003;
Leslie y Summerell, 2006).

El género Fusarium pertenece al reino Fungi; phyllum Ascomycota; clase Sordariomycetes;
orden Hypocreales y familia Nectriaceae. Se estima que a este género pertenecen 178 especies
(Leslie y Summerell 2006; Moretti, 2009; Lombard et al., 2015; Roskov et al., 2016). En relacién
a su morfologia, las macroconidias son claves taxonémicas importantes en la identificacion de
especies de este género y, en muchos casos estructuras morfolégicas como el conidio (macro y
micro conidios) es suficiente para identificar una especie (Leslie y Summerell, 2006).

La gran variabilidad genética de este microorganismo y su amplia distribucién hacen que el
manejo de las enfermedades producidas por especies del género Fusarium resulte complicado.
Por ello, en busqueda de estrategias de manejo que contribuyan al control de este patdgeno, se ha
recurrido a inductores de resistencia, productos de origen botanico y microorganismos como
bacterias, hongos y otros (Rodriguez y Montilla, 2001; El- Khallal, 2007). También ha sido
frecuente la aparicion de ciertos programas de control de la enfermedad utilizando estrategias
diferentes a las quimicas convencionales, las cudles no tengan efectos de residualidad y se
encuentre acompariadas de planes integrales de control fitosanitario.

Teniendo en cuenta la susceptibilidad de algunas de las especies de pasifloraceas a la
marchitez por fusariosis; otras estrategias de control han optado por biocontroladores tales como
los enddfitos, los cuales se aplican directa o indirectamente en el interior de los tejidos o células
de una planta sin causar sintomas de enfermedad ni signos de infeccion (Flores-Pacheco, 2017).
Los biocontroladores enddfitos, son hongos o bacterias que habitan todo o parte de su ciclo de
vida dentro los tejidos vivos del hospedante (Wilson,1995). Trichoderma es uno de los géneros
de hongos filamentosos de distribucién cosmopolita; considerados como hongos oportunistas,
habitantes del suelo, endofitos de plantas, descomponedores de materia organica y parasitos de
otros hongos con diversa capacidad metabolica. Se ha reportado a Trichoderma como el mas
importante agente biocontrolador de enfermedades de plantas (Evans, Holmes y Thomas, 2003;
Kumar, 2012).

En el manejo de microrganismos patdogenos como Fusarium, en algunas investigaciones se
plantea que la simbiosis entre plantas y hongos micorricicos arbusculares se caracteriza por el
intercambio bidireccional de sustancias, estos hongos son capaces de establecer una interaccién
intima con las raices de la mayoria de las especies de plantas terrestres (Heckman et al. 2001;
Schweiger y Miuller 2015). La familia Glomeraceae ha sido renombrada recientemente como
Rhizophagus (Kurger,2012); la asociacion mutualista entre endéfitos y hospedero, hace que estos
hongos filamentosos inherentes a las plantas le sirven a la planta hospedero, y provea al hongo de
alimento, hospedaje y proteccion. Del mismo modo, la presencia de enddfitos incrementa el



potencial adaptativo a las especies vegetales hospederas frente a condiciones adversas abioticas
(salinidad, acidez) y bioticas (plagas y enfermedades). En este sentido, esta investigacion llevada
a cabo bajo condiciones controladas de invernadero, permite contribuir al conocimiento sobre el
efecto de diferentes especies de pasifloras frente a la respuesta de endofitos como
biocontroladores del patdgeno Fusarium oxysporum causante de la secadera o marchitez en
diferentes estados de desarrollo de plantas, en especial algunas de las especies de Pasifloraceas.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la inoculacion de microrganismos endofitos y simbiontes en plantas de
maracuya P. edulis f. flavicarpa Degener, cholupa P. maliformis y maracua P. alata Curtis en
respuesta a la presion de Fusarium oxysporum en condiciones de vivero.

Objetivos especificos

- Determinar el efecto de la inoculacién con microrganismos biocontroladores simbiéticos, sobre
el crecimiento y desarrollo de las plantas en condiciones de vivero de Sanidad Vegetal en la UCO

- Evaluar la respuesta de las plantas de maracuya, cholupa y maracua con la inoculacion de
biocontroladores comerciales T. asperellum; B. subtilis y Hongos Formadores de Micorrizas
(HFMA) frente a la presencia del hongo Fusarium oxysporum bajo condiciones del vivero
Sanidad Vegetal en la UCO.

MATERIALES Y METODOS

Localizaciéon: EIl ensayo se realiz6 en el invernadero y Laboratorio de Sanidad Vegetal
ubicado en las instalaciones de la Universidad Cato6lica de Oriente (UCO), localizada en el
municipio de Rionegro, Antioquia, a 6° 9” 15.2” N, 75° 22" 10.4” W y altitud de 2112 m, con una
temperatura promedio de 17 °C, humedad relativa del 78% Yy precipitacion promedio de 1800
mm/afio correspondiente a la zona de vida de bosque himedo Montano Bajo (bh-MB), de
acuerdo a la clasificacién de Holdridge (Holdridge, 1967)

Material Vegetal. De fruta comercial, se obtuvo la semilla sexual de maracuyd, cholupa y
maracua, a la que se realizo el proceso de escarificacion, fermentacion y germinacion de las
semillas. Las plantulas se cultivaron en bolsas de almacigo con capacidad de 700 cc de suelo
doblemente esterilizado al vapor y se mantuvieron en invernadero; inicialmente se fertilizaron
con un producto 15-30-15 mas elementos menores (1 g/planta) y cada 15 dias se adiciond 50 cc
de agua en suspension acuosa al 0.2%.

Aislamientos e inoculacion: El aislado de F. oxysporum fue recolectado de plantas de
maracuya con sintomas tipicos de marchitamiento en cultivos comercial en la zona de Uraba.
Después del cultivo de una sola espora, la especie fue identificada por caracterizacion
morfoldgica en el Laboratorio de Sanidad Vegetal de la UCO, apoyados en las claves Barnett y
Hunter, (1998) y Watanabe (1994).

Para producir el inoculo, se multiplicé en caja de Petri que contenian medios de Papa-Dextrosa-
Agar Acidificado (PDA A); éstas se mantuvieron en incubacion durante siete dias continuamente
a 25 ° C. La suspension de esporas se preparé algunos minutos antes de la inoculacion. Se



agregaron 10 ml de agua destilada estéril a las cajas de Petri, y las colonias de hongos se rasparon
para liberar las esporas. La suspension resultante se filtré en una doble capa de gasa estéril, y la
concentracion de esporas se ajustd a 10° macroconidios mL™ utilizando una camara Neubauer
(Figura 1)

Figura 1. A- Crecimiento de Fusarium en PDA A; B- Macroconidias 40X; C- Método de inoculacién; D-
Distribucion general de plantulas de Pasifloraceas a evaluar con tratamientos.

El método de inoculacion consistio en la puncion en base de tallo y corte de raices con tijera o
punzon previamente sumergida en la suspension de esporas de Fusarium, una concentracion de
108 esporas/ml siguiendo el protocolo utilizado en el Laboratorio de Sanidad Vegetal UCO. Las
plantas cuyas raices se les hizo herida con las tijera y puncion en tallo, sumergiendo este
instrumental solo en agua estéril se utilizaron como control. Se inocularon un total de 24 plantas
por tratamiento, es decir, por cada aislamiento de Fusarium y el control (Figura 1)

Disefio experimental: Para esta investigacion se utiliz un disefio en bloques irrestrictamente
al azar, con los diferentes tratamientos a evaluar (Tabla 1), se utilizaron cinco repeticiones y
como unidad experimental una bolsa de almacigo plastica con 300 cc de suelo esterilizado al
vapor y una plantula de 30 dias de germinadas de cada una de las especies de Pasifloracea con su
respectivo tratamiento. Para el experimento se utilizaron un total de 648 unidades experimentales.

Tabla 1. Biocontroladores y tratamientos para la evaluacion de F. oxysporum en pasifloras.

Tratamiento Descripcion
T1 Testigo absoluto o tratamiento de control sin inoculacion.
T2 Testigo Negativo tratamiento con inoculacion del patdgeno F. oxysporum (1 x10% UFC).
T3 Testigo Positivo inoculacion de F. oxysporum y la dosis comercial de Fosetil de Aluminio
T4 Inoculacién del simbionte HFMA Rhizophagus aproximadamente 300 propagulos/mL).
T5 Inoculacién de HEFMA (Rhizophagus - 300 propagulos/mL) mas F. oxysporum (1 x10° UFC).
T6 Inoculacién del endéfito Trichoderma asperellum (1 x10” UFC).
T7 Inoculacion T. asperellum (1 x10” UFC) mas F. oxysporum (1 x10° UFC).
T8 Inoculacion del endéfito Baccillus subtilis (1 x10” UFC)
T9 Inoculacion del endéfito Baccillus subtilis (1 x10” UFC) méas F. oxysporum (1 x10° UFC).

Variables Respuesta: Ciento veinte (120) dias después de la aplicacion de los tratamientos se
realizd en laboratorio de Sanidad Vegetal UCO, el lavado de cada planta para eliminar el exceso



de suelo. Para ello se cortd cada una en el cuello de la raiz y posteriormente se tomo el peso
fresco de follaje y peso fresco de raiz (gr). Paralelamente se seleccionaron las plantulas
sintomaticas en tallo y raices, se desinfectaron con etanol al 70% e hipoclorito de sodio al 0.5 %,
siguiendo el protocolo utilizado en el Laboratorio de Sanidad Vegetal UCO. Los tejidos lavados
fueron sembrados en medio de cultivo PDA. Después de cinco dias, las colonias fueron evaluadas
para macro y microconidios con el fin de confirmar las estructuras morfologicas de Fusarium,
apoyados en las claves Barnett y Hunter, (1998) y Watanabe (1994).

Andlisis estadistico: Los datos obtenidos fueron sometidos a anélisis de varianza simple y a la
prueba de medias Tukey, se empled un nivel de significancia de P < 0.05. Se realiz0 para
Normalidad los test de Shapiro-Wilk y Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) y para homogeneidad
de varianza el test de Levene; todas estas pruebas se ajustaron a la distribucién normal. Para el
procesamiento estadistico se utilizd el paquete de software "R" StatR, Agricolae, PlotsR y
Jamovi; todos softwares de libre licencia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion del patdégeno

El género Fusarium provoca, la fusariosis, enfermedad que produce un marchitamiento
general de la planta, también llamado la «seca». Esto se produce debido a la obstruccion de los
vasos del xilema; las hojas superiores se empiezan a caer, las hojas inferiores empiezan a
amarillear. Inicialmente la marchitez puede ser reversible, luego se hace permanente, hasta que la
planta se seca y muere. Ataca en todos los estados de crecimiento y en caso de producirse en
semillero o almacigo, hacia los 120 dias después de la inoculacion se produce la muerte de las
plantulas. En la Figura 2 se observan los sintomas pardos a necroticos internos del tallo,
defoliacion o ausencia y produccion total de raices.

Figura 2. A- Lesion parda a rojiza interna en tallo y en algunas raices; B- Lesion parda a rojiza interna en tallo,
pudricion de raices, amarillamiento de hojas; C- Crecimiento algodonoso del reaislamiento de Fusarium en PDA,
procedentes de plantulas evaluadas a 120 ddi.; D- Estructuras morfologicas caracteristicos de Fusarium, micelio,
micrcoconidia y macroconidias 40X

Las colonias de Fusarium oxysporum presentaron un crecimiento entre moderado y rapido,
tienen diversos colores como blanco, rosado palido, rojo, anaranjado, purpura, celeste, verde-
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El Fusarium spp. en sus cepas patogenicas son dificiles de controlar debido a su habilidad
para sobrevivir en la tierra durante largos periodos con o sin planta receptora, asi como por ser
saprofitos. En un programa de manejo de Fusarium sp. se deberia incluir planes de prevencion,
practicas culturales, saneamiento, asi como estrategias de control bioldgico y quimico. El
discriminante canonico permitio identificar aquellas variables morfométricas en las tres
variedades de pasifloras que mas impacto tuvieron luego de ser infectadas exitosamente por
Fusarium sp. En la Figura 5 se muestra el comportamiento de las plantas con relacion a el peso
de la raiz y el peso del follaje teniendo en cuenta los diferentes tratamientos y si hubo presencia
del patdégeno o no (Figura de barras de interaccion entre los tratamientos).
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Figura 5A-D. Efecto de microorgansimos biocontroladores y quimico sobre Fusarium sp. y las variables peso
fresco (g) de raiz, follaje en plantulas de P. edulis f. flavicarpa Degener, P. maliformis y P. alata Curtis evaluadas
bajo condiciones de invernadero en eta investigacion. 5-A ANOVA P=0.171; 5-B ANOVA P= 0.100; 5-C ANOVA
P= 0.0468; 5-D ANOVA P= 0.689. Tratamientos con letras diferentes en la misma columna, indican diferencias
significativas (P>0.05)

Para la Figura ubicada en la esquina superior izquierda 5-A, cuando se analiza el resultado de
la ANOVA P=0.710, se infiere que la interaccion entre la presencia o no del patdgeno y el tipo de
tratamiento no presenta efectos significativos sobre la variable Peso Raiz y Peso Follaje
(ANOVA P = 0.100). Sin embargo, para el tratamiento T6 (Trichoderma asperellum), se observa
que la presencia de Fusarium sp. tiene un efecto en el peso de la raiz y similar relacion se
presenta en el tratamiento T8 (Bacillus subtilis), resaltandose que, en estos dos tratamientos,
presenta tanto una promocion de crecimiento radicular como del follaje (Figura 4, panel superior
derecho). Por el contrario, en el tratamiento T2 (Fusarium) relatado como testigo negativo, es
mayor el peso en raiz en plantas con ausencia de Fusarium sp. respecto a aquellas sin el hongo,
relacion que se continua en los tratamientos T1(Testigo), T3 (Quimico+Fusarium), T5
(Micorriza+Fusarium) y T9 (Bacillus+Fusarium), al parecer sin diferencias muy significativas.



En términos generales conociendo estudios realizados por Londofio et al., (2012) que al
evaluar diferentes variedades de Pasifloras, en Palmira Valle del Cauca, mostré niveles altos de
resistencia a F. Oxysporum, en especies como P. alata, P. cincinata; P. maliformis, P. capsularis,

P. foetida, P. edulis purpura, P. rubra, P. maliformis, P. maliformis, P. quadrangularis. Asi
mismo, investigaciones de Menezes, (1990) Nogueira (2003) y Ficher et al (2010), Molina et al,
2005), sefialan a P. alata como porta injertos de Passifloras comerciales con resistencia a los
hongos F. oxysporun, F. solani y Phytophthora sp.

Por lo tanto, el desarrollo de las plantas podria favorecerse, con el uso de microorganismos
biocontroladores como el género Bacillus sp., Trichoderma sp, y hongos formadores de
micorrizas los cuales tienen diferentes mecanismos de accion como la solubilizacion de fosfatos,

produccion de hormonas reguladoras de crecimiento, sintesis de enzimas, induccién de

amyloliquefaciens 1841, demostrando mediante interacciones sinérgicas que mejoraron




produccién de enzimas relacionadas con el micoparasitismo, sintesis de metabolitos secundarios
y de compuestos que promueven el crecimiento de las plantas, asi como la proteccion contra
patdgenos (Wu et al.,2018). En este sentido, los resultados de este ensayo pueden ser Utiles para
investigadores y productores de material vegetal, con el fin de incorporar biocontroladores para
las plantulas de vivero o almacigo de Pasifloraceas.

CONCLUSIONES

Las plantulas de P. edulis f. flavicarpa Degener, P. maliformis y P. alata Curtis evaluadas bajo
condiciones de invernadero en este estudio fueron sensibles a la cepa de Fusarium oxysporum
procedente de cultivo comercial de Maracuya en la zona de Uraba, donde se evidencié que la
presencia del patdgeno afecta el peso de las raices y por lo tanto su capacidad de absorcién de
nutrientes y anclaje, aunque la masa seca del follaje no se efecto respecto a las plantas sin el
indculo. Los tratamientos que correspondieron a plantas inoculadas con F. oxysporum y tratadas
con T. asperellum y B. subtilis presentaron mayor biomasa de raices con relacion a las plantas sin
infeccion, lo cual muestra un posible efecto de induccidn de resistencia. Respecto al efecto de los
tratamientos en el peso del follaje se encontré que en plantas infectadas con F. oxysporum y
tratadas con T. asperellum, B. subtilis y los HFMA tuvieron la mejor respuesta.

RECOMENDACIONES

Es importante evaluar los resultados de esta investigacion bajo condiciones de campo, en un
sistema de rotacion de las pasifloraceas estudiadas.

Evaluar el efecto de los microorganismos biocontroladores y el patdgeno Fusarium sp. en otras
Pasifloraceas de importancia comercial que se adapten a las condiciones agroecoldgica de la
region.
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