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Resumen

Actualmente, en cultivos comerciales de papayuela (Vasconcellea pubescens A. DC.) en
el departamento de Boyaca, se ha registrado una nueva enfermedad que se manifiesta por
marchitamientos de las hojas, pudricion del tallo y en poco tiempo muerte de la planta, generando
reduccion de la produccion y baja rentabilidad. Para encontrar estrategias de manejo del problema,
se planted esta investigacion con el objetivo de caracterizar el agente causal de la enfermedad de
este cultivo en cuatro municipios de Boyaca. El proyecto empez6 con la colecta de muestras de
tallos y de exudados de los tallos de plantas afectadas en los municipios de Ramiriqui, Sotaquira,
Maripi y Combita. Luego en el laboratorio se realiz6 el aislamiento de los microorganismos en
medios selectivos y nutritivos, posteriormente se efectuaron pruebas enzimaticas in vitro donde se
determind la capacidad enzimatica de los aislamientos en degradar lignina (AL) y celulosa (CMC)
en medios de cultivo con estos componentes. En AL se midio el crecimiento en milimetros, en
CMC se midio el crecimiento y el halo de degradacion de celulosa. Finalmente las bacterias se
identificaron con pruebas bioquimicas y fisiologicas, los hongos, mediante claves taxonémicas.
Los resultados muestran que de los aislamientos se obtuvieron 4 hongos y 17 bacterias. A partir
de las pruebas enziméticas se seleccionaron 4 hongos codificados como PRaCH, PSoCH, PMaCH,
PCTD y cinco bacilos Gram negativos codificados como PMaMT2, PMaDT2, PCED y PCET por
tener marcada actividad enzimatica ligninolitica. Se concluye que a partir de las pruebas
enzimaticas se clasificaron los microorganismos aislados segun la capacidad de degradar
compuestos como la lignina, también se identific6 hongos del género Fusarium y en bacterias se

descartaron patogenos de los géneros Xanthomonas, Erwinia y Pseudomonas.

Palabras clave: Papayuela, marchitez vascular, aislamiento de fitopatogenos, Fusarium.



Abstract

Currently, in commercial crops of papayuela (Vasconcellea pubescens A. DC.) in the
department of Boyaca, a new disease has been recorded that is manifested by wilting of the leaves,
rotting of the stem and in a short time the death of the plant, generating reduction of production
and low profitability. To find strategies to manage the problem, this research was proposed with
the objective of characterizing the causal agent of the disease of this crop in four municipalities of
Boyaca. The project began with the collection of samples of stems and exudates from the stems of
affected plants in the municipalities of Ramiriqui, Sotaquira, Maripi and Combita. Then, in the
laboratory, the isolation of the microorganisms was carried out in selective and nutritional media.
Subsequently, in vitro enzymatic tests were carried out where the enzymatic capacity of the isolates
to degrade lignin (AL) and cellulose (CMC) in culture media with these components was
determined. In AL, growth was measured in millimeters, in CMC, growth and the cellulose
degradation halo were measured. Finally, the bacteria were identified with biochemical and
physiological tests, the fungi, using taxonomic keys. The results show that 4 fungi and 17 bacteria
were obtained from the isolates. From the enzymatic tests, 4 fungi coded as PRaCH, PSoCH,
PMaCH, PCTD and five Gram-negative bacilli coded as PMaMT2, PMaDT2, PCED and PCET
were selected for having marked ligninolytic enzymatic activity. It is concluded that from the
enzymatic tests the isolated microorganisms were classified according to the ability to degrade
compounds such as lignin, fungi of the Fusarium genus were also identified and pathogens of the

genera Xanthomonas, Erwinia and Pseudomonas were ruled out in bacteria.

Keywords: Papayuela, vascular wilt, isolation of phytopathogens, Fusarium.
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Introduccion

La papayuela (Vasconcellea pubescens. A. DC.), es un arbol presente en el continente
americano que pertenece a la familia de las Caricaceae y al género Vasconcellea. Su cultivo esta
ampliamente distribuido en América Latina, siendo una especie con potencial para la
industrializacion por su suave sabor y aroma, ademas ha demostrado tener propiedades
farmacéuticas, fitoquimicas y potencialidad para ser usada como fuente genética para
fitomejoramiento de la papaya (Carica papaya) al proveer genes de resistencia al virus de la
mancha anular, entre otras propiedades (Scheldeman et al. 2007; David et al., 2011; Robles,
2014; Carrasco et al., 2014).

En Colombia la produccion de papayuela ha venido creciendo de forma consistente en los
altimos afios, tal que para el afio 2010 se registré una produccion de cerca de 112 toneladas y
para el 2020 esta produccion se incremento a 626 toneladas, de igual forma, reportaron que
aumento el area destinada a este cultivo en donde se destacan los departamentos de Boyaca y
Cundinamarca, entre otros (AGRONET, 2022). Ademas, en los departamentos como Boyaca,
Cauca y Narifio la papayuela hace parte de las especies autdctonas que aportan a la seguridad
alimentaria de las comunidades rurales y de importancia econémica para los mercados locales.
Por otro lado, el departamento de Boyaca, es el principal productor de papayuela entre los cuales
se destacan los municipios de Sotaquira, Ramiriqui, Maripi, Combita y Nuevo Coldn, entre otros

(Tovar 2019; Acevedo y Jiménez, 2019).
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En Boyacéa desde hace pocos afios los agricultores han reportado afectaciones del cultivo
de papayuela, refiriendo la presencia de dafios en estructuras vegetativas a manera de pudricion
vascular, inicialmente se presenta marchitez de las hojas, pudricién en los haces vasculares, caida
de las hojas y finalmente se desencadena la muerte de la planta. De acuerdo a lo documentado
por Fonseca, (2020), el agente causal ain es desconocido y es el motivo de grandes pérdidas
econdmicas para los agricultores rurales de varios municipios.

Por la importancia econdmica, ecosistémica y sociocultural del cultivo de papayuela en la
region, se desarrolld esta investigacion que busca caracterizar de forma preliminar los
microorganismos asociados a la enfermedad. En el laboratorio de Agronomia de la UNAD sede
Tunja, se realizo las pruebas bioquimicas y claves taxondmicas para la identificacion de los
aislamientos realizados, posteriormente en medios de cultivo con lignina y celulosa, se determind
su actividad enzimatica para degradar estos principales componentes de la pared celular en las
plantas. La produccidn de estas enzimas se relaciona con la patogenicidad de los microorganismos
evaluados. Los resultados permitieron hacer un acercamiento al diagnostico de la enfermedad.

Este trabajo como opcién de grado hace parte de un proyecto de investigacion institucional
de la convocatoria interna 010 de la UNAD que abordd la caracterizacion de sintomas y signos de
la enfermedad de la pudricion vascular de la papayuela, ademas del aislamiento y caracterizacion
preliminar de los microorganismos relacionados. Por lo tanto las condiciones de manejo

agronémico y ambiental, se abordan en el macroproyecto en desarrollo.

14



Justificacion
En estos Gltimos afios en diferentes cultivos de papayuela en el departamento de Boyaca, se ha
presentado una nueva enfermedad que causa pudriciones vasculares y finalmente desencadena la
muerte de las plantas. Su agente fitopatdgeno es desconocido, causando pérdidas econdémicas a
los agricultores en la regidn (Fonseca, 2020) y la amenaza de la sostenibilidad del cultivo.
Teniendo en cuenta el valor de este cultivo en la region y en Colombia, es de suma importancia
realizar investigaciones a nivel de laboratorio que aporten al diagndstico microbiolégico del

agente causal para que técnicos de campo y agricultores puedan establecer estrategias de control.
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Objetivos
Objetivo General
Caracterizar exploratoriamente los microorganismos asociados a la pudricion vascular de

la papayuela (Vasconcellea pubescens A.DC.) en cuatro municipios de Boyaca.
Objetivos Especificos

Aislar posibles microorganismos patdgenos a partir de estructuras vegetativas de
papayuela afectadas por la enfermedad.

Clasificar los aislamientos segun su actividad enzimatica en medios de cultivo con
lignina y celulosa.

Identificar morfoldgica y bioguimicamente los microorganismos seleccionados.

16



Marco Conceptual
1.1 Generalidades de la Papayuela (Vasconcellea pubescens A.DC.)

La papayuela (Vasconcellea pubescens. A. D. C.), es un arbol presente en el continente
americano que pertenece a la familia de las Caricaceae y al género Vasconcellea. Segln The
Plant List (2023) las principales especies descritas son: Vasconcellea cauliflora (Jacq.) A.DC.,
Vasconcellea glandulosa A. DC., Vasconcellea goudotiana Triana & Planch, Vasconcellea
microcarpa (Jacq.) A.DC., Vasconcellea parviflora A. DC., Vasconcellea pubescens A.DC.,
Vasconcellea quercifolia A. St.-Hil. y Vasconcellea weberbaueri (Harms) V.M. Badillo, ademas,
tiene cuatro sinénimos: Carica candamarcensis Hook.f., Carica cestriflora (A.DC.) Solms,
Carica pubescens Lenné & K.Koch y Vasconcellea cundinamarcensis V.M.Badillo. También,
posee varios nombres comunes como: papayo, tapayo de altura o papaya de tierra fria, chilacuan,
chamburo, papaya silvestre, papayote, papayito de los Andes, higuillo chihualcan, siglalon,
chichuacacon, titiis, babaco, entre otras (Benitez, et al. 2013 y Plants of the World Online, 2023).

Como se muestra en la Figura 1, este cultivo es de amplia distribucion, nativa en paises
de América Latina como Bolivia, Colombia, Ecuador, Panama, Pert y Venezuela. Sin embargo y
segun lo reportado por David, et al. (2011), Ecuador y Colombia son los centros de origen de la
mayoria de las especies de este género. El cultivo fue introducido en paises como Costa Rica,
India, New Zealand North, Rwanda, Sri Lanka, islas Juan Fernandez (Plants of the World

Online, 2023).
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Figura 1.

Distribucién mundial de papayuela nativa e introducida.

3=
W

Nativa
- Introducida

Fuente. Plants of the World Online, 2023.

Segun Plants of the World Online (2023) la papayuela (Vasconcellea pubescens A.D. C.)
crece principalmente en biomas tropicales himedos y conforme a lo referenciado por Fuertes,
(2019) tiene preferencia por el clima frio. En Colombia la mayor riqueza se encuentra en
elevaciones cercanas a los 2000 msnms y geograficamente se localiza en los departamentos de
Caldas, Risaralda, Quindio, Cundinamarca, Narifio, Putumayo, Cauca, Huila y en Boyaca, se
ubica en los municipios de Sotaquira, Ramiriqui, Turmequé, Ventaguemada y Tibasosa, entre

otros (Tovar 2019).
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1.2 Morfologia de la Planta

Illescas, (2022), describe que la papayuela (Vasconcellea pubescens. A. DC) es un arbol
con altura entre 1.5 a 7 metros (m), tiene hojas con 5 a 7 I6bulos y presenta tres tipos de flores a
saber: i. flores femeninas o pistiladas, sus colores varian entre amarillas, verdosas o blancas, con
sombras de color rojo o purpura, ii. flores masculinas o estaminadas de color amarilla, verdosas o
blancas v iii. Las flores hermafroditas de colores blancas, amarillas y verdosas con sombras rojo-
purpuras y verdes. El fruto es alargado a ovoide con tamarfio entre 6 a 15 cm de largoy de 3a 8
cm de ancho y la cuticula puede ser amarillo o naranja. La pulpa es de color blanca o amarillo.

Por otro lado Robles, (2014), cita que al contrario de la papaya (Carica papaya), la
papayuela (Vasconcellea pubescens A.D. C.), tiene frutos mas pequefios con una cuticula mas
delgada y su textura, sabor y aroma son distintos, en la figura 2 se presenta la planta y el fruto de
papayuela (Bernal, Gradstein y Celis, 2019).
Figura 2.

A. Arbol de papayuela. B. Fruto de papayuela.

Nota. Plants of the World Online, 2023. Archivo personal, 2023.
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1.3 Importancia Econdémica Ecosistémica y Cultural del Cultivo

La papayuela (Vasconcellea pubescens A. D. C.) tiene usos potenciales en distintos
sectores de la economia. Tal es el caso de su potencial como material genético para
fitomejoramiento de cultivos, Tovar, (2019) y Scheldeman et al. (2007) refiere que se puede
emplear Vasconcellea quercifolia para tal proposito pues tiene un gen que la hace resistente al
virus de la mancha anular del papayo (PRSV-P), lo cual redundara en la sanidad del cultivo.
También, explican que, Vasconcellea cundinamarcensis puede ser un prometedor antifingico
natural para controlar agentes causales de enfermedades en cultivos agricolas, disminuyendo el
uso de fungicidas de sintesis quimica que tienen un grave efecto residual teratdgeno, carcindégeno
y ambiental.

Por otro lado, investigaciones realizadas por Torres et al. (2019), evidencian que el latex
extraido de las superficies de los frutos inmaduros de papayuela tiene proteinasas de cisteina que
modifican la pared y la integridad de la membrana celular vegetal en los tejidos de la planta
huésped para inhibir la adherencia, germinacion conidial y la elongacién del tubo germinal de
Botrytis cinerea, hongo fitopatdgeno responsable de la enfermedad del moho gris, que causa
dafios a mas de 200 especies de plantas agricolas en todo el mundo.

Otro punto es su utilidad en aplicaciones biotecnolégicas industriales y farmacologicas,
por ejemplo, Carrasco et al. (2014), indican que la papayuela es una buena fuente de papaina,
enzima proteolitica usada en la clarificacion de la cerveza. Asi mismo, Ferreira et al. (2019),
reportan que esta planta tiene gran variedad de fitoquimicos que pueden aprovecharse en
medicamentos. Tal como menciona, Gutiérrez et al. (2017), Vasconcellea cundimarcensis posee
catalizadores de cisteina con propiedades anticoagulantes y antitromboticas que disminuyen la

activacion plaquetaria en la sangre, también, estos investigadores detallaron que el latex de
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Vasconcellea quercifolia actian como un agente anticancerigeno porque esta asociado
clinicamente a la reduccién y viabilidad de células malignas de cérvix y mama.

De igual modo, en medicina, por ejemplo, Lemos et al. (2016) describieron que la
proteinasa de cisteina de Vasconcellea cundimarcensis tiene accion antihelmintica contra la
infeccion por nematodos, ademas de actividad antiinflamatoria, buen efecto cicatrizante de
heridas gastricas y quemaduras, ahora bien, los investigadores refieren que la fraccion P1G10 de
esta proteinasa se absorbe en el tejido gastrointestinal permaneciendo estable para ofrecer una
accion gastroprotectora y cicatrizante gastrica. En otro estudio Oliveira 'y su grupo en 2020
reportaron que estas enzimas promueven la reepitelizacion en cérneas de conejo con quemaduras
quimicas tras su administracion tépica.

Por otra parte, en la industria alimentaria, también tiene uso potencial, para ilustrar,
Folharini y colaboradores (2019) sefialan que Vasconcellea quercifolia es considerada una planta
alimenticia no convencional y funcional por su alto contenido de proteinas que favorecen la
absorcion de calcio y por lo tanto la prevencion de la osteoporosis, también es rica en fibras para
mejorar la funcionalidad intestinal y disminuir la absorcion de carbohidratos y grasas, lo cual
reduce la obesidad y el riesgo de enfermedades cardiovasculares. Del mismo modo Da Silva et
al. (2022), evaluaron el potencial alimentario de la harina obtenida de frutos verdes de
Vasconcellea quercifolia y encontraron que por su buen contenido de aminoacidos, carbohidratos
y fibra podria ser un excelente sustrato para productos biotecnoldgicos probidticos como fuente
de carbono para el mantenimiento celular.

En el mismo sentido, Benitez, et al. (2013) refieren que en paises como Chile, la especie
Vasconcellea cundinamarcensis, es un cultivo de exportacion comercial de alimentos, cuya

produccidn se aprovecha en la industria de conservas, jugos y mermeladas, igualmente, Tovar,
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(2019) indica que, en Colombia, Vasconcellea pubescens, tiene buenas caracteristicas
organolépticas como suave sabor y aroma, ademas su fruta fresca es comestible y se pueden
elaborar jugos procesados, mermeladas, conserva, salsas, compotas, encurtidos y aromaticas
(Scheldeman et al. 2007) por citar, Vasconcellea cundinamarcensis, Vasconcellea goudotiana y
Vasconcellea pubescens son las especies que mas se reportan para consumo humano y animal en
el sur del pais, por ejemplo, en Putumayo, Narifio y Cauca, se industrializan como mermeladas
todo el afio y en época de navidad se incrementa su demanda (Fuertes 2019).

Por lo que se refiere a Boyaca, Acevedo y Jiménez (2019), explican que, en el
departamento, el cultivo de papayuela (Vasconcellea pubescens. A. DC), hace parte de las
especies consideradas de seguridad alimentaria de los campesinos y esta distribuido en su
agricultura familiar y comunitaria, ademas, es de importancia econdmica en las regiones al tener

presencia en los mercados locales y generar empleo.

1.4 Produccién y Rendimiento en Colombia

De acuerdo con La red de informaciéon y comunicacion del Sector Agropecuario
(AGRONET), como se indica en la Figura 3A, en Colombia, para el afio 2010 se registré una
produccidn de frutos de papayuela de 112 toneladas y para el 2020 esta produccion se
incremento a 626 toneladas, de igual forma, reportaron que aumento el area destinada a este
cultivo en donde se destacan los departamentos de Boyaca y Cundinamarca, entre otros
(AGRONET, 2022). Por otro lado, en el caso del comparativo de rendimiento departamental para
esta plantacion, en la figura 3B se observa que, en Boyacd, para el afio 2010 el rendimiento fue

de 6.6 Ton y para el afio 2018 fue de 6.3 Ton.
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Figura 3.

Produccion y Rendimiento de papayuela en Colombia.
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Nota. A. Area de cosecha y produccion de papayuela en Colombia. B. Rendimiento
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1.5 Enfermedades del Cultivo

Las plantas se enferman sdlo si concurren a la vez tres factores en el tiempo; hospedero
susceptible, agente causal virulento y condiciones ambientales favorables, cuando la causa es por
procesos bioldgicos, se altera la fisiologia del huésped y la patologia se vuelve dinamica
variando en magnitud e intensidad, aparte, se pueden percibir sintomas y signos que dependen
también de los tres factores mencionados, las sefiales iniciales, pueden ser apenas perceptibles o
presentarse marchitez por deshidratacion, cambios de color en hojas y tallos como: clorosis,
amarillez, moteados, anillos, ennegrecimiento o coloracion café oscura de los tejidos,
malformaciones de los 6rganos de la planta y muerte celular, por otra parte, los signos de la
enfermedad pueden mostrar al patdgeno sobre los tejidos parasitados, por ejemplo, las bacterias
se presentan como un exudado blanco-cremoso y los hongos se manifiestan con un crecimiento
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de colonias fungosas sobre los tejidos parasitados, ademas, fructificaciones macroscopicas y
esclerocios (Latorre, 2018).

Robles, et al. (2016) refiere que las bacterias fitopatdgenas causan bacteriosis y pueden
provocar una reduccién significativa en la produccion de cualquier cultivo afectado, problemas
reproductivos y la muerte de la planta con un gran impacto econémico. Por otro lado, Latorre,
(2018) indica que las micosis causadas por hongos fitopatdgenos presentan gran especificidad
por sus hospederos. Son parasitos obligados y ocasionan las royas, los mildius, oidios y algunos
carbones. Causan alrededor del 75% del total de enfermedades, siendo las de mayor impacto
economico en las plantas cultivadas.

De acuerdo a lo citado por Maselli, (2010) y Latorre, (2018), el cultivo de papayuela
(Vasconcellea pubescens A.DC.) es afectado por agentes fitopatdgenos como bacterias y hongos
que causan enfermedades en las diferentes etapas del cultivo, estos microorganismos establecen
relaciones parasitarias complejas con su huésped cuando infectan los tallos, ramas, frutos y
flores, ademas se transmiten entre plantas enfermas y sanas. A este respecto, Robles, et al.
(2016) citan que en este cultivo, las bacteriosis mas comunes son el tumor del cuello; causada
por Agrobacterium sp.y la pudricion radical; ocasionada por Erwinia sp., por otro lado, las
principales infecciones fungicas son Cenicilla; originada por Oidium sp. y Lancha Temprana;
provocada por Alternaria sp. y Marchitez VVascular (MV) por Fusarium oxysporum, ademas,
Faria, Ferreira & Weingart (2020) detectaron manchas necréticas en las hojas de Vasconcellea
monoica causadas por el hongo Stagonosporopsis caricae.

Por otra parte Robles, et al. (2017), refiere en sus investigaciones que en Ecuador desde
1996 se observaron los primeros brotes de Marchitez Vascular ocasionada por el hongo

Fusarium oxysporum, y que esta enfermedad se disperso en todo el territorio nacional por el
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intercambio del material vegetativo entre las diversas zonas productoras. Actualmente, en el sur
de ese pais, las estrategias de control para la enfermedad no son del todo eficientes,
probablemente porque las condiciones ambientales son diferentes en cada region y a que este
hongo no es el Unico causante de la enfermedad.

Con respecto a Colombia, en el departamento de Boyaca, se ha registrado una nueva
enfermedad que causa pudricion vascular a los cultivos de papayuela (Vasconcellea pubescens.
A. DC). Las plantas perjudicadas inicialmente presentan marchitez, luego pudricion en los haces
vasculares, caida de las hojas que finalmente desencadena en la muerte, de acuerdo a lo
documentado por Fonseca, (2020) el agente causal ain es desconocido y es el motivo de grandes
pérdidas a los agricultores en la region.

En el afio 2021, productores de la vereda Sabaneta municipio de Maripi (Boyaca), debido
a la gravedad y prevalencia de la enfermedad asociada a una pudricion vascular en plantas de
papayuela, enviaron muestras al laboratorio de sanidad vegetal del Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) regional Chiquinquird, en donde se identificé a Fusarium oxysporum en las
muestras analizadas, en consecuencia, el pasado 16 de agosto de 2022, la Secretaria de Desarrollo
Agropecuario y Ambiental de Maripi emiti6 comunicacién oficial con este hallazgo a la

Asociacion Hortofruticola de Colombia (Asohofrucol) (Anexo 1).

Marchitez vascular

La papayuela (Vasconcellea pubescens. A. DC) segun lo referido por Robles et al.,
(2014) y Espinosa, (2016), es una planta propagada de manera vegetativa y asexual, los
agricultores utilizan parte de las planta como estacas, brotes tiernos o injertos que nacen al pie de

la planta madre. Sin embargo, este sistema facilita el establecimiento de enfermedades como la
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Marchitez Vascular que causa reducciones entre el 50 a 100% en la produccion de plantulas y
100% en la produccién de la fruta.

De esta manera, Bravo, Larriva 'y Minchala, (2012) referencian que la Marchitez
Vascular originada por el hongo ubicuo Fusarium oxysporum, desarrolla micelios y estructuras
de resistencia como esporas con las que puede sobrevivir por afios en el suelo. Luego, estos
conidios se pueden trasladar en el agua, el viento, en equipos agricolas, en injertos y trasplantes,
facilitando su diseminacion entre los cultivos e invadiendo los nuevos. Ademas, al tener un
estado saprofitico en el suelo y un estado parasitico especializado en plantas, le permite asociarse
con otros microorganismos y formar sinergismos, haciendo una de las especies mas relevantes
del género y en la economia de los cultivos (Robles et al., 2016)

Segun lo descrito por Robles et al. (2016), la Marchitez VVascular es una enfermedad con
una serie de alteraciones vasculares causadas por el fitopatdgeno cuando invade el xilema'y el
floema de la planta. Por un lado Agrios, (2012), reporta que el micelio del hongo para crecer
requiere consumir los elementos disponibles de la planta, para esto libera enzimas las cuales
pueden ser ligninoliticas, celuloliticas y fosfolipasas que pueden contribuir indirectamente en el
avance de la enfermedad, por ejemplo, las moléculas de celulosa liberadas en la corriente de la
transpiracion dificultan el normal movimiento del agua en la planta. Por otra parte, Di Petro et
al., (2001) cita que el microorganismo libera fitotoxinas que causan necrosis de las células que
integran los tejidos conductores y obstruyen los vasos cribosos de xilema impidiendo la
circulaciéon normal de los nutrientes.

Como se observa en la figura 4, cuando se afecta el sistema vascular las células pierden
turgencia, aparece epinastia, atrofia y clorosis en las hojas bajeras para extenderse a toda la

planta, ocasionando finalmente la defoliacion total, pudricion descendente del tallo y destruccién
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de las raices. Igualmente, Dean et al., (2012) y Bravo, Larriva y Minchala, (2012) mencionan
que el tejido del apice vegetativo se torna café y el tallo se vuelve de consistencia acuosa (Figura
6). Ademas, indican que los frutos pueden permanecer deshidratados y marchitos en la planta,

pero casi todos caen.

Figura 4.

Signos de marchitez vascular en plantas de papayuela.

" % / Akt G IS ,

Nota. A. Clorosis de hojas bajeras. B. Pudricion descendente del tallo. C. Células vegetales

dafadas en tallo. Fuente. Bravo, Larriva y Minchala, 2012.

Dean et al., 2012, Di Petro et al., 2001, Bravo, Larriva'y Minchala 2012, describen que
en la infeccion de Fusarium, los tubos germinales o esporas se unen a las superficies externas o
aberturas naturales de los 6rganos de la planta como pelos absorbentes o heridas causadas por
labores agricolas, dafios de insectos 0 nematodos (figura 5). Luego por crecimiento dirigido, los
micelios infecciosos penetran la raiz de la planta, después colonizan las células epidérmicas de la
corteza y los vasos xilematicos. Posteriormente el hongo ramifica sus hifas, se disemina y origina

microconidios que se desprenden y ascienden al tallo. Finalmente, los microconidios viajan a

27



través del flujo de la savia a la parte superior y apice de la planta para provocar su muerte y
esporular en macroconidias que se diseminan para iniciar una nueva infeccion. La figura 6
muestra que Fusarium forma tres tipos de esporas asexuales reproductoras para multiplicarse,
diseminarse (microconidios y macroconidios) y para resistir condiciones adversas

(clamidosporas) (Bravo, Larriva y Minchala 2012).

Figura 5.

Infeccién por Fusarium oxysporum en plantas de tomate

Nota. C. microconidios germinando y micelio adherido a la superficie de la raiz. IH. penetracion
dirigida hacia una abertura natural de las células epidérmicas de la corteza de la raiz (flecha) B.
Hifa de Fusarium oxysporum creciendo en un vaso de xilema de una raiz de tomate. Dean et al.,

2012.

28



Figura 6.

Esporas de Fusarium

Nota. A. Microconidios. B. Macroconidios. C. Clamidosporas. Fuente. Bravo, Larrivay
Minchala, 2012

Por otra parte, en la Marchitez vascular bacteriana, el propagulo puede llegar a través del
agua, herramientas, insectos y en menor medida por el viento, depositandose en las superficies
externas de los oOrganos de la planta. Ademas, gracias a su capa polisacaridos, estos
microorganismos, pueden sobrevivir e hibernar en: plantas infectadas, semillas, tubérculos,
residuos vegetales, suelo y en insectos vectores. Adicionalmente, estos microbios, poseen una
cubierta mucilaginosa de glucoproteinas que les facilita su adherencia a la planta huésped (Agrios,
2012).

Las bacterias, ingresan a la planta a través de heridas viejas o recientes, estas pueden ser
tejidos lacerados o destruidos por dafios mecanicos, depredacion de animales, précticas agricolas
o heridas por otros patdégenos. Ocasionalmente pueden penetrar por aberturas naturales como
estomas a través de gotas de agua que facilitan su introduccion a la cavidad subestomatica o
también, pueden introducirse a los hidatodos; orificios del borde y apices de las hojas, que

secretan gotitas de nutrientes atractivos a los microorganismos (Agrios, 2012).
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Para causar la enfermedad, las bacterias inicialmente secretan toxinas que destruyen las
células hospedantes afectando la permeabilidad de la membrana celular, también segregan
enzimas como celulasas que maceran las células vegetales y su pared, posteriormente, penetran
internamente a todos los vasos xilematicos de las raices, el tallo o la parte superior de las plantas,
seguidamente colonizan y se multiplican con gran velocidad entre las células del hospedante o en
su interior, luego invaden e infectan los tejidos nuevos a través del xilema y finalmente para

llegar a la superficie de la planta, lo hacen a traves de heridas y grietas (Agrios, 2012).

1.6 Deteccidn de Fitopatdgenos

El avance de una enfermedad en un cultivo y en una zona geografica definida, conduce al
desarrollo de una epidemia que puede progresar de forma rapida. Para reducir los efectos y dafios
economicos producidos por las enfermedades es necesario detectar una epidemia en sus primeros
estadios dentro del progreso de una enfermedad, antes que este alcance niveles criticos (Latorre
2018).

El diagndstico correcto es un requisito indispensable para el control de las enfermedades.
Para determinar el agente causal no solo basta con la observacion de los sintomas porque pueden
coincidir con un dafio abidtico u otros agentes bioticos, también es necesario el analisis en el
laboratorio, lo cual requiere la aplicacion de protocolos integrados desde pruebas iniciales rapidas
y confirmaciones con técnicas mas especializadas. La identificaciébn pretende situar
taxondmicamente y dar nombre al organismo diagnosticado y se basa en las caracteristicas
comunes que los miembros de una especie, raza o patovar poseen y que los diferencian de otros

(Lépez, Murillo y Palacio 2018).
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Existen numerosas técnicas y protocolos para el diagndstico e identificacion de
fitopatdégenos que varian de acuerdo al tiempo requerido, su especificidad y sensibilidad. Los
protocolos convencionales incluyen el aislamiento en medios de cultivo, observacion al
microscopio, pruebas serologicas, pruebas de patogenicidad y su identificacion mediante pruebas
morfoldgicas y tinciones (Lopez, Murillo y Palacio 2018).

Por otra parte, en la tipificacion preliminar de hongos se usan caracteristicas culturales y
morfoldgicas del cultivo usando claves dicétomas o taxondmicas. Las bacterias fitopatdgenas;
generalmente bacilos Gram negativos, se caracterizan bioquimica y fisioldgicamente evaluando
su actividad enzimatica, la produccion de pigmentos y el crecimiento en medios selectivos y
diferenciales ya estandarizados. Otros métodos bioquimicos para el diagndstico de procariotas
son los sistemas multitest comerciales que disponen de bases de datos como MicroScan o API.
Existen otras técnicas mas especializadas para la identificacion, estas son pruebas moleculares
como PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) que amplifica el ADN o RT-PCR que

amplifica el ARN (Robles, 2017; Lépez, Murillo y Palacio 2018).
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Metodologia
2.1 Zonas de Estudio
Se realizaron recorridos de campo por cuatro municipios del departamento de Boyaca,
donde se visitaron diferentes cultivos de papayuela (Vasconcellea pubescens A.DC.) los cuales
presentaban alto niveles de afectacion sanitaria. Los municipios visitados fueron: Ramiriqui,
Sotaquira, Maripi y Combita, en la figura 7 se muestra la ubicacion espacial de los municipios en
estudio en el departamento de Boyaca. A continuacion se presenta el clima de los territorios, segun

lo reportado por Weather Spark y Cedar Lake Ventures, Inc. (support@weatherspark.com) y de

acuerdo al plan de ordenamiento territorial para el departamento de Boyacad (Gobernacion De
Boyaca, 2023), se indican las caracteristicas mas relevantes de cada uno:
2.1.2 Ramiriqui:

Es un municipio ubicado al centro del departamento, es de clima irregular con una
temperatura entre los 14°C y 25°C que disminuye rapidamente con la altitud, los suelos para
cultivo son profundos y moderadamente profundos, de textura media, moderadamente fina y fina,
tienen buen drenaje y una reaccion fuertemente acida, su fertilidad es baja; presentan gran
susceptibilidad a la erosion, esta ubicado a 2325 m s.n.m., en Ramiriqui llueve todo el afio, el mes
con mas lluvia es mayo, con un promedio de 185 milimetros de lluvia y el mes con menos lluvia
es enero, con un promedio de 33 milimetros. Su actividad econdmica es la produccion de frutas,
elaboracidn de arepas y turismo. El cultivo del muestreo se localiz6 en la vereda Resguardo Alto
en un area cultivada de 6.400 m2.

2.1.3 Sotaquira:
Esta localizado al centro-oriente del departamento, es de clima frio con una temperatura

entre los 6°C y los 18°C, los suelos para cultivo son moderadamente profundos, tienen una reaccion
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fuertemente acida y su fertilidad es moderadamente alta; esta ubicado a 2860 msnm, en Sotaquira
llueve todo el afio, el mes con mas lluvia es octubre, con un promedio de 181 milimetros de lluvia
y el mes con menos lluvia es enero, con un promedio de 34 milimetros. Su actividad econémica
es la produccion de leche y frutas. El cultivo del muestreo se localizo en la vereda Gaunza en un
area cultivada de 3.200m2.

2.1.4 Maripi:

Esta situado al occidente, su clima es tropical de montafia y posee tres pisos térmicos con
temperaturas que oscilan entre los 10°C y 24°C, los suelos para cultivo son drenados, localizados
en coluvios; profundos a superficiales, de texturas francas y fertilidad baja, esta ubicado entre 425
a 2950 a 1249 m s.n.m., en Maripi llueve durante el afio, el mes con mas lluvia es octubre, con un
promedio de 213 milimetros de lluvia y el mes con menos lluvia es enero, con un promedio de 52
milimetros de lluvia. Su actividad econdmica es la agricultura y la mineria como las esmeraldas.
El cultivo del muestreo se localizo en la vereda Sabaneta.

2.1.5 Combita:

Esta radicado al centro-norte, su clima es irregular con temperaturas que oscilan entre los
5°C y 18°C, los suelos para cultivo tiene pendientes fuertes y son quebrados, moderadamente
profundos y sin erosion a moderada, esta ubicado 2850 m s.n.m., en Cémbita llueve durante el
afio, el mes con mas lluvia es octubre con un promedio de 182 milimetros de lluvia y el mes con
menos lluvia es enero, con un promedio de 34 milimetros de lluvia. Su actividad econémica es la
explotacién bovina. El cultivo del muestreo se localiz en la vereda Concepcion bajo en un area

cultivada de 1 hectarea.
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Figura 7.

Ubicacion espacial de los municipios en estudio en el departamento de Boyaca.
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Nota. Adaptado de Mapas para colorear, 2023

2.2 Muestreos
Se visitaron cultivos con fuerte afectacion evidente de clorosis. Se tomaron muestras a

partir plantas con las caracteristicas de la enfermedad, como dafio en hojas inferiores, y
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defoliacion, ademas se obtuvieron cortes transversales y longitudinales del tercio inferior de tallos
en donde se identificé material de color oscuro (figura 8), las muestras fueron empacadas en papel
Kraft humedo y transportadas en nevera de icopor. También se tomaron muestras de exudados del

tallo las cuales fueron depositadas en frascos esteriles.

Figura 8.

Cultivo de Papayuela en Ramiriqui (Boyacd) con signos de Marchitez Vascular.

Nota. Vereda Resguardo Alto. A. Clorosis en hojas inferiores. B. Defoliacion severa. C. Signos
de pudricion vascular (células vegetales dafiadas en tallo). Fuente. Archivo fotografico. Ing.

Jorge Fonseca C.2022

2.3 Lugar de Procesamiento
La investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Agronomia del CEAD Tunja de la

Universidad Nacional Abierta y a Distancia (UNAD), localizado a 2650 m s.n.m. con una
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temperatura promedio de 13 ° y ubicado en el departamento de Boyaca- Colombia. El laboratorio
estaba equipado con cabina de flujo laminar, incubadora, nevera, autoclave, entre otros materiales

y equipos adecuados para el procesamiento de las muestras.

2.4 Aislamiento de Posibles Microorganismos Patogenos a Partir de Estructuras
Vegetativas de Papayuela Afectadas por la Enfermedad.

2.4.1 Hongos

Los tallos y ramas afectadas se lavaron superficialmente con agua corriente por 2 minutos para
eliminar particulas del suelo y otras sustancias que pudieran estar en la superficie de la muestra.
Posteriormente se realizaron cortes transversales de 0.5 cm de largo (figura 9). Para eliminar
microorganismos saprofitos y no patogenos de la superficie vegetal, los cortes se desinfectaron
por inmersién durante 1 minuto en hipoclorito de sodio (NaClO) al 1.0% y 1 minuto en alcohol
etilico al 70%, de igual forma, se lavaron por tres veces en agua destilada estéril por 1 minuto.
Por ultimo, se sembraron 4 secciones desinfectadas en medios de cultivo Agar Papa Dextrosa
(PDA de SHARLAU + cloranfenicol). Las cajas de petri se sellaron con papel vinipel y se
llevaron a incubar a 25°C durante 8 dias conforme al procedimiento descrito por Patifio, (2020).
Transcurrido este tiempo las colonias aisladas se purificaron en agar PDA incubando a 25°C

durante 8 dias para conservar en papel filtro en refrigeracion.
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Figura 9.

Corte transversal de tallo de papayuela (Vasconcellea pubescens A.DC.).

Nota. Archivo fotografico personal, Ing. Mdnica Patifio 2022

Por otro lado, se instalaron camaras humedas con los tallos y ramas afectadas para inducir
esporulacién y posteriormente se incubaron a temperatura ambiente durante 72 horas. Los hongos
esporulados (figura 10) se sembraron en agar PDA + cloranfenicol y se incubaron a 25°C por 8
dias segun lo descrito por Patifio (2020). Transcurrido este tiempo las colonias aisladas se
purificaron en agar PDA incubando a 25°C durante 8 dias para conservar en papel filtro en

refrigeracion.
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Figura 10.

Hongo esporulando en camara himeda en muestra de tallo afectado

Nota. Archivo fotografico personal, 2022

2.4.2 Bacterias

Se procedio a lavar por 2 minutos las muestras de tallos y ramas afectadas con abundante
agua de llave a fin de eliminar la mayor cantidad de contaminantes. Una vez lavado, se hicieron
cortes transversales de 0.5 cm de largo del tejido afectado de tallo y ramas. Posteriormente se
desinfectaron con Tween 20 al 1% por 45 segundos para luego enjuagar con agua estéril por tres
veces, después el tejido fue picado y macerado finamente en un mortero estéril, luego fue mezclado
con unas gotas de solucidn salina normal al 0.9% para sembrar la suspension con hisopo estéril y
asa bacterioldgica por agotamiento en Agar nutritivo (SHARLAU) MacConkey (MERCK) segln
lo referido por Castafio y Del Rio (1997), Corzo y Quifionez (2017).

Las muestras de exudados de tallos afectados se sembraron directamente por agotamiento
con hisopo estéril y asa bacterioldgica en Agar Nutritivo y MacConkey. Finalmente, se llevaron a
incubar a 28°C por 48 horas, al cabo de este tiempo se aislaron aquellas colonias que se observaron

bien definidas y solitarias en los agares.
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Para identificar las bacterias se utilizo la técnica de coloracion de Gram, con esta tincion,
las células bacterianas Gram negativas se tifieron de rosa o fucsia y las Gram positivas de azul o
morado, ademas, y para confirmar su naturaleza Gram negativa, se evalud la respuesta positiva a
la solubilidad con KOH (hidroxido de potasio) al 3%; que de acuerdo al protocolo de Castafio y
Del Rio, (1997), el KOH es capaz de romper las paredes de las bacterias, liberando el ADN
viscoso, de esta manera se forma un hilo de aspecto mucilaginoso en la colonia bacteriana al
contacto con el reactivo y un asa redonda. Finalmente, y de acuerdo a lo publicado por Sanchez,
(2005) las bacterias seleccionadas, se conservaron en caldo Brain Heart Infusion BHI

(SHARLAU) con glicerol al 10% a -20°C.

2.5 Clasificacidn de los Aislamientos Segun su Actividad Enzimatica en Medios de Cultivo
con Ligninay Celulosa

Este objetivo buscé medir la actividad enzimatica in vitro de los microorganismos
previamente aislados, para seleccionar los aislamientos fungicos y bacterianos por su mayor
velocidad de crecimiento al degradar lignina y celulosa; principales componentes de tejidos
vegetales del tallo. De acuerdo al protocolo aplicado por Martinez, (2017) y Patifio, (2020), se
empled agar carboximetilcelulosa (CMC) como sustrato para determinacion de la capacidad de
degradacion de celulosa, asi: Carboximetilcelulosa 10g/L, sulfato de amonio ((NH4)2S04) 0.5
gr/L, cloruro de calcio (CaCl2) 0.5 gr/L, fosfato monopotasico (KH2PO4) 0.1 gr/L, Sulfato de
magnesio 0.1 gr/L y agar 15g/L. El otro medio fue agar lignina (AL), en el cual se us6 como
Unica fuente de carbono salvado de trigo triturado y tamizado 4gr/L, el salvado se llevo a coccidn
bajo fuego durante 20 minutos y luego se cold, a este liquido recuperado se le adiciond agar

15¢g/L. Los anteriores medios preparados se llevaron a esterilizar en autoclave por 15 minutos a
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120°C a 15 libras de presion, posteriormente se sirvieron en placas de petri. En el anexo 3 se
referencia la composicion de los medios de cultivo solidos.

La evaluacion de la actividad enzimatica ligninolitica y celulolitica se realiz6 tanto para
los hongos como para las bacterias. En el caso de los hongos se evaluaron 4 aislamientos y como
control positivo el hongo (Pleurotus ostreatus) conocido por su potencial ligninolitico, para un
total de 5 tratamientos con sus respectivas repeticiones. Para las bacterias igualmente se evaluaron
16 aislamientos y un control positivo (Ralstonia sp.) de tipo Gram negativa poseedora de un factor
de patogenicidad vascular, para un total de 17 tratamientos. ES importante mencionar que
Ralstonia sp. proviene del cepario del laboratorio de fitopatologia de la Universidad Nacional de
Colombia (UNAL) y el hongos Pleurotus ostreatus proviene del cepario del Laboratorio de
Agronomia CEAD Tunja de la UNAD.

Para la evaluacion se procedi6 de la siguiente forma: se colocd un disco de papel filtro
esteril de 0.5mm de didmetro con micelio de cada hongo en cada uno de los agares con lignina
(AL) y carboxicelulosa (CMC) por triplicado. Por otro lado, se inocularon 100uL de suspension
bacteriana, escala 0.5 de MacFarland (1.5x108 UFC/mL) en discos de papel filtro estéril de 0.5
cm de didmetro en medios AL y CMC por triplicado. Posteriormente se llevaron a incubar a 28°C
durante 24, 48 y 72 horas para bacterias y 6 dias para hongos. La actividad de enzimas
ligninoliticas se evalué midiendo el diametro de crecimiento en milimetros (mm) de cada una de
las colonias en los medios de cultivo con lignina (AL).

La actividad de enzimas celuloliticas se estim0 con el didmetro de crecimiento en
milimetros (mm) de cada colonia en los medios de cultivo CMC y el potencial celulitico del
microorganismo se determind midiendo en milimetros (mm) el halo de degradacién de celulosa.

Para apreciar los halos de degradacion se agreg6 a cada caja de petri rojo congo al 1% durante 15
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minutos como medio de contraste, posteriormente se retird el exceso de tinte con solucion salina
al 1%. El agar CMC se pigmenta de rojo por afinidad entre el colorante y el polimero de celulosa
aun no hidrolizado, cuando el microorganismo es capaz de hidrolizar la celulosa del medio, se
observa un halo claro alrededor de la colonia.

2.6  Disefio Experimental y Analisis Estadistico

El anélisis de los datos se realizé mediante un disefio experimental completamente al
azar, se utilizé como unidad experimental, una caja Petri. Se evaluaron 5 aislamientos fangicos y
17 aislamientos bacterianos, cada uno con tres repeticiones.

Se proponen las siguientes hipotesis para la evaluacion de las pruebas ligninoliticas y
celuloliticas tanto de los aislamientos bacterianos como de los hongos:

Hy: g = =+ = Uy, k=123

Hy:p; # uj, para algan par (i, j)

La hipotesis nula (HO) establece que los promedios en crecimientos de los aislamientos
son iguales, mientras que la hipotesis alterna (H1) propone que al menos uno de los aislamientos
tiene crecimiento diferente. Para lo anterior, los datos de las mediciones fueron sometidos al test
de normalidad de Shapiro-Wilk y andlisis de varianza (ANOVA) para rechazar o aceptar la
hipdtesis nula. Cuando este test arroja la existencia de diferencias estadisticamente significativas
entre los aislamientos se aplica la prueba de Duncan para determinar los tratamientos que
difieren significativamente, se usa como parametro un 95% de confianza (p-valor < 0,05) con el

paquete estadistico del Software Rstudio (Anexo 4).
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2.7 ldentificacion Morfologica y Bioquimica de los Microorganismos Seleccionados
2.7.1 Hongos

Las caracteristicas culturales y morfologicas de los aislamientos flngicos se determinaron
mediante la observacidn del color, aspecto del anverso y reverso de las colonias en el agar.
También con la técnica de microcultivo de cada uno de los aislamientos se observaron
microscopicamente con azul de lactofenol las estructuras fructificantes y el micelio a traves del
microscopio optico (OLYMPUS) objetivo de 40x. La identificacion a nivel de género se definid
comparando las caracteristicas macroscopicas y microscopicas con las claves detalladas
dicotémicas o taxondmicas de Barnett (1983) y Hunter (1998) junto con Leslie y summerell
(2006).
2.7.2 Bacterias

Se determinaron dos caracteristicas bioquimicas de las bacterias seleccionadas como
catalasa y oxidasa (Anexo 1). También para diferenciar algunos géneros de microorganismos
Gram negativos se empled el esquema descrito por Shaad, Jones and Chun usando medios de
cultivo artificiales. Para bacterias del género Xanthomonas se empleé agar YDC (Yeast extract-
dextrose-CaCO3), las bacterias al crecer en este medio producen un pigmento amarillo llamado
xhantomonadina que les confiere a las colonias un color amarillo (Castafio y Del Rio, 1997).
Por otro lado, para diferenciar a Erwinia carotovora causante de la pudricion blanda, se evalu6
su actividad pectinolitica, utilizando tubérculos sanos de papa. Asi, se cortaron rodajas de papa
de 2 cm de grosor, luego se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5% por 1 minuto y
posteriormente se enjuagaron con agua estéril por tres veces. Seguidamente se sembraron en la
superficie de la papa cada una de las bacterias a evaluar y colocando en una caja de petri estéril a

manera de camara himeda, se llevaron a incubar a 28°C durante 48 a 72 horas de acuerdo al
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protocolo referido por Kutsman, (2004) la actividad positiva se identifico observando oxidacion
de fenoles o de putrefaccion color café, blanco-crema o amarillento alrededor del sitio de
inoculacion y olor desagradable. Para el género Pseudomonas se realizaron aislamientos en agar

King B para visualizar la produccion de pigmentos fluorescentes azul-verdoso tipo piocianina.
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Resultados
3.1 Aislamientos Microbianos
En plantas de papayuela de aproximadamente 6 meses de edad con sintomas de pudricién
vascular, se tomaron muestras de exudados y tallos infectados a los cuales se les aplicaron los
protocolos de aislamiento de fitopatdgenos, de este proceso se obtuvieron 4 aislamientos de
hongos y 17 aislamientos bacterianos. A cada microorganismos aislado se le asignd un cddigo
asi:

- Laletra inicial indica que pertenece al cultivo de papayuela (P)

- Las dos letras siguientes corresponden al municipio de muestreé (Ra: Ramiriqui, Ma:
Maripi, So:Sotaquird, C: Combita).

- Laletra siguiente indica el érgano del cual se obtuvo la muestra (T: Tallo, E: exudado,
MT: muestra tallo, DT: directo tallo, ET: exudado tallo, ED: exudado directo, CH:
camara humeda)

- Numero o letra minascula corresponde al aislamiento que se seleccion6 de la misma caja
de Petri.

En este estudio, el aislamiento PSoEQ1 se excluyo por presentar una reaccion positiva a la

tincion de Gram y no ser parte del grupo de los microorganismos causante de marchitez vascular,
las demas bacterias mostraron una coloracién Gram negativa y respuesta positiva a solubilidad

con KOH 3%, en la Tabla 1 se muestra el resumen de estos hallazgos.
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Tabla 1.

Resumen de los aislamientos bacterianos.

N° Aislamiento ORIGEN Organo Tincién de Gram Solubilidad KOH 3%
1 PRaTO03 Ramiriqui Tallo Bacilos Gram negativos Positiva
2 PRaTO05 Ramiriqui Tallo Bacilos Gram negativos Positiva
3 PRaEO07 Ramiriqui Exudado Bacilos Gram negativos Positiva
4 PRaEQ7a Ramiriqui Exudado Bacilos Gram negativos Positiva
5 PRaEOQ7b Ramiriqui Exudado Bacilos Gram negativos Positiva
6 PSoT01 Sotaquira Tallo Bacilos Gram negativos Positiva
7 PS0T02 Sotaquird Tallo Bacilos Gram negativos Positiva
8 PSoEO1 Sotaquird Exudado Bacilos Gram Positivos Negativa
9 PSoEQ2 Sotaquird Exudado Bacilos Gram negativos Positiva
10 PSoE03 Sotaquira Exudado Bacilos Gram negativos Positiva
11 PMaMT1 Maripi Tallo Bacilos Gram negativos Positiva
12 PMaMT2 Maripi Tallo Bacilos Gram negativos Positiva
13 PMaDT1 Maripi Tallo Bacilos Gram Negativos Positiva
14 PMaDT2 Maripi Tallo Bacilos Gram negativos Positiva
15 PCDT Combita Tallo Bacilos Gram negativos Positiva
16 PCET Cémbita Tallo Bacilos Gram negativos Positiva
17 PCED Combita Exudado Bacilos Gram Negativos Positiva
Nota. Autor

En el municipio de Ramiriqui se aislé un hongo obtenido de tallo en camara hiumeda

etiquetado como PRaCH (figura 11), 2 bacterias aisladas de tallo y 3 bacterias de exudado



identificadas como PRaTO03 (tallo), PRaTO05 (tallo), PRaEQ7 (exudado), PRaEQ7a (exudado),
PRaEOQ7b (exudado).
Figura 11.

Muestra de tallo de Ramiriqui, cAmara humeda hongo PRaCH.

Nota. Archivo fotogréafico personal, Ing. Ménica Patifio 2022

En el municipio de Sotaquira se aislé un hongo obtenido desde camara humeda de tallo el
cual se identificd como PSoCH, 2 bacterias aisladas de tallo y 3 bacterias de exudado
identificadas como PSoTO01 (tallo), PSoTO02 (tallo), PSoE01(exudado), PSoEQ2 (exudado),
PSOE03 (exudado).

En Maripi se aislo un hongo obtenido desde cdmara humeda de tallo el cual se identifico
como PMaCH (figura 12), 2 bacterias aisladas de tallo identificadas como PMaMT1, PMaMT2 y

2 bacterias de exudado PMaDT1, PMaDT2.
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Figura 12.

Muestra de tallo de Maripi, cAmara himeda hongo PMaCH.

Nota. Archivo fotogréfico personal, 2022.

En Combita se aislo un hongo obtenido desde la porcién de tallo desinfectado el cual se
identifico como PCTD, una bacteria aislada de tallo identificada como PCDT y 2 bacterias de
exudado PCET y PCED. En la tabla 2 se relaciona el resumen de los hongos aislados en las
muestras de los cuatro municipios.

Tabla 2.

Resumen de los aislamientos de hongos.

Aislamiento Origen Organo
PRaCH Ramiriqui Tallo (Camara himeda)
PSoCH Sotaquira Tallo (Camara himeda)
PMaCH Maripi Tallo (Camara himeda)
PCTD Combita Tallo (cultivo directo en agar PDA)
Nota. Autor
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3.2 Clasificacion de los Aislamientos Segun su Actividad Enzimética en Medios de Cultivo
con Ligninay Celulosa.

A continuacion, se presentan los resultados de la observacién directa y medicién del
crecimiento microbiano que permitieron valorar cualitativa y cuantitativamente la actividad
enzimatica patogénica de degradacion de lignina y celulosa de 17 bacterias y 5 hongos, los
cuales se presentan en la Tabla 3 y Tabla 4, respectivamente.

3.2.1 Evaluacién en Agar Lignina

3211 Actividad Ligninolitica Bacteriana. Inicialmente se presentan algunas
medidas descriptivas del crecimiento por aislamiento para las bacterias ligninoliticas a las 72
horas. Se puede apreciar que los tratamientos PMaDT2, PMaMT2, PCET, PCED vy el control
positivo (Ralstonia sp.) presentaron los mayores promedios en cuanto al crecimiento bacteriano,
junto con la mayor variabilidad entre las réplicas, en la siguiente grafica 1, se puede apreciar lo
mencionado anteriormente, estos resultados mostraron que los promedios del crecimiento
presentan diferencias, sin embargo, méas adelante se verifico si estas diferencias son

significativas.

48



Gréfica 1.
Crecimiento en milimetros de bacterias en agar lignina.

Crecimiento Bacterias Lignoliticas por tratamiento

©

recimiento (Milimetros)

|
|

PRaT03
PRaT05
PSOEQ3
PSoT01
PSoT02

ontrol -
CDT
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CET
PMaDT1
PMaDT2
PMaMT1
PMaMT2
PRaEOT
PRaE07a
PRaE0Tb |

Nota. Los Aislamientos PMaDT2, PMaMT2, PCET, PCED y Control positivo (Ralstonia sp.)

con mayor crecimiento.

De acuerdo a la prueba de Shapiro - Wilk los datos de crecimiento de los aislamientos
bacterianos a las 72 horas no siguen una distribucion normal, sin embargo se realiza analisis de

varianza a fin de identificar si las diferencias entre los promedios de los tratamientos son

significativas o no.

Shapiro-Wilk normality test

T atatars

El anélisis de varianza muestra que los promedios de los tratamientos difieren

significativamente en al menos un par de promedios de los sistemas (p-valor inferior al 5%), con

lo cual se rechaza la hipdétesis nula (Ho).
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Df Sum Sq Mean Sg F walue Pr(>F)
TRATRMIENTO le 1e38.1 102.38 38.37 <2e-lg ***
Residuals 136 362.9 2.67
Signif. codes: 0 '"*#¥*¥*' (0,001 '**' Q.01 '*' 0.05 '." 0.1 " " 1

Para identificar la procedencia de estas diferencias se plantea la prueba de Duncan, la
cual estda encaminada a determinar qué parejas de medias difieren significativamente, los

resultados se presentan a continuacion en la Tabla 3, en la cual se organizaron los datos en 4

grupos, clasificando su actividad ligninolitica entre alta, media, baja y sin actividad enzimatica.

El primer grupo integrado por los aislamientos PMaDT2, PMaMT2, PCET y PCED tuvo una
alta actividad enzimatica ligninolitica muy similar al control positivo, que corresponde a

Ralstonia sp. El segundo grupo conformado por PSoE02, PCDT, PRaT05, mostraron un

comportamiento intermedio con diferencias estadisticamente significativas en comparacion con

el grupo antes mencionado. Los aislamientos del tercer grupo PSoT02, PSoE03, PRaEQ7a,
PRaEOQ7b, PMaDT1, evidenciaron una actividad muy baja en contraste con los demas grupos
evaluados con diferencias altamente significativas. Continuando con el analisis, también se
encontrd que el cuarto grupo constituido por PRaT03 y PRaEQ7 no presentaron ninguna

actividad enzimatica con diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 3.
Crecimiento bacteriano en agar lignina.

ENZIMAS EXTRACELULARES LIGNOLITICAS

Aislamiento Crecimiento Group Clasificiacidén
PMaDT2 15.888.889 a
PMaMT2 15.222 222 a
PCET 14.666.667 ab Alta
Control positive
(Ralstonia sp.) 14.666.667 ab
PCED 13.333.333 b
PSoE02 10.111.111 c
PCDT 10.000.000 cd Media
PRaTO5 9.222.222 cde
PSoT02 8.444 444 def
PSoE03 8.333.333 ef
PRaEO7a 8.000.000 ef
PRaEO7b 8.000.000 ef Baja
PMaDT1 7.888.889 ef
PSoTO1 7.666.667 ef
PMaMT1 6.888.889 fg
PRaTO03 6.000.000 g Sin Actividad
PRaEOQ7 6.000.000 g

Nota. Grupos con letras diferentes representan diferencias estadisticas significativas, grupos con

letras iguales no poseen diferencias estadisticas.

De acuerdo a la prueba anterior se identifica que los crecimientos de los aislamientos
PMaMT2 y PMaDT?2 difieren significativamente de los demas tratamientos y son superiores
significativamente en su actividad ligninolitica. Por lo tanto, se seleccionaron las colonias
PMaMT2 y PMaDT2, ademés de las colonias PCET Y PCED por tener una alta actividad
enzimatica. Por lo tanto se realizaron pruebas preliminares de clasificacion para género segun el
esquema descrito por Shaad, Jones and Chun y pruebas bioquimicas. Los demas aislamientos, no

continuaron siendo analizados en esta fase del proyecto.
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Figura 13. Crecimiento de bacterias en agar lignina.

Nota. A. Control positivo Ralstonia sp. B. PMaMT2 C. PMaDT2 D. PCED. Fuente. Archivo
fotogréfico personal, 2022.
3.2.1.2 Actividad Ligninolitica de los Hongos. También, para este grupo en principio se

presentan algunas medidas descriptivas de su crecimiento por aislamiento al dia 7. Se puede
apreciar que los aislamientos PCTD y PRaCH muestran los mayores promedios en cuanto a
su desarrollo en agar lignina. El Control positivo (Pleurotus ostreatus) tuvo la mayor
variabilidad entre las mediciones de las réplicas. En la gréfica 2, se puede observar lo
mencionado anteriormente, estos resultados indican que los promedios del crecimiento
presentan diferencias, sin embargo, méas adelante se verifica si estas diferencias son

significativas.
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Grafica 2.

Crecimiento fungico en milimetros en agar lignina.

Crecimiento Hongos Lignolitica por tratamiento
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Nota. Aislamientos PCTD y PRaCH muestran el mayor desarrollo.

De la misma forma como se procedid con las bacterias, para evaluar la actividad
ligninolitica de los hongos se realiz6 el test de Shapiro - Wilk, determinando que los datos de
crecimiento no siguen una distribucion normal, sin embargo se realiza analisis de varianza a fin
de identificar si las diferencias entre los promedios de los tratamientos son significativas o no.

Shapiro-Wilk normality test

data: CRECIMIENTO

-

W = 0.94578, p-value = 0.0009276

El anélisis de varianza muestra que los promedios de los aislamientos en el dia 7 de

crecimiento, difieren significativamente en al menos un par de los promedios (p-valor inferior al

5%), con lo cual se rechaza la hipétesis nula (Ho). Para identificar tales diferencias se realiza la

prueba de Duncan, los resultados se presentan a continuacion en la Tabla 4.
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Tabla 4.
Crecimiento fungico en agar Lignina.

ENZIMAS EXTRACELULARES LIGNINOLITICAS

Aislamiento Crecimiento
PCTD 62.66667 a
PRaCH 53.16667 ab
CONTROL POSITIVO
(Pleurotus ostreatus) 44 ,33333 bc
PSoCH 44 .05556 bc
PMaCH 38.05556 c

Nota. Grupos con letras diferentes representan diferencias estadisticas significativas, grupos con

letras iguales no poseen diferencias estadisticas.

Con la prueba de Duncan se establecié que el crecimiento del aislamiento PCTD es

significativamente superior al crecimiento de los hongos PSoCH, PMaCH vy al control positivo

que en este caso fue Pleurotus ostreatus, pero no difiere significativamente del PRaCH que

también tiene una alta actividad ligninolitica. Los hongos PSoCH, PMaCH vy el control positivo

presentaron un comportamiento similar (ver figura 14). Por lo tanto, se seleccionaron todos los

aislamientos fangicos y se les realizaron pruebas preliminares de clasificacion taxonémica hasta

género.
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Figura 14.

Crecimiento de hongos en agar lignina.

Nota. A. Control positivo Pleurotus ostreatus B. PRaCH. C. PSoCH D. PMaCH E. PCTD.
Fuente. Archivo fotografico personal, 2022.
3.3.2 Evaluacién en Agar Celulosa

3.3.2.1 Actividad Celulolitica Bacteriana. Los datos de crecimiento de la actividad
celulolitica bacteriana a las 72 horas se someten a prueba de Shapiro - Wilk, en la cual se
determina que estos no siguen una distribucién normal, sin embargo se realiza andlisis de
varianza a fin de identificar la existencia de diferencias estadisticas entre ellos. Los resultados
del analisis de varianza muestran la existencia de diferencias significativas en al menos un par de
los tratamientos, con lo cual se rechaza la hipotesis nula (Ho). Para identificar dicha diferencia se
aplica la prueba de Duncan, con la cual se determinan que parejas de medias difieren
significativamente, tal como se muestran en la Tabla 5, donde el crecimiento promedio entre
Ralstonia sp (control positivo) y el resto de los aislamientos difieren significativamente, es
decir, existe diferencia estadistica significativa. Las bacterias PMaMT2, PMaDT2, PSoT01 y
PSOEO2 tienen un crecimiento intermedio y las demas no registran crecimiento, ademas, ninguna
de las bacterias evaluadas después de aplicar rojo congo, evidenciaron halos de hidrdlisis en

contraste con el control positivo (ver figura 15), por lo tanto ningun aislamiento es celulolitico.
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Tabla 5.

Crecimiento bacteriano en agar celulosa.

Aislamiento Crecimiento Group
“Ratstonin sp.). 17, 66667 .
PMaMT2 15,00000 b
PMaDT2 10,33333
PSoTO01 10,33333 c
PSoE02 10,00000 c
PRaT03 5,00000 d
PMaMT1 5,00000 d
PMaDT1 5,00000 d
PCDT 5,00000 d
PCET 5,00000 d
PCED 5,00000 d
PRaTO05 5,00000 d
PRaEQ7 5,00000 d
PRaEO7a 5,00000 d
PRaE07b 5,00000 d
PSoT02 5,00000 d
PSoEO03 5,00000 d

Nota. Las letras desiguales representan diferencias altamente significativas y las letras similares
tienen un comportamiento parecido.
Figura 15.

Crecimiento bacteriano de los aislamientos en agar celulosa

Nota. A. Control positivo Ralstonia sp. con halo de hidrolisis B. PMaMT2 sin halo de hidrolisis

C. PMaDT?2 sin halo de hidrdlisis. Fuente: archivo fotogréafico personal, Monica Patifio, 2022.
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3.3.2.2 Actividad Celulolitica de Hongos. Los datos de crecimiento de la actividad
celulolitica fungica en el dia 7 de crecimiento dias se someten a prueba de Shapiro - Wilk, en
la cual se determina que estos no siguen una distribucion normal, sin embargo se realiza
analisis de varianza a fin de identificar la existencia de diferencias estadisticas entre ellos. Los
resultados del andlisis de varianza muestran la existencia de diferencias significativas en al
menos un par de los aislamientos, con lo cual se rechaza la hipétesis nula (Ho). Para
identificar dicha diferencia se aplica la prueba de Duncan, con la cual se determinan que
parejas de medias difieren significativamente, tal como se muestran en la Tabla 6, donde el
crecimiento promedio entre PRaCH, PSoCH, PMaCH y PCDT vy el control positivo que es
Pleurotus ostreatus difieren significativamente, es decir, existe diferencia estadistica
significativa. Se pudo identificar que el crecimiento de los hongos es significativamente
diferente en cada uno de los aislamientos, siendo la colonia PRaCH superior a los demas y la
colonia PSoCH inferior a los demas hongos, sin embargo, ninguno de los microorganismos
evaluados después de aplicar rojo congo, mostraron halos de hidrélisis en contraste con el
control positivo (ver figura 16), por lo tanto, ningun aislamiento es celulolitico.

Figura 16.

Crecimiento de los aislamientos micéticos sin halo de hidrélisis en agar celulosa.
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Nota. A. Control positivo Pleurotus ostreatus con halo de hidrolisis B. PRaCH sin halo de
hidrolisis. C. PSoCH sin halo de hidrolisis D. PMaCH sin halo de hidrolisis E. PCTD sin halo de

hidrolisis. Fuente. Archivo fotogréafico personal, 2022

Tabla 6.

Crecimiento fungico en agar celulosa.

Aislamiento Crecimiento Group
PRaCH 80.66667 a
PCTD 73.66667 b
PSoCH 69.33333 c
PMaCH 63.66667 d
CONTROL POSITIVO
(Pleurotus
ostreatus) 32.00000 e

Nota. Las letras desiguales representan diferencias altamente significativas y las letras similares
tienen un comportamiento parecido.
4.1 Identificacion Morfoldgica y Bioquimica
4.1.1 Bacterias

Se identificaron tres de los cuatro aislamientos bacterianos (PMaMT2, PMaDT2, y
PCED) porque en el transcurso de la investigacion el cuarto aislamiento (PCET) presentd un alto
grado de contaminacién el cual fue imposible recuperar, los demas fueron bacilos Gram
negativos confirmado con solubilidad positiva en KOH 3%. De acuerdo a las pruebas de
seleccion descritas por Shaad y Kutsman, (2004) en este grupo no se identificaron bacterias de
los géneros Xanthomonas, Erwinia o Pseudomonas y tuvieron reacciones variables a las pruebas
de catalasa y oxidasa. En la figura 17 se muestran las pruebas de KOH 3% positiva, pruebas

bioquimicas, catalasa y oxidasa con reaccion positiva y negativa.
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Figura 17.

Caracteristicas bioquimicas bacterianas evaluadas.

Nota. A. Reaccidn positiva a la solubilidad con KOH 3%. B. Reaccion Catalasa negativa C.
Reaccion Catalasa positiva. D. Reaccion Oxidasa negativa. E. Reaccion Oxidasa positiva.
Fuente. Archivo fotografico personal, 2022.

Aislamiento bacteriano PMaMT2: como se observa en la figura 18 las colonias de este
aislamiento eran grandes, lisas, de bordes regulares, color crema, con olor fétido. A la tincion de
Gram se observaron bacilos Gram negativos cortos gruesos, crecimiento sin pigmentos amarillos
en agar YDC, crecimiento sin pigmentos fluorescentes en agar KING B y sin actividad

pectinolitica en tubérculos de papa.
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Figura 18.

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la colonia PMaMT?2.

Nota. A. Aislamiento en agar Nutritivo. B. Bacilos Gram negativos cortos gruesos objetivo 100X
en aceite de inmersién. C. Zoom de bacilos Gram negativos cortos gruesos. D. Crecimiento en
agar YDC para Xanthomonas sin pigmentos. E. Crecimiento en agar King B para Pseudomonas
sin pigmentos. F. Actividad pectinolitica negativa en tubérculos de papa para Erwinia

carotovora. Fuente: Archivo fotografico personal, 2022.

Aislamiento bacteriano PMaDT2: como se observa en la figura 19 las colonias de este
aislamiento eran grandes, mucilaginosas, de bordes irregulares, color crema. A la tincion de
Gram se observaron bacilos Gram negativos cortos delgados, crecimiento sin pigmentos
amarillos en agar YDC, crecimiento sin pigmentos fluorescentes en agar KING B y sin actividad

pectinolitica en tubérculos de papa.
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Figura 19.

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la colonia PMaDT?2.

Nota. A. Aislamiento en agar Nutritivo. B. Bacilos Gram negativos cortos delgados objetivo
100X en aceite de inmersion. C. Zoom de bacilos Gram negativos cortos. D.Crecimiento en agar
YDC para Xanthomonas sin pigmentos. E. Crecimiento en agar King B para Pseudomonas sin
pigmentos. F. Actividad pectinolitica negativa en tubérculos de papa para Erwinia carotovora.

Fuente: Archivo fotografico personal, 2022.

Aislamiento bacteriano PCED: como se observa en la figura 20 las colonias de este
aislamiento eran medianas, bordes regulares, color crema, con olor fétido. A la tincion de Gram
se observaron bacilos Gram negativos cortos gruesos, crecimiento sin pigmentos amarillos en
agar YDC, crecimiento sin pigmentos fluorescentes en agar KING B vy sin actividad pectinolitica
en tubérculos de papa. En la tabla 7 se relaciona el resumen de las pruebas de seleccion 'y
pruebas bioguimicas de los aislamientos seleccionados.
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Figura 20.

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la colonia PCED.

Nota. A. Aislamiento en agar Nutritivo. B. Bacilos Gram negativos cortos gruesos objetivo 100X
en aceite de inmersion. C. Zoom de bacilos Gram negativos cortos. D.Crecimiento en agar YDC
para Xanthomonas sin pigmentos. E. Crecimiento en agar King B para Pseudomonas sin
pigmentos. F. Actividad pectinolitica negativa en tubérculos de papa para Erwinia carotovora.

Fuente: Archivo fotogréfico personal, 2022.
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Tabla 7.

Resumen pruebas de seleccion bioquimica en bacterias.

PRUEBA PMaMT2 PMaDT2 PCED Respuesta Bacterias fitopatdgenas
Origen Maripi Maripi Combita  Pseudomonas  Xanthomonas  Erwinia
sp. sp. sp.

Afinidad al Gram Negativa  Negativa  Negativa Negativa Negativa Negativa
Confirmacion KOH 3% Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Forma bacteriana Bacilar Bacilar Bacilar Bacilar Bacilar Bacilar
Catalasa + + + + + +
Oxidasa - + - + - -
Medio YDC - - - - + _
Medio King B - - - + R ;
Pectinasa - - - - - +
Olor Suave Fuerte Fuerte Suave Suave Fuerte

Nota. Autor

4.1.2Hongos

A partir de las muestras de tallos de las plantas afectadas en los diferentes municipios en
Boyac4, se hizo seleccion de cuatro hongos con una mayor actividad enzimatica que
corresponden a: PRaCH, PSoCH, PMaCH y PCTD, fueron identificados teniendo en cuenta los
estandares internacionales y sus caracteristicas morfoculturales como hongos del géenero
Fusarium. Sus rasgos macroscopicos en agar papa dextrosa (PDA) fueron variables por tipo de
micelio y su pigmentacion. También se encontraron algunas diferencias en la morfologia

microscopica de las células conidiégenas como la forma y tamafio de los microconidios y

63



macroconidios. De igual manera se observaron diferencias en el arreglo y forma de las
clamidosporas.
Aislamiento de Ramiriqui PRaCH:

Caracteristicas macroscoépicas: El aislamiento PRaCH, en el medio PDA mostré un
color de la colonia en el anverso fue blanco-magenta y por el reverso se observé pigmentos
difusibles color purpura en el centro de la colonia. Abundante micelio aéreo de aspecto flocoso
(figura 21 muestra el micelio en agar PDA).

Figura 21.

Micelio del aislamiento de Ramiriqui PRaCH en agar PDA.

Nota. A. Anverso. B. Reverso.Archivo fotografico personal, Ing. Jorge Fonseca, 2023

Caracteristicas microscopicas: se observaron microconidios hialinos de forma oval o
eliptica sin septos. Los macroconidios eran hialinos en forma falciforme y de bote ligeramente
puntiagudo al final y delgados con 2 a 3 septos. Las clamidosporas eran de forma globosa y
solitaria, el arreglo era intercalar dentro del micelio y en la parte terminal del micelio (figura 22

macroconidios, microconidios y clamidosporas con objetivo de 40x).
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Figura 22.

Células conidiogenas del aislamiento de Ramiriqui PRaCH

Nota. Objetivo de 40X. A. Microconidos. B. Macroconidos. C. Clamidosporas. Fuente. Archivo

fotogréfico personal, Ing. Jorge Fonseca y autora, 2023.

Aislamiento de Sotaquira PSoCH:
Caracteristicas macroscépicas: El color de la colonia en el anverso y reverso fue
blanco, no se observaron pigmentos. Escaso micelio aéreo de aspecto aterciopelado y himedo

(figura 23 muestra el micelio en agar PDA).
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Figura 23.

Micelio del aislamiento de Sotaquira PSoCH en agar PDA

Nota. A. Anverso. B. Reverso. Fuente. Archivo fotografico personal, Ing. Jorge Fonseca y
autora, 2023.

Caracteristicas microscopicas: se observaron microconidios hialinos de forma cilindrica
u oval sin septos. Los macroconidios eran hialinos abundantes cortos, robustos, redondeados y
curvados con 2 septos. No se observaron clamidosporas (figura 24 macroconidios,
microconidios con objetivo de 40x).
Figura 24.

Células conidiogenas del aislamiento de Sotaquira PSoCH

Nota. Objetivo de 40X. A. Microconidos. B. Macroconidos. Fuente. Archivo fotografico

personal, Ing. Jorge Fonseca y autora, 2023.
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Aislamiento de Maripi PMaCH:

Caracteristicas macroscoépicas: EIl color de la colonia en el anverso fue blanco- cremay
por el reverso blanco-amarillento no se observaron pigmentos difusibles. Escaso micelio aéreo
de aspecto aterciopelado (figura 25 muestra el micelio en agar PDA).

Figura 25.

Micelio del aislamiento de Maripi PMaCH en agar PDA

Nota. A. Anverso. B. Reverso. Fuente. Archivo fotogréafico personal, Ing. Jorge Fonseca y
autora, 2023.

Caracteristicas microscopicas: se observaron microconidios hialinos de forma eliptica
sin septos. Macroconidios hialinos, abundantes, en forma falciforme, puntiagudos y delgados con
3 a 4 septos. Las clamidosporas eran de forma globosa y solitaria, el arreglo era en la parte
terminal del micelio (figura 26 macroconidios, microconidios y clamidosporas con objetivo de

40x).
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Figura 26.

Células conidiogenas del aislamiento de Maripi PMaCH

Nota. Objetivo de 40X. A. Microconidos. B. Macroconidos. C. Clamidosporas. Fuente. Archivo
fotogréfico personal, Ing. Jorge Fonseca y autora, 2023.
Aislado de Cémbita PCTD:

Caracteristicas macroscépicas: El color de la colonia en el anverso fue blanco-magenta
y por el reverso se observo pigmentos difusibles color plrpura que aparecian con el tiempo.
Abundante micelio aéreo de aspecto algodonoso (figura 27 muestra el micelio en agar PDA).
Figura 27.

Micelio del aislamiento de Combita PCTD en agar PDA.

Nota. A. Anverso. B. Reverso. Fuente. Archivo fotografico personal, Ing. Jorge Fonseca y

autora, 2023
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Caracteristicas microscopicas: se observaron microconidios hialinos de forma ovalada
sin septos y eliptica con 2 septos. Macroconidios hialinos robustos ligeramente rectos con 3
septos. Las clamidosporas eran de forma globosa y solitaria, el arreglo era en la parte terminal
del micelio (figura 28 macroconidios, microconidios y clamidosporas con objetivo de 40x). En la
tabla 8 se resumen las caracteristicas macroscopicas y microscépicas de los cuatro hongos
aislados.
Figura 28.

Células conidiogenas del aislamiento de Cémbita PCTD.

Nota. Objetivo de 40X. A. Conidios a. Microconidos b. Macroconidos. B. Clamidosporas.

Fuente. Archivo fotogréafico personal, Ing. Jorge Fonseca, 2023.

A continuacion en la tabla 8 se presenta el resumen de las caracteristicas macroscopicas

como el color del anverso y reverso de la colonia, el tipo de micelio y la forma de las conidias

de los cuatros aislamientos fungicos.
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Tabla 8.

Resumen de las caracteristicas morfoldgicas macroscopicas y microscopicas en hongos.

CARACTERISTICAS

PRaCH PSoCH

PMaCH

PCTD

MACROSCOPICAS

Anverso Blanco-magenta Blanco Blanco- crema Blanco-magenta

Reverso Pigmentos Blanco sin Blanco-amarillento Pigmentos
difusibles purpura pigmentos sin pigmentos difusibles

purpura

Tipo de micelio Copiosos flocoso Escaso Escaso Copiosos
aterciopelado aterciopelado algodonoso

y htimedo
MICROSCOPICAS
Microconidios Forma Oval y eliptica Cilindricay Eliptica Oval-Eliptica
oval
# de septos Sin septos Sin septos Sin septos 2

Macroconidios Forma Falciforme y de Robustos, Falciforme Robustos

bote ligeramente redondeados y puntiagudo ligeramente
puntiagudo cortos rectos
# de septos 2a3 2 3a4 3
Clamidosporas Forma Globosa solitaria No se Globosa solitaria Globosa solitaria
observaron
Ubicacion en el No se
micelio Intercalar observaron Terminal Terminal
Terminal
Género Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium
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Discusion

Segun Agrios, (2012) varios miles de especies de hongos, centenares de especies de
bacterias, nematodos, distintos virus y viroides infectan las plantas cultivadas, por lo tanto, el
parasitismo de las plantas es un evento bastante frecuente, por ejemplo, el maiz padece de 100
enfermedades, la papa tiene 200 patologias, un solo cultivo de tomate, es afectado por mas de 80
clases de hongos, 11 bacterias, 16 virus y varios nematodos, por otro lado, segun Maselli, (2010)
y Latorre, (2018) el cultivo de papayuela es limitado por varios fitopatdgenos que afectan: tallos,
ramas, frutos y flores, causando grandes pérdidas en produccién y rendimiento, para ilustrar,
Robles, et al. (2017) y Guerrero, et al. (2016), refieren que este cultivo sufre de bacteriosis como
el tumor del cuello causada por Agrobacterium sp.y pudricion radical ocasionada por Erwinia
sp., también adolece de enfermedades fangicas como la Cenicilla (Oidium sp.), lancha temprana
por Alternaria sp., Antracnosis (Mycosphaerella sp.) y Marchitez VVascular (MV) por Fusarium
oxysporum.

Para reafirmar, Ochoa et al. (2000) y Robles, et al. (2016) citaron que en Ecuador, este
cultivo, presenta una alta incidencia de enfermedades ocasionadas por hongos como Fusarium
oxysporum, encontrando que existe una gran variabilidad de rasgos morfologicos en los
aislamientos del laboratorio y de acuerdo a la identificacion molecular existen diferentes especies
de Fusarium causando la marchitez vascular, por otra parte, en la region amazénica de Ecuador,
Castro, et al. (2019) revelaron pérdidas econémicas en el 80% de las plantaciones del frutal de la
naranjilla (Solanum quitoense) que tenia sintomas de fusariosis y marchitez vascular, por su lado,
en Colombia, Castellanos, et al. (2023) detectaron con pruebas de patogenicidad que Fusarium

oxysporum fue el agente causal de marchitez vascular en parcelas plantadas de masaguaro

71



(Pseudosamanea guachapele) una leguminosa arborea de importancia agricola porque
contribuye con la fijacién bioldgica del nitrégeno.

En el afio 2021, productores de la vereda Sabaneta municipio de Maripi en Colombia,
debido a la gravedad y prevalencia de una enfermedad asociada a pudricion vascular en plantas
de papayuela, enviaron muestras al laboratorio de sanidad vegetal del Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) regional Chiquinquird, en donde se identificd a Fusarium oxysporum en las
muestras analizadas, en consecuencia, el pasado 16 de agosto de 2022, la Secretaria de
Desarrollo Agropecuario y Ambiental de Maripi (Boyaca) emitié comunicacion oficial con este
hallazgo a la Asociacion Hortofruticola de Colombia (Asohofrucol) (Anexo 1), en tal sentido, los
resultados de este estudio muestran un progresivo avance de la enfermedad en todo el
departamento de Boyacd, pues en los cuatro municipios que fueron muestreados, se aislaron 4
hongos los cuales fueron caracterizados preliminarmente con las claves detalladas dicotdmicas o
taxonomicas como Fusarium con caracteristicas macroscopicas y microscépicas diferentes.

Con respecto a la actividad enzimatica ligninolitica y celulolitica evaluada, se puede
referenciar que, primero y segun lo citado por Martinez, (2014), la pared celular de las plantas
tiene como componente principal, hebras de polimeros de celulosa que rodean la célula vegetal,
estas hebras estan sostenidas por una matriz de hemicelulosa y lignina. Estos componentes estan
en concentraciones y proporciones diferentes en cada especie. La lignina proporciona soporte
estructural, confiere rigidez, impermeabilidad y proteccién, pero existen microorganismos
capaces de degradar la lignocelulosa mediante compuestos enzimaticos. Segundo, y conforme a
lo mencionado por Agrios (2012), los microorganismos para desarrollarse y lograr su
propagacion, ejecutan modificaciones bioguimicas con enzimas que disgregan los elementos

estructurales de las células de su hospedero para obtener sus nutrientes, que luego usaran como
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energia para su metabolismo y formar estructuras, por tanto, en los laboratorios, la actividad y
produccidn de estas enzimas microbianas es estudiada, identificada y evaluada para clasificarlos
y seleccionarlos.

Por ejemplo, Rojas (2010) analiz6 la sintesis de enzimas ligninoliticas de hongos de
pudricién blanca para su uso en proceso biotecnoldgicos, en otro estudio, Martinez (214) evalud
la capacidad de degradacidn del complejo lignoceluldsico que tiene algunos hongos filamentosos
mediante sus sistemas enzimaticos extracelulares, determinando su capacidad de hidrolizar la
celulosa y oxidar la lignina en medios de cultivo compuestos por carboximetilcelulosa y lignina,
en este trabajo el género Fusarium solani fue referenciado con mayor potencial de degradacion
de la lignocelulosa entre el grupo de hongos evaluados, de igual manera Rojas (2010) cita que
que Fusarium proliferatum tiene la capacidad de producir lactasa un enzima que degrada lignina.

En otra investigacion, Bueno et al. (2009) evaluaron en medios de cultivo individuales la
produccidn de enzimas extracelulares de aislamientos de Fusarium solani provenientes de
plantas de maracuya enfermas con pudricion del cuello. Ellos encontraron que el hongo tenia una
mayor patogenicidad al tener una mayor produccion de enzimas extracelulares como lacasas,
amilasa, celulasa y proteasa, que degradaban activamente los componentes presentes en el tejido
infectado de la maracuya. Asi mismo Patifio (2020) estimd la patogenicidad de aislamientos de
Fusarium en cultivos de Pasifloras concluyendo que la actividad enzimatica, tiene al parecer, un
vinculo muy cercano entre una alta produccién de enzimas celuloliticas y ligninoliticas de los
microorganismos flngicos aislados y la mayor patogenicidad.

Otro punto importante en la implementacion de las pruebas de actividad enzimatica
bacteriana, son los perfiles enzimaticos que se encuentran descritos en estudios cientificos de

bacterias fitopatdgenas que causan marchitez vascular, aunque puede que no sea el principal
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método de identificacion si pueden contribuir a su seleccion. A este respecto, Rueda et al. (2014)
refieren que Ralstonia sp., posee enzimas extracelulares como celulasas y pectinasas capaces de
degradar las paredes de las células vegetales y causar degradacion del xilema, asi mismo,
Gonzalez et al. (2009) nombran que el microorganismo produce ligninas tipo lacasas. En otra
investigacion, Franco (2009) habla sobre las actividades enzimaticas implicadas en la
patogenicidad y la virulencia de Erwinia carotovora, identificando a enzimas como celulasa,
proteasa y pectinasa en condiciones in vitro. También, Toum (2015) relaciona que especies del
género Xanthomonas sp., causantes de marchitez vascular, elaboran enzimas degradativas, que
participan durante la infeccién como ligninasas, celulasas y pectinasas.

De modo que, en este estudio se determin6 en medios de cultivo la actividad ligninolitica
y celulolitica de bacterias y hongos para seleccionar los aislamientos por su capacidad
enzimatica. Por lo anterior, se puede inferir que los hongos aislados en los cuatro municipios de
Boyaca pueden tener estos atributos de patogenicidad, como se evidencio con el analisis
estadistico, principalmente en agar lignina, puesto que el crecimiento del hongo PCTD en este
medio fue superior al control positivo que para este caso fue el hongo Pleurotus ostreatus e igual
para PRaCH y cercano para PSoCH y PMaCH. Es probable que los hongos aunque tengan una
velocidad diferente de crecimiento durante los 7 dias evaluados, pueden tener un
comportamiento patogénico acorde con los resultados obtenidos al que los autores citados
anteriormente encontraron y es posible inferir que estos microorganismos sean causantes de
marchitez vascular detectada en papayuela.

Para el caso de las bacterias seleccionadas PMaMT2, PMaDT2 y PCED en agar lignina 'y
que presentaron a las 72 horas igual crecimiento que el control positivo, se podrian considerar

para ser evaluadas dentro del grupo de bacterias que originan bacteriosis en papayuela o pueden
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estar asociadas a un complejo bacteriano causante de enfermedad y merecen ser tenidos en
cuenta estos rasgos de patogenicidad para ser analizados en las pruebas subsiguientes a este
proyecto. Por otro lado, segun estudios realizados por Puerto (2019) se puede reafirmar que para
el caso de la evaluacion de enzimas ligninoliticas, el salvado de trigo usado en el medio de
cultivo permitid que crecieran los microorganismo capaces de utilizar la lignina presente en este
sustrato como unica fuente de carbono forzando a los diferentes aislamientos a tomar una via
metabolica adecuada para el uso del biopolimero para desarrollarse adecuadamente en el medio
con este Gnico componente.

Para el caso de la evaluacion del agar celulosa, en los aislamientos realizados se
evidencid crecimiento en el medio, sin embargo no se presentan halos de hidrdlisis, lo que
indica ausencia en la produccion de enzimas celuloliticas. El crecimiento microbiano en los
medios se debe posiblemente a la asimilacion de algunos componentes presentes en este y que
satisfacen los requerimientos nutricionales de los microorganismos estudiados. Por otro lado, el
control positivo evidencio la produccion de enzimas celuloliticas, las cuales se manifiestan por
la formacion de halos de hidro6lisis alrededor de la colonia al aplicar el revelador. Teniendo en
cuenta lo anterior se puede afirmar que estos aislamientos corresponden a microorganismos con
una tasa de produccién de enzimas celuloliticas nula.

En cuanto a la identificacion de los tres aislamientos bacterianos seleccionados y que
fueron referidos anteriormente, se puede considerar lo mencionado por Castillo y del Rio (1997),
donde indican que las bacterias que causan la marchitez vascular principalmente son bacilos
Gram negativos de los géneros Pseudomonas y Erwinia, por otro lado y segun Perea et al. (2011)
y Muthoni et al. (2014), esta Ralstonia sp., un bacilo Gram negativo causante de marchitez

bacteriana en solanaceas. También Coutinho et al. (2021) indican que se puede encontrar a
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Pectobacterium bacteria, bacilo Gram negativo causando pudriciones vasculares y pudriciones
blandas en un amplio rango de cultivos agricolas y plantas ornamentales. En esta investigacion,
los aislamientos preseleccionados fueron bacilos Gram negativos, sin embargo y de acuerdo las
pruebas biogquimicas preliminares y la clasificacion segin Shaad y Kutsman, (2004), no se
identificé a Pseudomonas, Erwinia o Xanthomonas, no obstante, existe la posibilidad que estén
asociados a la pudricion vascular, lo cual implica que es necesario seguir evaluando el
comportamiento y las caracteristicas de estos aislamientos.

Es importante mencionar que este trabajo de investigacion como opcién de grado hace
parte de un proyecto de mayor alcance y solamente esta circunscrito a la colecta de las muestras
bioldgicas para el aislamiento y caracterizacion preliminar de los microorganismos asociados a la
pudricién vascular de la papayuela. En las fases posteriores del proyecto institucional se aborda
con mayor detalle los aspectos de manejo agronémico y del componente ambiental que inciden

en las condiciones del cultivo y del propio manejo de la enfermedad.
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Conclusiones
En el ejercicio de visita a campo se logro confirmar visualmente la presencia de pérdidas
vegetales por pudricion, lo cual implica la presencia de un agente fitopatdgeno que esta causando
la enfermedad. Los aislamientos realizados en los 4 municipios demuestran preliminarmente que
16 aislamientos bacterianos y 4 hongos pueden estar asociados al origen y el desarrollo de la

pudricién vascular de la papayuela.

Los aislamientos bacterianos y fangicos en las pruebas enzimaticas en medio ligninolitico
evidenciaron diferentes niveles de actividad o produccion de enzimas ligninoliticas, lo que puede
implicar la posibilidad de que estos microorganismos estan asociados como agentes causales de la

enfermedad de marchitez vascular de la papayuela.

Los aislamientos bacterianos y fungicos en las pruebas enzimaticas en medio celulolitico
mostraron crecimiento en este medio pero no tienen actividad celulolitica al no observarse halos

de hidrolisis alrededor del crecimiento microbiano.

Con las pruebas morfoldgicas y bioquimicas para los aislamientos bacterianos no se logro
identificar ninglin microorganismo relacionado con los fitopatdgenos géneros causantes de
marchitez vascular como son Pseudomonas, Xanthomonas y Erwinia. No obstante existe la

posibilidad que estén asociados a la pudricién vascular.

A partir de las pruebas morfologicas taxondémicas para aislamientos fungicos se pudo

caracterizar al género Fusarium en las muestras de los 4 municipios de Boyaca.
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Recomendaciones

Los diferentes comportamientos de los microorganismos en las pruebas bioquimicas y

en

los ensayos enzimaticos, no permitieron concluir con claridad que estos puedan ser 0 no agentes

causales de marchitez vascular por tanto se requiere seguir realizando pruebas confirmatori

as

moleculares para identificarlos y estudios de mayor profundidad como ensayos de patogenicidad

para poder determinar su condicion fitopatdgena en el cultivo de la papayuela.

Se recomienda efectuar pruebas de reaccion de hipersensibilidad (RH) con los 16
aislamientos bacterianos y los 4 hongos aislados, por ser una respuesta rapida. Se podrian
infiltrar suspensiones de estos microorganismos en diferentes tramos de hojas o tejidos de
plantas indicadoras como pimentdn o tabaco para infectar y luego observar necrosis a las 24
horas. Segin Gémez et al. (2011) Esta reaccion de hipersensibilidad (RH) es considerada una
manifestacion principal de resistencia de las plantas al ataque por patdgenos y se evidencia por
una muerte rapida de las células vegetales relacionada con la limitacion del crecimiento del

patdgeno, que habitualmente se identifica con necrosis en el sitio de infeccidn.

Se sugiere para futuros trabajos, ademas, realizar muestreos y analisis de

microorganismos asociados a la rizésfera del cultivo afectado en los diferentes sitios de estudio.
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ANEXos

ALCALDIA MUNICIPAL DE MARIP| BOYACA FM-10
MODELO INTEGRADO DE PLANEACION Y GESTION ~ %
MIPG T Version 10
MARIDY I e | 010K
OFICIO wo—1 2018
~Pagina 1de2
Maripl 16 de Agosto de 2022
DOCTORA:
ELIANA LICET PEREZ PEREZ
SECRETARIA DE AGRICULTURA
Cordial saludo.

De manera atenta solicito los serviclos de la Secretarla de Agricultura ya que en nuestro Municipio

Maripi Boyacd occidente del Departamento, en la vereda de Sabaneta se registré un problema
fitosanitario en el cultivode papayuela.

El diagnéstico fue emitido por el Instituto Colombiano Agropecuario ICA de Chiquinquira donde
mediante la toma de muestras se identificé el patégeno dando como resultado Fusarium
oxysporum.

El avance de la situacién es preocupante ya que muchas familias de esta vereda derivan su sustento
de este producto. Solicitamos su colaboracién con profesionales idéneos en el tema para generar
un plan de accién en la vereda Sabaneta con los productores de parpayuela para contrarrestar la
problematica. Desde la Administracién Municipal estamos atentos a colaborar en lo que requieran
para hacer presencia en nuestro Municipio y la secretaria de Desarrollo Agropecuario y Ambiental
estard a disposicién de para reunir y capacitar a los productores afectados.

Hago llegar una cordial invitacién para el dfa viernes 26 de Agosto a partir de las 9 am escuela
vereda sabaneta donde ademés estamos haclendo extensiva a las diferentes instituciones como
Instituto Colomblano Agropecuario ICA, AGROSAVIA y ASOFRUCOL

Esperamos contar con su presencla como Institucidn,

- S
DIRCE GUERRERO CA|
SECRETARIA DESARROLLO AGROPECUARIO Y AMBIENTAL.
CEL 3183374339

“MARIPI UN COMPROMISO DE CORAZON", 2020-2023 Palacio 'y
Municipal Centro Cra.5* No, 3-30 Cel.: 312 629 6934 Telefax; 098 7268121 ‘ ' .m
Web: www.Maripi-boyaca.gov.co e-mall; goblemo@Maripl-boyaca.gov.co sl i
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Anexo 2
Pruebas bioquimicas
e (Catalasa
La catalasa es una enzima que descompone el perdéxido de hidrégeno (H202) en agua (H20) y
oxigeno (02). El peroxido de hidrogeno se forma como uno de los productos finales de
oxidacion del metabolismo aerobio de los hidratos de carbono, la mayor parte de las bacterias
aerobias y anaerobias facultativas poseen actividad catalasa (Macfaddin, 2003).
Procedimiento
Con una aguja de inoculacion o con un palillo de madera, transferir parte del centro de una
colonia a la superficie de un portaobjetos.
Agregar una gota de perdxido de hidrégeno al 3% y observar la formacién de burbujas
(liberacion de gas).
Interpretacion
La aparicion rapida y sostenida de burbujas o efervescencia constituye una reaccién positiva.
Debido a que algunas bacterias poseen enzimas distintas de catalasa que pueden descomponer el
perdéxido de hidrégeno, la observacion de unas pocas burbujas pequefias después de 20 a 30
segundos no se considera un resultado positivo.
e Oxidasa
Los citocromos son hemoproteinas que contienen hierro y actian como ultimo eslabén de la
cadena de respiracion aerobia, transfieren electrones (hidrégeno) al oxigeno y forman agua. El

sistema citocromo se encuentra en microorganismos aerobios o microaerdéfilos y anaerobios
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facultativos, de tal forma que la prueba de la oxidasa es importante para identificar
microorganismos que carecen de la enzima o que son aerobios obligados.

Los diversos colorantes para la prueba de oxidasa son aceptores de electrones artificiales; el
reactivo parafenilendiamina es incoloro en estado reducido, pero en presencia de citocromo
oxidasa y el oxigeno atmosférico se oxida formando azul de indofenol, razon por la cual la
reaccién oxidasa positiva muestra un compuesto coloreado (Macfaddin, 2003).
Interpretacion

Los microorganismos con el sistema citocromo oxidasa presentan una reaccion positiva al
contacto con el reactivo parafenilendiamina cambiando su estado incoloro a azul, morado o

fuccia.
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Anexo 3
Medios solidos para evaluacion enzimatica

1. Medio Carboximetilcelulosa

Formulacion g/L
Carboxihemiceluosa CMC 10g
Sulfato de amonio (NH4)2S04 0.5g
Cloruro de calcio CaCl2 0.5¢
Sulfato de magnesio MgSO4 0.1g
Fosfato dibéasico de potasio KH2PO4 0.1g
Agar 159

2. Medio Lignina

Formulacion g/L

Salvado de trigo 49

Agar 159




Anexo 4

INFORME ESTADISTICO

A continuacion, se describe el comportamiento del crecimiento de bacterias bajo la aplicacion de

diferentes tratamientos.

CRECIMIENTO BACTERIAS LIGNINOLITICAS.

Inicialmente se presentan algunas medidas descriptivas del crecimiento por tratamiento para las

bacterias ligninoliticas.

CRECIMIENTO  stdr se Min Max Q25 Q50 Q75

T1

T10

T11

T12

T13

T14

T15

T16

T17

T2

T3

T4

TS5

6.000000 0.000000090.5444978 6 6 6 6 6

6.888889 0.333333390.5444978 6 7 7 7 7

15.222222 3.5276684 9 0.5444978 9 20 14 16 16

7.888889 1.6158933 9 0.5444978 6 10 6 8 9

15.888889 2.9767618 9 0.5444978 11 20 15 15 17

10.000000 0.0000000 9 0.5444978 10 10 10 10 10

14.666667 0.5000000 9 0.5444978 14 15 14 15 15

13.333333 1.5811388 9 0.5444978 12 16 12 13 13

14.666667 2.6457513 9 0.5444978 11 18 12 15 17

0.222222 1.8559215 9 0.5444978 8 12 8 8 11

6.000000 0.000000090.5444978 6 6 6 6 6

8.000000 0.0000000 9 0.5444978 8 8 8 8 8

8.000000 0.0000000 90.5444978 8 8 8 8 8
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T6 7.666667 1.8027756 9 0.5444978 6 10 6 7 10

T7 8.4444441.5092309 9 0.5444978 7 11 8 8 8
T8 10.1111111.26929559 0.5444978 8 11 10 11 11

T9 8.3333331.000000090.5444978 7 9 7 9 9

Se puede apreciar que los tratamientos 13, 11, 15y 17 presentan los mayores promedios en

cuanto al crecimiento de las bacterias, junto con la mayor variabilidad entre las réplicas, en la

siguiente grafica se puede apreciar lo mencionado anteriormente.

Crecimiento Bacterias Lignoliticas por tratamiento

{

18

16

14
!

12

CRECIMIENTO

10

T T T T T T T T T T T T
™ T10 T T12 T13 T14 T15 T16 T7 T2 T3 T4

TRATAMIENTO

T T T T T
5 6 7 T8 T9

Los resultados anteriores muestran que los promedios del crecimiento ... presentan diferencias,

sin embargo, méas adelante se verificara si estas diferencias son significativas o no, se prueba la

normalidad en la variable respuesta (crecimiento), encontrando que esta variable no sigue una

distribucion normal, a continuacion, los resultados de la prueba.

Shapiro-Wilk normality test
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data: CRECIMIENTO

W = 0.88822, p-value = 0.000000002307

Este supuesto béasico para el analisis de varianza no se cumple, sin embargo, se procede a realizarlo,
a fin de identificar si las diferencias entre los promedios de los tratamientos son significativas o
no, se prueba el siguiente sistema de hipotesis:
Hy: g =+ = Uy, k=123
Hy:pg # uj, para algan par (i,j)
El anterior sistema de hipotesis se prueba con un andlisis de varianza, los resultados se muestran a
continuacion:
Tabla de Andlisis de varianza
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
TRATAMIENTO 16 1638.1 102.38 38.37 <2e-16 ***

Residuals 136 362.9 2.67

Signif. codes: 0 ***'0.001 **' 0.01"*'0.05"'.'0.1"'1

En los resultados obtenidos en el analisis de varianza se rechaza la hipotesis nula, es decir, el
crecimiento promedio entre los tratamientos difiere significativamente en al menos un par de
promedios de los sistemas (p-valor inferior al 5%), a fin de identificar la procedencia de estas
diferencias se plantea la prueba de Duncan, la cual esta encaminada a determinar que parejas de

medias difieren significativamente, los resultados se presentan a continuacion:
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Means with the same letter are not significantly different.

CRECIMIENTO groups
T13 15.888889 a
T11 15.222222 a
T15 14.666667 ab
T17 14.666667 ab
T16 13.333333 b
T8 10.111111 c
T14 10.000000 cd
T2 9.222222 cde
T7 8.444444  def
T9 8.333333 ef
T4 8.000000 ef
T5 8.000000 ef
T12 7.888889 ef
T6 7.666667 ef
T10 6.888889 fg
T1 6.000000 g

T3 6.000000 g

De acuerdo a la prueba anterior se identifica que los crecimientos de los tratamientos 13 y 11

difieren significativamente de los demas tratamientos y son superiores, ...
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CRECIMIENTO BACTERIAS CELULOLITICAS.

Inicialmente se presentan algunas medidas descriptivas del crecimiento por tratamiento para las

bacterias celuloliticas.

CRECIMIENTO  stdr se Min Max Q25 Q50 Q75

T1

T10

T11

T12

T13

T14

T15

T16

T17

T2

T3

T4

TS5

T6

T7

T8

5.00000 0.0000000 3 0.4428074 5 5 5.0 550

5.00000 0.0000000 3 0.4428074 5 5 5.0 5 5.0

15.00000 3.0000000 3 0.4428074 12 18 13.5 1516.5

5.00000 0.0000000 3 0.4428074 5 5 5.0 5 5.0

10.33333 0.5773503 3 0.4428074 10 1110.0 1010.5

5.00000 0.0000000 3 0.4428074 5 5 5.0 5 5.0

5.00000 0.0000000 3 0.4428074 5 5 5.0 5 5.0

5.00000 0.0000000 3 0.4428074 5 5 5.0 5 5.0

17.66667 0.5773503 3 0.4428074 17 1817.5 18 18.0

5.00000 0.0000000 3 0.4428074 5 5 5.0 550

5.00000 0.0000000 3 0.4428074 5 5 5.0 550

5.00000 0.0000000 3 0.4428074 5 5 5.0 550

5.00000 0.0000000 3 0.4428074 5 5 5.0 550

10.33333 0.5773503 3 0.4428074 10 1110.0 1010.5

5.00000 0.0000000 3 0.4428074 5 5 5.0 5 5.0

10.00000 0.0000000 3 0.4428074 10 10 10.0 1010.0
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T9  5.00000 0.0000000 3 0.4428074 5 5 5.0 5 5.0

Se puede apreciar que los tratamientos 17, 11, 13, 6 Y 8 presentan los mayores promedios en

cuanto al crecimiento de las bacterias, junto con la mayor variabilidad entre las réplicas, los demas

tratamientos tienen un comportamiento constante en las mediciones de las réplicas, en la siguiente

grafica se puede apreciar lo mencionado anteriormente.

Crecimiento Bacterias Celuloliticas por tratamiento
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Los resultados anteriores muestran que los promedios del crecimiento ... presentan diferencias,

sin embargo, méas adelante se verificara si estas diferencias son significativas o no, se prueba la

normalidad en la variable respuesta (crecimiento), encontrando que esta variable no sigue una

distribucion normal, a continuacion, los resultados de la prueba.

Shapiro-Wilk normality test

data: CRECIMIENTO

W =0.61952, p-value = 2.97e-10
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Este supuesto basico para el analisis de varianza no se cumple, especialmente por las mediciones
constantes en el crecimiento de las bacterias en la mayoria de los tratamientos, sin embargo, se
procede a realizar el analisis de varianza, a fin de identificar si las diferencias entre los promedios
de los tratamientos son significativas o no, se prueba el siguiente sistema de hipotesis:

Hy:pg =+ = yg, k=123

Hy:pg # uj, para algan par (i,j)
El anterior sistema de hipotesis se prueba con un andlisis de varianza, los resultados se muestran a
continuacion:
Tabla de Andlisis de varianza

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

TRATAMIENTO 16 767.7 47.98 81.57 <2e-16 ***

Residuals 34 20.0 0.59

Signif. codes: 0 ™***'0.001 **'0.01*'0.05".'0.1"''1

En los resultados obtenidos en el analisis de varianza se rechaza la hip6tesis nula, es decir, el
crecimiento promedio entre los tratamientos difiere significativamente en al menos un par de
promedios de los sistemas (p-valor inferior al 5%), a fin de identificar la procedencia de estas
diferencias se plantea la prueba de Duncan, la cual estd encaminada a determinar que parejas de
medias difieren significativamente, los resultados se presentan a continuacion:

Means with the same letter are not significantly different.

CRECIMIENTO groups
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T17 17.66667 a
T11 15.00000 b
T13 10.33333 ¢
T6 10.33333 ¢
T8 10.00000 ¢
T1 5.00000 d
T10 5.00000 d
T12 5.00000 d
T14 5.00000 d
T15 5.00000 d
T16 5.00000 d
T2 5.00000 d
T3 5.00000 d
T4 5.00000 d
T5 5.00000 d
T7 5.00000 d

T9 5.00000 d

De acuerdo a la prueba anterior se identifica que el crecimiento de las bacterias celuloliticas en el
tratamiento 17 es significativamente superior al crecimiento de los demas tratamientos, de acuerdo
con la prueba de Duncan se identifican 4 grupos de tratamientos que generan resultados similares

(no muestran diferencias significativas).
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CRECIMIENTO HONGOS LIGNINOLITICA.

Inicialmente se presentan algunas medidas descriptivas del crecimiento por tratamiento para los

hongos ligninoliticos.

CRECIMIENTO std r  seMinMax Q25 Q50 Q75

T1

T2

T3

T4

TS5

53.16667 21.75600 18 4.786445 19 81 36.25 55.5 72.00

44.05556 17.41018 18 4.786445 22 75 31.2542.550.75

38.05556 11.30576 18 4.786445 23 56 29.00 36.5 47.00

62.66667 22.00535 18 4.786445 33 90 44.25 59.0 90.00

4433333 25.95018 18 4.786445 14 85 21.00 38.5 69.50

Se puede apreciar que los tratamientos 4 y 1 presentan los mayores promedios en cuanto al

crecimiento de los hongos, el tratamiento 5 presenta la mayor variabilidad entre las mediciones de

las réplicas, en la siguiente grafica se puede apreciar lo mencionado anteriormente.
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Crecimiento Hongos Lignolitica por tratamiento
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Los resultados anteriores muestran que los promedios del crecimiento ... presentan diferencias,
sin embargo, méas adelante se verificara si estas diferencias son significativas o no. Adicionalmente

se presenta la evolucion del crecimiento en el tiempo (dias de mediciénalos 2, 3,4, 5,6y 7).

92



Crecimiento Hongos Lignolitica por dias
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Como se aprecia en la gréafica anterior al dia 2 el crecimiento de los hongos es similar en los 5
tratamientos (baja variabilidad), mientras que la mayor variabilidad en las mediciones se presenta
al dia 6, también se identifican unos crecimientos fuera de lo normal al dia 7 (mediciones bajas en
el tratamiento 3). Se prueba la normalidad en la variable respuesta (crecimiento), encontrando que

esta variable no sigue una distribucién normal, a continuacidn, los resultados de la prueba.

Shapiro-Wilk normality test

data: CRECIMIENTO

W = 0.94578, p-value = 0.0009276
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Este supuesto basico para el andlisis de varianza no se cumple, sin embargo, se procede a realizar
el analisis de varianza, a fin de identificar si las diferencias entre los promedios de los tratamientos
son significativas 0 no, se prueba el siguiente sistema de hipotesis:
Hy: g =+ = ug, k=123
Hy:pg # uj, para algan par (i,j)
El anterior sistema de hipotesis se prueba con un andlisis de varianza, los resultados se muestran a
continuacion:
Tabla de Andlisis de varianza
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
TRATAMIENTO 4 6636 1659.0 4.023 0.0049 **

Residuals 85 35052 412.4

Signif. codes: 0 ™**'0.001 **'0.01*'0.05".'0.1"''1

En los resultados obtenidos en el analisis de varianza se rechaza la hipotesis nula, es decir, el
crecimiento promedio entre los tratamientos difiere significativamente en al menos un par de
promedios de los sistemas (p-valor inferior al 5%), a fin de identificar la procedencia de estas
diferencias se plantea la prueba de Duncan, la cual esta encaminada a determinar que parejas de

medias difieren significativamente, los resultados se presentan a continuacion:

CRECIMIENTO groups
T4 62.66667 a

T1 53.16667 ab
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T5 44.33333 bc
T2 44.05556 bc

T3 38.05556 ¢

De acuerdo a la prueba anterior se identifica que el crecimiento de hongos lingoliticas en el
tratamiento 4 es significativamente superior al crecimiento de los tratamientos 2,3 y 5, pero no

difiere significativamente del 1.

CRECIMIENTO HONGOS CELULOLITICAS.

Inicialmente se presentan algunas medidas descriptivas del crecimiento por tratamiento para los

hongos celulolitica.

CRECIMIENTO  stdr se Min Max Q25 Q50 Q75
T1 80.00000 1.0000000 3 0.7745967 79 81 79.5 80 80.5
T2 32.00000 2.6457513 3 0.7745967 30 3530.5 3133.0
T3 63.66667 0.5773503 3 0.7745967 63 64 63.5 64 64.0
T4 73.66667 0.5773503 3 0.7745967 73 7473.5 74 74.0

TS 69.333330.5773503 3 0.7745967 69 7069.0 69 69.5

Se puede apreciar que el tratamiento 1 y 4 presentan los mayores promedios en cuanto al
crecimiento de las bacterias, la variabilidad entre las réplicas es similar en los tratamientos 3, 4 y

5, en la siguiente grafica se puede apreciar lo mencionado anteriormente.
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Crecimiento Hongos Celulolitica por tratamiento
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Los resultados anteriores muestran que los promedios del crecimiento ... presentan diferencias,
sin embargo, méas adelante se verificara si estas diferencias son significativas o no, se prueba la
normalidad en la variable respuesta (crecimiento), encontrando que esta variable no sigue una

distribucion normal, a continuacion, los resultados de la prueba.

Shapiro-Wilk normality test

data: CRECIMIENTO

W = 0.78814, p-value = 0.0026
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Este supuesto basico para el andlisis de varianza no se cumple, sin embargo, se procede a realizar
el analisis de varianza, a fin de identificar si las diferencias entre los promedios de los tratamientos
son significativas 0 no, se prueba el siguiente sistema de hipotesis:

Hy: g =+ = ug, k=123

Hy:pg # uj, para algan par (i,j)

El anterior sistema de hipotesis se prueba con un andlisis de varianza, los resultados se muestran a
continuacion:
Tabla de Andlisis de varianza
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
TRATAMIENTOS 4 4205 1051.2 584 8.41e-12 ***

Residuals 10 18 1.8

Signif. codes: 0 ™***'0.001 **'0.01*'0.05".'0.1"''1

En los resultados obtenidos en el analisis de varianza se rechaza la hip6tesis nula, es decir, el
crecimiento promedio entre los tratamientos difiere significativamente en al menos un par de
promedios de los sistemas (p-valor inferior al 5%), a fin de identificar la procedencia de estas
diferencias se plantea la prueba de Duncan, la cual esta encaminada a determinar que parejas de

medias difieren significativamente, los resultados se presentan a continuacion:

Means with the same letter are not significantly different.
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CRECIMIENTO groups
T1 80.00000 a
T4 73.66667 b
TS5 69.33333 ¢
T3 63.66667 d
T2 32.00000 e
De acuerdo a la prueba anterior se identifica que el crecimiento de los hongos es significativamente
diferentes en cada uno de los tratamientos, siendo el tratamiento 1 superior a los demés y el

tratamiento 2 tiene mediciones del crecimiento de hongos inferior a los demas tratamientos.
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