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RESUMEN

Objetivo. Evaluar la patogenicidad de Fusarium spp. Proveniente de diferentes origenes de
aislamiento sobre tres especies vegetales. Metodologia. Se realizaron pruebas de patogenicidad
cruzada en tres especies vegetales (clavel, tomate y gulupa) a partir de 12 aislamientos de
Fusarium spp. provenientes de humanos, animales y plantas. Durante un periodo de dos meses,
se evalu6 semanalmente la sintomatologia caracteristica del marchitamiento vascular (clorosis,
pérdida de turgencia, epinastia y defoliacién) de cada una de las especies vegetales. Pasados los
dos meses de esta evaluacion, se determiné el avance del patégeno en el tallo, necrosis vascular,
presencia/ausencia de manchas necroéticas en tallo y raiz y pudricion de raices. Resultados. Para
la especie vegetal Dianthus caryophyllus (clavel), se observaron sintomas caracteristicos de
fusariosis causados por el aislamiento 314 (F. oxysporum) como necrosis vascular, manchas
necrdticas en tallo, pudricién de raiz y marchitamiento de las plantas, lo que permitié establecer
una escala de severidad; adicionalmente, todos los aislamientos de Fusarium spp. pudieron ser
recuperados a partir de las plantas infectadas. En relacién a las especies vegetales Lycopersicon
esculentum Mill (tomate) y Passiflora edulis Sims (gulupa), se encontré que todos los
aislamientos causaron necrosis vascular, manchas necréticas en raiz y tallo, pero no se observo
clorosis, defoliacion, epinastia ni pérdida de turgencia, para estas especies también se lograron
recuperar los aislamientos a partir de las plantas infectadas. Conclusiones. Los diferentes
aislamientos de Fusarium spp. empleados en el estudio pudieron establecerse y manifestar
algunos sintomas del marchitamiento vascular en las plantas de clavel, tomate y gulupa,
independientemente de su especie u origen de aislamiento, por lo cual este hongo podria ser

considerado como un posible modelo de patégeno multihospedero.

Palabras clave: Fusariosis. Marchitamiento vascular. Patdgeno multihospedero.

1. INTRODUCCION

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos hialinos, estos pueden encontrarse

generalmente en el suelo por lo cual han sido relacionados con procesos de patogenicidad en

plantas (Summerell y Leslie 2011). Estos hongos con capacidad fitopatégena pueden afectar



raices, tallos y hojas en diferentes cultivos a nivel mundial (Reyes et al. 2012). De las
enfermedades producidas por este género destaca el marchitamiento vascular, la cual afecta
cultivos de gran interés econdmico en el sector agricola, disminuyendo significativamente la

produccién y la calidad de los mismos (Ortiz 2012).

Algunos hongos pertenecientes al género Fusarium también han sido reportados como patégenos
emergentes que pueden causar afecciones tanto en humanos como en animales (Olivares et al.
2005). Especies como F. oxysporum, F. solani, F. verticillioides, F. sporotrichioides, entre otras
han sido relacionadas con procesos de patogenicidad en plantas (Summerell y Leslie 2011) y en
humanos donde se pueden encontrar con una mayor frecuencia F. solani y F. oxysporum, asi

como F. verticillioides entre otras, en una menor proporcion (Nucci y Anaissie 2007).

Aunque Fusarium es reconocido como un patdgeno capaz de generar enfermedades en diferentes
hospederos, su capacidad patogénica no esta del todo clara, por lo cual se han realizado estudios
en donde se abarcan diferentes aspectos sobre este patogeno. Entre estas destacan las pruebas de
patogenicidad en plantas las cuales se llevan a cabo en plantas susceptibles al patégeno y se

realizan con aislamientos patégenos de estas plantas (Alvarado 2014).

Estas pruebas de patogenicidad son importantes en la determinacién de la capacidad de cierto
microorganismo para hacer saltos entre reinos, pero se debe destacar que para cualquiera que sea
el hospedero, el éxito del desarrollo de la enfermedad dependerd de la interaccion entre los
factores de patogenicidad que produzca el patégeno, la capacidad para evadir las respuestas de
defensa del hospedero y la susceptibilidad del hospedero al patégeno ademds del entorno en el

que se dé la interaccién (Van Baarlen et al. 2007).

En el presente trabajo se realizaron pruebas de patogenicidad cruzada en plantas de clavel, tomate
y gulupa con aislamientos de Fusarium provenientes de diferentes origenes (Humanos, Animales
y plantas) con lo cual se pretende generar evidencias experimentales que permitan el

planteamiento de Fusarium como un modelo de patégeno multihospedero.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Los hongos pertenecientes al género Fusarium son reconocidos como microorganismos con
capacidad fitopatégena, afectando raices, tallos y hojas en diferentes cultivos a nivel mundial
(Reyes et al. 2012). Una de las enfermedades producidas por este género, mds ampliamente
distribuidas, es el marchitamiento vascular, que afecta cultivos de gran interés econémico en el
sector agricola, disminuyendo de manera significativa la produccién y la calidad de los mismos
(Ortiz 2012). Ejemplo de esto son los cultivos de solandceas como el tomate (Gonzilez et al.
2012) y pasifloraceas como la gulupa (Cruz et al. 2012). Ademads, esta enfermedad también es
uno de los principales limitantes en cultivos ornamentales de exportacion en Colombia,
especialmente el clavel (Trujillo et al. 2005).

De igual manera, Fusarium ha sido reportado como un patégeno emergente que puede ocasionar
diferentes afecciones tanto en humanos como en animales (Olivares et al. 2005). En el caso de
humanos, se ha encontrado que la mayoria de los afectados son pacientes inmunosuprimidos, en
los que se da una infeccidén a nivel sistémico, razén por lo cual se reconoce como una causa
importante de morbilidad y mortalidad en estos pacientes. Ademads, puede causar enfermedades
alergénicas y micotoxicosis en pacientes inmunocompetentes por la ingestion de comida
contaminada por toxinas del patégeno. También presenta una alta prevalencia de lesiones
superficiales, en piel, uflas y cornea (Cohén 2000; Nucci & Anaissie 2007). En cuanto al sector
pecuario, se han reportado lesiones superficiales y micotoxicosis en los animales, lo cual ha
llegado a generar abortos y diminucion en su crecimiento (Desjardins y Proctor 2007; Nucci &
Anaissie 2007; Fagbamila et al. 2010).

Por lo mencionado anteriormente y debido a que un mismo aislamiento de Fusarium tiene la
potencial capacidad de infectar una amplia gama de hospederos, algunas especies se han
considerado como posibles modelos de patégenos multihospedero. Un ejemplo de esto es F.
oxysporum, pues reune las caracteristicas patogénicas necesarias para generar enfermedades en
hospederos diferentes, ademds de ser causante de fusariosis vascular en las plantas, es un
patégeno emergente oportunista de humanos (Di Prieto y Roncero 2004). A pesar de que se
reconoce esta capacidad de Fusarium, solo hay dos reportes que evalian la capacidad de este
patdgeno para hacer saltos entre reinos en hospederos animales (Navarro-Velasco et al. 2011;

Ortoneda et al. 2004). Por esta razén y por las implicaciones a nivel econémico y sanitario que



presentan las infecciones por este hongo, el estudio de la patogenicidad cruzada de aislamientos
de Fusarium provenientes de diferentes origenes (humanos, animales y plantas) en diferentes
especies vegetales (clavel, tomate y gulupa) se hace necesario para caracterizar su capacidad
infectiva en plantas y de esta manera generar evidencias experimentales que permitan el

planteamiento de Fusarium como un modelo de patdgeno multihospedero.

3. REFERENTES CONCEPTUALES

3.1. Generalidades de Fusarium

Los hongos pertenecientes al género Fusarium presentan una gran distribucién a nivel mundial,
cominmente en el suelo, aire y agua. Son de gran importancia desde el punto de vista agricola
(Arbeldez 2000). Este género se encuentra en el filo Ascomycota, clase-forma Hyphomycetes,
que se caracteriza por la produccién de macroconidios, microconidios y clamidosporas, siendo
las ultimas los propdgulos maés resistentes. Los macroconidios se caracterizan por ser fusiformes
y fragmentados con una célula basal en forma de pie, su forma es el principal criterio taxonémico
para identificacion a nivel de especie (Sudrez 2002). Las colonias de Fusarium crecen de manera
rdpida y presentan colores blancos, rosados, morados o grises en agar papa dextrosa, el micelio
puede presentarse con una densidad alta o baja con textura algodonosa o aterciopelada (Dignani y
Anaissie 2004).

Summerell y Laurence (2010) reportan que inicialmente Fusarium fue descrito por Link en el afio
1809, quien lo agrupé en un género que llamé Fusisporium, basindose en F. roseum,
posteriormente en el afio 1821, se definieron alrededor de 1000 especies cuya descripcion
dependia de la asociacién con un hospedero. En 1935, Wollenweber y Reinking proporcionaron
un sistema subgenérico basado en 16 secciones, muchas de las cuales todavia son utilizadas como
un medio por el cual el género se puede dividir en el proceso de identificacion. En los afios 1940
a 1954, Snyder y Hansen, redujeron el nimero de especies dentro del género a nueve, esta
simplificacion hizo que la identificacion y la diagnosis de las especies de Fusarium fuera mucho
mads simple, pero los conceptos de especies fueron polifiléticos, por lo que una gran parte de los
datos en funcion de las cepas identificadas por el uso de estos conceptos de especie es ahora

dificil de interpretar. En los afios 1971, 1982 y 1983 en los trabajos de Booth, Gerlach y



Nirenberg, y Nelson y colaboradores respectivamente, se deshicieron la mayor parte de los
cambios que propusieron Snyder y Hansen y se dio lugar a sistemas taxonémicos que tomaron el
enfoque de Wollenweber y Reinking. En estos sistemas se tomd con mayor atenciéon la
evaluacion de caracteristicas morfolégicas como las células conidiégenas, macro y microconidios
y clamidosporas (Summerell y Laurence 2010). Han sido reportadas 500 especies de Fusarium,
pero este nimero de especies y su documentacion puede continuar incrementdndose en la medida
en que nuevos ecosistemas sean explorados, asi como los conceptos generales de especies son

redefinidos con mayor precision (Summerell y Laurence 2010).

3.2. Fusarium como patégeno

El género Fusarium ha sido considerado como un modelo de patogénesis multihospedero, esto
debido a la capacidad que presenta para infectar tanto a plantas, como a animales y humanos (Di

Pietro y Roncero 2004).

En humanos, se reporta como un patégeno oportunista emergente, causando infeccién fingica
invasiva en pacientes inmunocomprometidos (D1 Pietro y Roncero 2004; Nucci y Anaissie 2007).
La fusariosis invasiva es una de las enfermedades fingicas mas devastadoras, pues esta afecta en
su mayoria a pacientes con leucemia y destinatarios de transplante de células hematopoyéticas.
Se cree que la infeccion se adquiere por inhalacién de conidios, y la piel también puede ser en

ocasiones un portal de entrada por la ruptura del tejido u onicomicosis (Varén et al. 2013).

Cohén (2000) reporta que la gran mayoria de pacientes afectados por infeccién diseminada por
Fusarium spp. son pacientes con cancer hematolégico (leucemia, linfoma), es decir en pacientes
inmunosuprimidos. En pacientes inmunocompetentes se han evidenciado infecciones localizadas
en piel, ufas y cérnea (Cohén 2000). Por su parte, en el sector pecuario, se han reportado lesiones
superficiales y micotoxicosis en los animales, lo cual ha llegado a generar abortos y diminucién

en el crecimiento de estos (Desjardins y Proctor 2007; Fagbamila et al. 2010).

Por otro lado, en plantas, Fusarium es el hongo fitopatégeno con el mayor nimero de especies

que causa serias enfermedades alrededor del mundo. Dentro de estas especies se destaca F.



oxysporum que causa marchitamiento vascular, por otro lado esta F. solani que es el principal
causante de pudricion de raiz y semillas, acompafiado por la produccién de micotoxinas (Agrios

2005).

Fusarium puede sobrevivir en el suelo como micelio, conidios o clamidosporas en ausencia de un
hospedero. Si el hospedero esta presente, entonces el micelio o los propagulos en germinacion
penetran las raices del hospedero, luego al sistema vascular (xilema) y alli se distribuye y

multiplica causando en el hospedero sintomas de marchitamiento (Agrios 2005).

3.3. Especies vegetales y desarrollo de la infeccion por Fusarium

3.3.1. Gulupa (Passiflora edulis Sims)

La gulupa es una planta con habito de enredadera perteneciente a la familia Passifloraceae, su
arquitectura estd determinada por el tallo principal a partir del cual se desprenden numerosas
ramas laterales, presenta un sistema radicular débil y no presenta una raiz principal definida, tiene
extensas raices laterales superficiales que son de color marfil y se distribuyen generalmente en
los primeros 45 cm de profundidad en el suelo. El tallo de esta planta es subangular, hueco,
glabro y estriado, sus hojas son alternas, simples, glabras y trilobuladas con bordes dentados

(Ortiz 2010).

El cultivo de gulupa, gracias a sus propiedades organolépticas, ha adquirido una gran importancia
en los mercados europeos. Dentro de los paises que tienen gran participacion en la oferta de este
producto, se encuentra Colombia debido a su gran potencial productor, pues durante el afio 2010
exporté US$9,2 millones, ocupando el segundo lugar de exportacién dentro de las frutas, siendo

el primero la uchuva (Cruz et al. 2012).

A pesar de esta creciente demanda, la producciéon a nivel nacional no ha tenido el aumento
esperado, debido a problemas fitosanitarios que afectan el cultivo, pues este es susceptible a

diferentes microorganismos como virus, bacterias, nematodos y hongos. Dentro de las



enfermedades que generan una mayor limitacion en el cultivo, estd la secadera o fusariosis

causada por hongos del género Fusarium (Cruz et al. 2012).

Segin Di Prieto et al. (2003) citado en el trabajo de Cruz et al. (2012), la infeccién comienza
cuando las raices de la planta se encuentran en suelos contaminados con propagulos de
resistencia del hongo (clamidosporas), las cuales comienzan a germinar, lo que da inicio al
proceso de infeccion. Las hifas de Fusarium se adhieren a la raices de la planta penetrandolas a
través de heridas, luego el micelio del hongo avanza hasta el sistema vascular de la planta,
especificamente el xilema. Estando alli, Fusarium utiliza el xilema como un sistema de transporte
que le permite diseminarse de manera rapida mediante el crecimiento rdpido de sus hifas y por la
produccién abundante microconidios, estas pueden circular mas facilmente en el flujo de agua y

de esta manera ir invadiendo toda la planta (Cruz et al. 2012).

Segtn lo reportado por Sun & Matthews (2008), en el trabajo de Cruz et al. (2012), con el
crecimiento y el desarrollo del hongo en la planta, esta reacciona con el fin de impedir su avance,
por lo cual genera geles o gomas y tilosas que cumplen la funcién de barreras fisicas y quimicas
para detener la infeccion. Como consecuencia de la obstruccion del sistema vascular, se
comienzan a observar sintomas de marchitez muy similares a los que se observan cuando la

planta presenta déficit hidrico (Cruz et al. 2012).

Esta sintomatologia, aunque inicialmente es leve, se vuelve cada vez mds agresiva e invasiva
ocasionando finalmente la muerte de la planta (Cruz et al. 2012). El tiempo que transcurre desde
el momento en que el hongo ingresa a la planta y el momento en que se hacen evidentes los
primeros sintomas de la enfermedad, puede diferir dependiendo del estado de desarrollo de la
planta y la intensidad de ataque del hongo, ademas de las condiciones ambientales en donde se
haya dado la interaccion (Agrios 2005). Los sintomas de la infeccidn, en estados iniciales, son la
clorosis de hojas jovenes y la epinastia de las hojas viejas, se observa deshidratacién que va
aumentando con el paso del tiempo afectando cada vez a un mayor nimero de hojas y ramas,
hasta que finalmente toda la planta se observa marchita, los frutos deshidratados no alcanzan la
madurez y el nimero de flores disminuye, en algunas ocasiones se puede observar abundante

micelio al interior del tallo (Agrios 2005; Cruz et al. 2012). En plantas en estadios juveniles de



desarrollo, las hojas bajas presentan amarillamiento seguido de una rdpida defoliacion severa,
ademds el crecimiento de las plantas se ve retardado con respecto al crecimiento de las plantas
sanas (Agrios 2005; Cruz et al. 2012). Otro sintoma que se observa es la coloracién marrén de
los haces vasculares (necrosis vascular), esto se observa al realizar un corte transversal del tallo

(Cruz et al. 2012).

3.3.2. Tomate (Lycopersicon esculentum Mill.)

El tomate es una hortaliza que pertenece a la familia Solanaceae, se encuentra constituida por un
tallo principal largo y con ramificaciones, presenta hojas con disposicion alterna. Sus tallos y las
hojas son de color verde y dsperas al tacto, su tallo es débil y por esto debe ser sembrado como
una enredadera (FAO 2006). Su raiz es pivotante pero tiende a ser fasciculada cuando la planta
proviene de trasplante. Todas las partes aéreas, junto con los pedinculos, pedicelos y cdlices
florales presentan pubescencia, sus tallos son angulosos con nodos compuestos de tres hojas y

una inflorescencia (Matas 2005).

El tomate es una de las solandceas de mayor importancia a nivel mundial, ocupa el segundo lugar
después del cultivo de la papa (Gonzalez et al. 2012), esto se debe a su drea sembrada y su alto
nivel de consumo. Los principales paises productores son: China, EEUU, Turquia, Egipto, Italia,
India, Irdn, Espafa, Brasil y México, los cuales contribuyen con cerca del 70% de la produccion
mundial. En Colombia, la produccién se encuentra dispersa por todo el pais, cultivindose en 18
departamentos, pero cerca del 80% de la produccion estd concentrada en los departamentos de
Cundinamarca, Norte de Santander, Valle del Cauca, Caldas, Huila, Risaralda y Antioquia, donde

se cultivan tradicionalmente las variedades chonto y milano (Jaramillo et al. 2006).

En estos cultivos pueden darse pérdidas en los rendimientos de hasta un 60% afectando también
la calidad del producto a causa de una de las enfermedades mds importantes que lo afectan, la
marchitez vascular, cuyo causante es Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, esta enfermedad

afecta alrededor de 32 paises (Jaramillo et al. 2006).



Las especies de Fusarium que causan la marchitez vascular, presentan un patrén similar de
infeccién en donde penetran por la raiz y colonizan en el tallo de las plantas el sistema vascular.
La colonizacién se ve restringida, igual que en plantas de gulupa, por la regién de entrada inicial,
pues se da una oclusion de los vasos por geles, deposiciones de calosa y tilosas, pero cuando los
geles y calosas son degradados por las enzimas pectinoliticas de Fusarium y el crecimiento de las
tilosas es inhibido, la colonizacién por Fusarium continua (Gonzdalez et al. 2012). Los primeros
sintomas de la enfermedad que se observan son el amarillamiento del follaje, comenzando con la
caida de las hojas, las hojas que han sido infectadas muestran un encrespamiento bajo y
posteriormente se oscurecen y se secan, la parte superior de la planta se marchita y se puede
observar oscurecimiento vascular en los tallos y los peciolos infectados, y los sistemas

radiculares se atrofian (Gonzalez et al. 2012).

Tanto para gulupa como para tomate, se han realizado estudios previos llevados a cabo por el
grupo de la Unidad de Investigaciones Agropecuarias (UNIDIA), al realizar ensayos de
patogenicidad sobre plantas de gulupa, se encontraron algunos sintomas de marchitamiento
vascular, en donde la totalidad de los aislamientos de los hongos empleados (las mismas series
100, 200, 300 y 400, del estudio actual) generaron una clorosis progresiva y ascendente de las
hojas con diferentes grados de amarillamiento, posteriormente al alcanzar el grado méaximo de
amarillamiento se dio una defoliacién. Ademas, se observd un retraso del crecimiento de las
plantas con respecto al control abiético, con algunos aislamientos se generd necrosis vascular,
pero con ninguno de los aislamientos evaluados se gener6 pudricién de raiz (Alvarado 2014). Por
su parte, al realizar ensayos de patogenicidad en tomate, se obtuvo una menor altura de los tallos
de las plantas infectadas con los aislamientos 314 (F. oxysporum) y 319 (F. solani) con respecto
al control abidtico, para ninguno de los aislamientos fue posible evidenciar los sintomas de
pudricién de raiz y tampoco ninguno de los sintomas asociados con la fusariosis vascular en este

tipo de plantas (Alvarado 2014).

3.3.3. Clavel (Dianthus caryophyllus L.)



El clavel es una planta ornamental perteneciente a la familia Caryophylaceae, es una planta
herbécea, con hojas angostas, opuestas, lineales y envainadoras, sus tallos terminan con una flor

terminal vistosa (Borja & Chimbo 2013).

Este cultivo presentan una gran importancia como plantas ornamentales, pues resaltan por su
belleza y multiplicidad de especies (Trujillo et al. 2005). En Colombia, el negocio de la
floricultura se ha constituido en una excelente opcion productiva, ocupa el primer lugar como
generadora de divisas dentro de exportaciones no tradicionales del pais (Afanador 2005). La
actual demanda mundial de flores occidentales cortadas se concentra en EEUU y Japoén, en donde
el sector floricultor Colombiano es el segundo exportador mundial de flores frescas cortadas entre
las que destacan las flores de clavel (Fenalco 2013). En el pais el area que ha sido sembrada con
flores de corte aument6 a 6544 hectdreas, en donde el 85% de la produccién tiene lugar en la
Sabana de Bogotd, 12% en Rionegro, 3% Valle, Cauca y el eje cafetero. La principal especie
exportada es el clavel, con mas de 4000 hectareas de cultivo (Afanador 2005); sin embargo hay
un descenso en los niveles de produccidén, en donde la principal causa es un problema

fitosanitario, donde Fusarium spp resalta como el patégeno mas limitante (Trujillo et al. 2005).

Fusarium spp. produce en las plantas de clavel, al igual que en las de gulupa y tomate, marchitez
vascular, en donde especificamente para el clavel ésta puede ser producida por dos especies,
Fusarium oxysporum f. sp dianthi y Fusarium culmorum (Trujillo et al. 2005). El proceso de
infeccion es el mismo explicado anteriormente para el tomate y la gulupa, y la sintomatologia que
se observa tras la infeccién es la misma, necrosis vascular, epinastia, defoliacion, deshidratacion

y muerte de la planta (Trujillo et al. 2005).

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar la patogenicidad de Fusarium spp. provenientes de diferentes origenes de aislamiento
sobre tres especies vegetales: Dianthus caryophyllus L (Clavel), Lycopersicum esculentum Mill

(tomate) y Passiflora edulis Sims (gulupa).
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4.2. Objetivos especificos

- Caracterizar la sintomatologia de la patogenicidad de diferentes aislamientos de Fusarium spp.

provenientes de humanos, animales y plantas, en plantas de clavel, tomate y gulupa.

- Determinar el avance de diferentes aislamientos de Fusarium spp. provenientes de humanos,

animales y plantas, en los tallos de plantas de clavel, tomate y gulupa.

- Evaluar la necrosis vascular causada por la patogenicidad de diferentes aislamientos de
Fusarium spp. provenientes de humanos, animales y plantas, en plantas de clavel, tomate y

gulupa.

5. METODOLOGIA

5.1. Obtencion de especies vegetales

Para realizar las pruebas de patogenicidad de Fusarium spp. en plantas, se emplearon tres
especies vegetales: tomate (Lycopersicon esculentum Mill), gulupa (Passiflora edulis Sims) y
clavel (Dianthus caryophyllus L). Las plantas de tomate correspondieron a tomate chonto
variedad Santa Clara con 30 dias después de siembra (dds), presentando tres trifolios verdaderos.
Las plantas de gulupa empleadas tuvieron 60 dds, presentando cinco hojas verdaderas. Tanto las
plantas de tomate como las de gulupa fueron propagadas por semilla y adquiridas en el Centro
Agricola de Investigacion y Desarrollo Tecnoldgico - CAIDVANDRE SAS, ubicado en Villa de
Leyva. En cuanto a las plantas de clavel, se obtuvieron esquejes enraizados de variedad Nelson
con 8-10 hojas verdaderas, estos esquejes se obtuvieron en Suata Plants S.A., ubicado en el

municipio el Rosal.

5.2.  Aislamientos de Fusarium spp.

Se recuperaron 12 aislamientos de Fusarium spp. provenientes de diferentes origenes (Tabla 5.1)

a partir del banco de conservacion en papel filtro establecido por la Unidad de Investigaciones
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Agropecuarias (UNIDIA) de la Pontificia Universidad Javeriana, esto se realiz6 en agar avena

(15 g/L avena molida, 15 g/L agar-agar).

Tabla 5.1. Aislamientos de Fusarium spp. empleados en el estudio.

Codigo Especie Origen Tipo de infeccion
108 F. solani Queratitis — bovino
161 F. verticillioides Animal Micosis superficial - cola de canino
162 F. oxysporum M1§051s superficial - lomo zona superior de
canino
201 F. sporotrichioides Onicomicosis
203 F. verticillioides Humgng— Queratitis
superficial
205 F. oxysporum Onicomicosis
Marchitamiento vascular - haces vasculares de
310 F. oxysporum
planta de tomate
314 F. oxysporum Vegetal Marchitamiento vascular - haces vasculares de
planta de clavel
. Marchitamiento vascular - haces vasculares de
319 F. solani
planta de gulupa
404 F. solani Fungemia - paciente neutropénico
406 F. oxysporum Humano- Fungemia - paciente neutropénico
F OXIp sistémico g p p
409 F. oxysporum Fungemia - paciente neutropénico
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5.3.  Preparacion de inoculos

Para la preparacion de los indculos se realizé una siembra de cada uno de los 12 aislamientos en
agar avena (2 cajas por hongo), posteriormente se incubaron a 25°C durante 15 dias. Pasado este
tiempo se inocularon 150 mL de medio para produccién de conidios (azucar pulverizada 10g/L,
levadura panaria 5 g/L), esto se realiz6 raspando las dos cajas crecidas de cada aislamiento con 6
mL de solucién salina al 0,85%; posteriormente, con ayuda de una micropipeta se paso el
contenido al medio de produccién de conidios. Los in6culos fueron llevados a incubacién a 30°C
con una agitacion constante de 120 rpm, durante 72 horas (Shaker Innova 44). Finalizado este
tiempo, se realizé un ajuste de la concentracién de conidios de cada inéculo a 1x107 conidios/mL,

esto se hizo realizando recuento en camara de Neubauer.

5.4. Ensayo de patogenicidad — Inoculacion

Los ensayos de patogenicidad se realizaron de la misma manera en las tres especies vegetales
(clavel, tomate y gulupa), Se realizdé un disefio experimental completamente al azar, con 14
tratamientos donde 12 correspondieron a los 12 aislamientos de Fusarium spp., los aislamientos
correspondientes a las serie 300 (310, 314, 319) fueron los controles positivos, y los dos
tratamientos restantes fueron un control abidtico (control absoluto) y un control negativo, la
unidad experimental empleada fue las plantas (clavel, tomate y gulupa) y cada tratamiento tuvo
tres réplicas cada una con 10 plantas, para un total de 30 plantas por tratamiento.se evaluaron.
Estos ensayos se realizaron en los invernaderos de la Pontificia Universidad Javeriana, las plantas
fueron dejadas en acondicionamiento a las condiciones del invernadero durante 8 dias antes de

realizar los ensayos.

Los ensayos de patogenicidad se realizaron haciendo heridas en los dpices de las raices de las
plantas (cortes de 5 mm) y posteriormente infectdndolas mediante una inmersion de cada una de
ellas en 20 mL de suspensién de propagulos (1x107 conidios/mL) durante 5 minutos (10 plantas
por cada 20 mL) para cada tratamiento. Los controles positivos que se emplearon fueron:
aislamiento 310 para las pruebas de patogenicidad en plantas de tomate, aislamiento 314 para las

pruebas de patogenicidad en plantas de clavel y aislamiento 319 para las pruebas de
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patogenicidad en plantas de gulupa, esto debido a que fueron aislados del correspondiente
hospedero (Tabla 5.1). Para el control negativo se realizaron heridas en los dpices de las raices de
las plantas y se sumergieron en solucién salina estéril (0,85%). El control abiético fueron plantas
trasplantadas sin ninguna modificacién ni tratamiento. Todas las plantas fueron sembradas en
vasos plésticos de 10 onzas de capacidad con una mezcla de suelo: arena 3:1 y se realizé una
aplicacién foliar de un fertilizante del complejo NPK cada 15 dias (Nutrifoliar 3mL/L). Estos

ensayos de patogenicidad fueron mantenidos bajo condiciones de invernadero durante dos meses.
5.5.  Variables evaluadas

Durante un periodo de dos meses de ensayo, se realizé una evaluacién con frecuencia semanal de
los sintomas tipicos de marchitamiento vascular generados por Fusarium (clorosis, pérdida de
turgencia, epinastia y defoliacién) (Tabla 5.2). Esto con el fin de determinar una escala de

severidad de los sintomas de la enfermedad.

Tabla 5.2. Evaluacion de sintomas de marchitamiento vascular

Sintoma Evaluacion

Clorosis Amarillamiento de las hojas.

Pérdida de Turgencia | Pérdida de rigidez en hojas y tallo.

Epinastia Recogimiento o doblamiento de las hojas.

Defoliacion Numero de hojas caidas

Adicionalmente se evalud el avance del patégeno a través del tallo, la longitud de necrosis en los
haces vasculares, la longitud del tallos y las manchas necréticas tanto en raiz como en tallo al
finalizar cada ensayo. Para determinar el avance del patégeno se emplearon 15 plantas por cada
tratamiento, a las cuales se les realizé una desinfeccién a nivel superficial con hipoclorito de
sodio al 2,5% durante 5 minutos, posteriormente se realizé un lavado con agua estéril durante 5
minutos, seguido a esto se realizaron aproximadamente entre 10 a 19 cortes transversales de 5
mm desde la base de la raiz principal hacia el tallo, estos cortes se sembraron en el sentido de las

manecillas del reloj en medio PDA suplementado con cloranfenicol (0,2 g/L) y dicloran (800
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pL/L de concentracién 2% p/v), con el fin de recuperar el patégeno y ver el avance del mismo.
Las siembras fueron incubadas a 30°C por 5 dias, posteriormente se realizé la lectura del avance
del patégeno y se evaluaron las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de cada hongo

recuperado.

Con las 15 plantas restantes de cada tratamiento, se evalud la longitud de necrosis presente en los
tallos, realizando cortes longitudinales desde la base de la raiz principal hacia el tallo. Para las 30

plantas de cada tratamiento se determiné la pudricién de raiz.

5.6. Anadlisis de resultados

Los resultados se analizaron empleando medidas de tendencia central, posteriormente se realizé
una prueba de homogeneidad de varianzas (estadistico de Levene) y una de normalidad (Shapiro-
Wilk), para la verificacién de cumplimiento de supuestos. Al no cumplirse los supuestos de
normalidad, se realiz6 una transformacién de los datos y se volvieron a correr las dos pruebas,
después de realizado esto, tampoco se logré el cumplimiento de supuestos (Significancia < 0,05),
por lo cual se realizé una prueba de estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis (H), con el fin de
probar la existencia de diferencias significativas entre los resultados obtenidos para las variables
medidas en cada tratamiento, posteriormente se realizd6 un prueba de Dunn para evidenciar
especificamente las diferencias entre tratamientos. Todos los andlisis estadisticos fueron
ejecutados mediante el software SPSS 2.0 y Statistix 10.0, los graficos se realizaron en SigmaPlot

version 11.0.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Prueba de patogenicidad en clavel (Dianthus caryophyllus 1.)

Los resultados obtenidos para las variables: longitud del tallo, longitud de necrosis, manchas
necrdticas en raiz, manchas necrdticas en tallo y avance del patégeno, al ser sometidos
estadisticamente presentaron ausencia de normalidad y homogeneidad de varianzas, es decir no

cumplieron los supuestos estadisticos, por lo cual se procedi6 a realizar una prueba estadistica no
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paramétrica, Kruskal Wallis, para cada una de las variables anteriormente nombradas, en donde
el objetivo principal fue probar la existencia de diferencias significativas entre tratamientos con
respecto a estas variables. Esta prueba arrojé una significancia inferior a 0,05 para cada una de
las variables analizadas, lo cual indicé la existencia de diferencias significativas en los resultados
de estas variables con respecto a los tratamientos, esto también se evidencié en la prueba de
Dunn, pues en ésta se observaron las diferencias existentes en los 14 tratamientos con respecto a

las variables analizadas.

En la figura 6.1 se muestran los promedios obtenidos para la longitud del tallo en cada
tratamiento, en donde se puede observar que el control bidtico, es decir el aislamiento 314
correspondiente a F. oxysporum proveniente de clavel, fue el tratamiento en el que se obtuvieron
plantas con menor longitud del tallo (9,8 cm); mientras que el tratamiento en el que se obtuvieron
plantas con mayor longitud del tallo (19,73 cm) fue el tratamiento correspondiente al aislamiento
161 correspondiente a F. verticillioides proveniente una lesion superficial en un canino, seguido
de los controles negativo (18,8 cm) y abidtico (18,12 cm). Por los agrupamientos de la prueba de
Dunn se pueden evidenciar diferencias estadisticamente significativas entre las series 200 (origen
humano-lesiones superficiales) y 400 (origen humano-sistémico) y el aislamiento 314 (control

bidtico), con respecto al control abidtico (Anexo 10.5).
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Figura 6.1. Prueba de patogenicidad en clavel. Resultados longitud del tallo. CA: Control Abidtico. CN: Control

negativo; Serie 100: aislamientos de origen animal; Serie 300: Aislamientos de origen vegetal; Serie 200:

Aislamientos de origen humano superficial; Serie 400: Aislamientos de origen humano sistémico. Las letras sobre las

barras corresponden al agrupamiento de Dunn’s a-0,05.

En cuanto a la longitud de la necrosis vascular, en la figura 6.2 se puede evidenciar que

unicamente dos de los aislamientos evaluados causaron necrosis vascular en las plantas de clavel,

siendo el aislamiento 314 (control bidtico) correspondiente a F. oxysporum, el que causd una

mayor longitud de necrosis (5,58 cm) seguido del aislamiento 203 correspondiente a F.

verticillioides (0,053 cm), el resto de los aislamientos incluyendo el control abidtico y el control

negativo, no causaron necrosis vascular en las plantas (Anexo 10.1).
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Figura 6.2. Prueba de patogenicidad en clavel. Resultados longitud de necrosis vascular. CA: Control Abidtico. CN:
Control negativo; Serie 100: aislamientos de origen animal; Serie 300: Aislamientos de origen vegetal; Serie 200:
Aislamientos de origen humano superficial; Serie 400: Aislamientos de origen humano sistémico. Las letras sobre las
barras corresponden al agrupamiento de Dunn’s a-0,05.

En la figura 6.3, se observa la pudricién de raiz de una planta correspondiente al tratamiento con
el aislamiento 314 con respecto a los 13 tratamientos restantes, que no la presentaron pues los
tratamientos restantes mantuvieron sus raices adheridas, aunque con una coloracién marrén con

respecto a los controles abidtico y negativo.
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Figura 6.3. Prueba de patogenicidad en clavel. Resultados pudricién de raiz. CA: Control Abiético. CN: Control
negativo; Serie 100: aislamientos de origen animal; Serie 300: Aislamientos de origen vegetal; Serie 200:
Aislamientos de origen humano superficial; Serie 400: Aislamientos de origen humano sistémico.

En la figura 6.4 se observan los resultados obtenidos para la presencia/ausencia de manchas
necréticas en el tallo, en esta se puede observar que todos los tratamientos presentaron diferencias
significativas con respecto al control abidtico y al control negativo (Anexo 10.5), pues en estos
dos controles no se encontraron manchas necréticas en los tallos de las plantas. La serie 200
(origen humano-superficial) y la serie 400 (origen humano-sistémico) acompafiadas del
aislamiento 314 (control bidtico) fueron los que presentaron una mayor presencia de manchas
necrdticas en el tallo de las plantas (100% de las plantas), mientras que los aislamientos que
presentaron un menor nimero de plantas con este sintoma fueron el 108 (origen animal) (53% de
las plantas) y el 319 (origen vegetal-gulupa) (60% de las plantas), ambos correspondientes a F.
solani (Anexo 10.1).
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Figura 6.4. Prueba de patogenicidad en clavel. Resultados Manchas necréticas en tallo. CA: Control Abiético. CN:

Control negativo; Serie 100: aislamientos de origen animal; Serie 200: Aislamientos de origen humano superficial;

Serie 300: Aislamientos de origen vegetal; Serie 400: Aislamientos de origen humano sistémico. Las letras sobre las
barras corresponden al agrupamiento de Dunn’s a-0,05.

En la figura 6.5 se observan los resultados obtenidos para el avance del patégeno en el tallo, en
ésta se observa que para la totalidad de las series 100, 200, 300 y 400 se logré recuperar el
patogeno a partir del tallo (Anexo 10.1), en esta figura se observa que el aislamiento a partir del
cual se obtuvo un mayor avance del patégeno fue el aislamiento 314 (control bidtico) (5,5 cm),
seguido de los aislamiento 406 (origen humano-sistémico) (2,1 cm) y 310 (origen vegetal-
tomate) (1,4cm) los tres correspondientes a F. oxysporum; por su parte los aislamientos que
presentaron un menor avance fueron el 404 correspondiente a F. solani (0,13 cm), seguido del
aislamiento 409 correspondiente a F. oxysporum (0,367 cm), ambos de origen humano-sistémico.
En cuanto a las agrupaciones generadas por la prueba de Dunn, se puede observar que los
aislamientos de la serie 100 (origen animal) se encuentran relacionados entre si, al igual que los

aislamientos de la serie 200 (origen humano-superficial) (Anexo 10.5).
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Figura 6.5. Prueba de patogenicidad en clavel. Resultados Avance del patégeno en el tallo. CA: Control Abidtico.
CN: Control negativo; Serie 100: aislamientos de origen animal; Serie 300: Aislamientos de origen vegetal; Serie
200: Aislamientos de origen humano superficial; Serie 400: Aislamientos de origen humano sistémico. Las letras

sobre las barras corresponden al agrupamiento de Dunn’s a-0,05.

6.1.1. Evaluacion de sintomas de marchitamiento vascular

Para la evaluacidén de los sintomas de marchitamiento vascular se realizé una escala de severidad

siguiendo la escala propuesta por Nava (2012) (Tabla 6.1), para esta escala se tomaron en cuenta

los sintomas descritos anteriormente en la tabla 5.2, los cuales fueron evaluados con frecuencia

semanal por un periodo de 8 semanas. En la figura 6.6 se observa la escala de severidad con

imégenes.
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Tabla 6.1. Escala de severidad para sintomatologia en plantas de clavel

Severidad Caracteristicas

1 No hay manifestacién de sintomas

2 Follaje presenta clorosis o amarillamiento leve, primeras hojas basales con
sintomas

3 Follaje presenta clorosis o amarillamiento medio, sintomas de marchitez 50%
parte aérea

4 Follaje presenta clorosis o amarillamiento, sintomas de marchitez 75% parte
aérea

5 Plantas muertas o severamente infectadas, con la totalidad de su follaje clorético,
con epinastia y pérdida de turgencia

E

Figura 6.6. Escala de severidad para sintomatologia en plantas de clavel

En la figura 6.7 se muestra el nivel de severidad en el que se encontraron cada uno de los
tratamientos a lo largo de las 8 semanas. Con ningin tratamiento se logré la muerte de las
plantas, pero si se observo un severo desarrollo de la enfermedad con el aislamiento 314 (control
bidtico), en el resto de los tratamientos no se presentaron los sintomas tipicos de la enfermedad a

lo largo de las 8 semanas de evaluacion. La sintomatologia observada en las plantas tratadas con
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el aislamiento 314 alcanzaron una severidad de nivel 5, al presentar plantas con la totalidad de su

follaje clordtico con epinastia y pérdida de turgencia, pero en ningin caso se observd defoliacion.

314

Severidad
w

1 4 O O--veet O--veet O-vveeen [0 XEEEEETEE [0 XEEEEETEE O-ieens (@) Tratamientos

restantes

0 2 4 6 8 10
Tiempo (Semanas)

Figura 6.7. Prueba de patogenicidad en clavel. Sintomatologia evaluada durante 8 semanas.

Como bien se sabe, especies de Fusarium como F. oxysporum son causantes de marchitamiento
vascular en plantas de clavel, y esta enfermedad se presenta como una de las mds limitantes y la
que mayores pérdidas de clavel ocasiona en los cultivos del mismo, esto se debe a la fécil
propagacién del patégeno y a la resistencia del hongo a condiciones adversas. Esta enfermedad se
caracteriza principalmente por presentar amarillamiento parcial de las hojas e interferencia en el
crecimiento de la planta, entre otros; estos sintomas van avanzando hasta causar un
marchitamiento generalizado y posteriormente la muerte de la planta (Garcés et al. 2001). Uno de
los aspectos con mds relevancia para el diagndstico de esta enfermedad es la coloracién marrén
que se presenta en los haces vasculares generada por la necrosis de los mismos en respuesta a la

colonizacion del patégeno (Garcés et al. 2001; Acurio 2010). Estos sintomas pudieron ser
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evidenciados claramente en las plantas infectadas con el aislamiento 314 (F. oxysporum)
proveniente de plantas de clavel, pues como puede observarse en la figura 6.1, las plantas
infectadas con este aislamiento fueron las que presentaron una menor longitud del tallo con
respecto a los otros aislamientos, también se observa en la figura 6.2 que las plantas
correspondientes a este aislamiento presentaron una longitud de necrosis vascular promedio de
5,58 cm, mientras que en los demads tratamientos no se evidencio necrosis vascular con excepcion
al tratamiento con el aislamiento 203 correspondiente a F. verticillioides, que aunque presentd
necrosis vascular, esta no fue de tal longitud, fue mucho menor (0,053 cm) (Anexo 10.1). F.
verticillioides no ha sido reportado como causante de la enfermedad en plantas de clavel pero si
se ha reportado como causante de marchitamiento de raiz en plantas de maiz (Villa et al. 2015).
Como puede observase en la figura 6.3, en todos los tratamientos con excepcion de los controles
abidtico y negativo, se observé un oscurecimiento de la raiz y en las plantas del tratamiento con
el aislamiento 314 se observé pudricion de raiz, este es uno de los sintomas del marchitamiento
vascular causados por especies de Fusarium, pues la raiz es por donde comienza a darse la
infeccion de la planta (Garcés et al. 2001). Por su parte en la figura 6.4 se observa que en la
totalidad de los aislamientos se logré evidenciar necrosis en la base del tallo de las plantas
(Anexo 10.1), este sintoma es tipico de la enfermedad llamada pudricién de cuello o pudricién
basal del tallo causada por algunas especies de Fusarium, esta se caracteriza por la presencia de
manchas rojizas sobre la base del tallo, donde posteriormente se da lugar a una pudricién que
llega hasta los tejidos vasculares lo cual puede generar una marchitez gradual de la planta hasta
ocasionar la muerte, segin la severidad de la infeccién (Rincén 2010). En el trabajo de Rincon
(2010), se reporta esta enfermedad en plantas de clavel causada principalmente por tres especies
de Fusarium: F. avenaceum, F culmorum 'y F. graminearum, y se reporta que esta enfermedad ha
cobrado importancia con el pasar del tiempo y aunque se encuentra poca documentacion de la
misma algunos autores han realizado diversos estudios para documentar esa enfermedad en

cultivos de clavel.

Todos los sintomas anteriormente descritos pudieron ser evidenciados como parte del ciclo de
infeccion de Fusarium en las plantas de clavel, pues la enfermedad comienza con la germinacion
de los conidios del hongo en el suelo, donde posteriormente las hifas del hongo van a penetrar en

la epidermis de las raices por medio de las heridas presentes en estas, causando posteriormente la
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coloraciéon marrén de las raices (figura 6.3) por la actividad enzimatica del hongo. La entrada del
patdgeno también puede darse por heridas en la base del tallo causando la pudricion basal del
tallo (figura 6.4), posteriormente el patdgeno pasa a la corteza y a la endodermis de la planta
entrando en los vasos del xilema, unas vez en el tejido vascular se da una colonizacién
intracelular causando la necrosis vascular (figura 6.2), la cual va avanzando a medida que el
patdgeno va ascendiendo por los haces vasculares. Todo este proceso infectivo causa un retardo
en el crecimiento de la planta generando enanismo en las mismas (figura 6.1) y, segin la
severidad de la enfermedad, una marchitamiento parcial o generalizado de la planta (Garcés et al
2001; Acurio 2010), lo cual puede observarse en las figuras 6.6 y 6.7, donde se muestra una
escala de severidad de la enfermedad causada por el aislamiento 314 correspondiente a F.

oxysporum.

En cuanto al avance del patégeno se observa en la figura 6.5 que el mayor avance se determiné
en las plantas infectadas con el aislamiento 314, lo cual concuerda con la longitud de la necrosis
vascular observada en la figura 6.2. Aunque no se observé en los demds tratamientos (plantas
inoculadas con Fusarium spp.) parte de la sintomatologia tipica del marchitamiento vascular,
como es epinastia, clorosis y pérdida de turgencia, que en conjunto generan el marchitamiento,
(Garcés et al. 2001), el hecho de que se haya logrado re-aislar con éxito los diferentes
aislamientos, permite una confirmaciéon a los postulados de Koch, pues el microorganismo
causante de la enfermedad debe poder ser re-aislado a partir de una planta previamente inoculada

con un cultivo del patégeno puro (Volcy 2008).

Aunque solamente se observé una sintomatologia clara en las plantas inoculadas con el
aislamiento 314, pues fue en estds donde se llegd a una marchites de las plantas, en los
tratamientos restantes a excepcion de los controles abidtico y negativo, se confirmé el
establecimiento de la infeccion y se observo un inicio de la enfermedad, pues como fue
mencionado anteriormente, se encontrd necrosis en la base del tallo, oscurecimiento de las raices
y se lograron re-aislar todos los hongos a partir de las plantas infectadas lo que implica un avance
de estos por los haces vasculares (desde 0,3 cm hasta 5,5 cm). Este establecimiento se dio gracias
a la maquinaria enzimatica empleada por los hongos, pues en el trabajo Alvarado (2014) se

realizé un estudio de la actividad enzimatica de los aislamientos empleados en el presente estudio
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y se confirmo la presencia de enzimas relacionadas con la patogenicidad en plantas como lo son
las enzimas degradadoras de pared celular, las cuales son determinantes para el establecimiento y
colonizacién del patégeno en su hospedero (Alvarado 2014). El hecho de que todos los
aislamientos, a excepcion de los aislamientos 314 y 203, no hayan mostrado una necrosis en los
haces vasculares, pudo deberse a que el patdgeno puede colonizar por medio de transporte pasivo
de microconidias, por lo cual se da una colonizacién no uniforme lo que causa que el material de
propagacién que aparentemente estd sano, realmente esté afectado (Garcés et al. 2001; Acurio

2010).

Por su parte el que la severidad en todos los tratamientos no haya sido la misma, pudo deberse a
que aunque hubo una colonizacion exitosa de todos los aislamientos en las plantas, estas pueden
mantenerse en cierta medida sanas, debido a la manifestacién de varios mecanismos de defensa
(Madriz 2002), como lo son la acumulacién de compuestos fendlicos como las fitoalexinas, la
formacion de gomas para la oclusion del patégeno y el fortalecimiento de las paredes celulares

por lignificacién (Ardila e Higuera 2005).

Por otro lado, el hecho de que todos los aislamientos a excepcidn del aislamiento 314 provengan
de diferentes origenes (Tabla 5.1), también pudo influir en el desarrollo de la enfermedad, pues
esto puede sugerir que estos aislamientos no presentan una especificidad hacia las plantas de
clavel, por lo cual la manifestacién de los sintomas de la enfermedad pueden tardar mds. Esto
debido a que la infeccidon no se da a la misma velocidad a la cual la ocasiona un patégeno con
especificidad hacia la planta, como es el caso del aislamiento 314 (aislado de plantas de clavel),
pues entre la especie de este aislamiento y las plantas de clavel pudo haberse desarrollado una
evolucion de la enfermedad, en donde el patégeno logré cubrir las respuestas de defensa del

hospedero lo que conlleva a un desarrollo de la enfermedad més rapido (Rocha et al. 2004).

6.2. Prueba de patogenicidad en tomate (Lycopersicon esculentum Mill.)

Los resultados obtenidos para las variables: longitud del tallo, longitud de necrosis, manchas
necrdticas en raiz, manchas necréticas en tallo y avance del patdgeno, al ser sometidos

estadisticamente presentaron ausencia de normalidad y homogeneidad de varianzas, es decir no
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cumplieron los supuestos estadisticos, por lo cual se procedi6 a realizar una prueba estadistica no
paramétrica, Kruskal Wallis, para cada una de las variables anteriormente mencionadas, en donde
el objetivo principal fue probar la existencia de diferencias significativas entre tratamientos con
respecto a estas variables. Esta prueba arrojé una significancia inferior a 0,05 para cada una de
las variables analizadas, lo cual indic6 la existencia de diferencias significativas en los resultados
de estas variables con respecto a los tratamientos, esto se evidencio en la prueba de Dunn, pues
en ésta se observaron las diferencias existentes en los 14 tratamientos con respecto a las variables

analizadas (Anexo 10.6).

En la figura 6.8 se muestran los promedios obtenidos para la longitud del tallo en cada
tratamiento, en donde se puede observar que el control biético, es decir el aislamiento 310
correspondiente a F. oxysporum, fue el tratamiento con menor longitud del tallo promedio (21,62
cm) seguido de las plantas del tratamiento 404 (origen humano-sistémico) (21,82 cm)
correspondiente a F. solani; mientras que el aislamiento que presenté mayor longitud del tallo
promedio fue el 314 (origen vegetal-clavel) (29,8 cm) correspondiente a F. oxysporum, seguido
del tratamiento 319 (origen vegetal-gulupa) (29,4 cm) correspondiente a F. solani. Aunque los
controles abidtico y negativo no presentaron la mayor longitud de tallo promedio, estos
estuvieron entre los tratamientos con mayor promedio con 27,3 y 27,5 cm respectivamente. Por
los agrupamientos de la prueba de Dunn se pueden evidenciar dos grandes agrupaciones en donde
se encuentran en el primer grupo los controles abidtico y negativo y los tratamientos de la serie
100 (origen animal) y también los aislamientos 314 y 319 de la serie 300 (origen vegetal), en el
segundo grupo se encuentran los aislamientos pertenecientes a la serie 200 (origen humano-
lesiones superficiales) y a la serie 400 (origen humano-sistémico), junto con el tratamiento 310

(control bidtico) (Anexo 10.6).
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Figura 6.8. Prueba de patogenicidad en tomate. Longitud del tallo. CA: Control Abidtico. CN: Control negativo;
Serie 100: aislamientos de origen animal; Serie 200: Aislamientos de origen humano superficial; Serie 300:
Aislamientos de origen vegetal; Serie 400: Aislamientos de origen humano sistémico. Las letras sobre las barras
corresponden al agrupamiento de Dunn’s a-0,05.

En cuanto a la longitud de la necrosis vascular, en la figura 6.9 se puede evidenciar que en todos
los tratamientos menos el tratamiento 409 (origen humano-sistémico) correspondiente a F.
oxysporum, se evidencié necrosis vascular siendo esta mayor en los aislamientos 201 (F.
sporotrichioides) y 203 (F. verticillioides) ambos con 3,1 cm de necrosis (origen humano-
superficial), en la figura se observa que el aislamiento 205 (F. oxysporum, origen humano-
superficial) fue el que causé una menor longitud de necrosis (0,08 cm) seguido por los
aislamientos de la serie 100 (origen animal). Por su parte el aislamiento 310 (control bidtico),
correspondiente a F. oxysporum, generd una necrosis promedio de 1,37 cm (Anexo 10.2). Como
puede observarse después de realizar la prueba de Dunn se encontrd un agrupamiento estadistico

entre los aislamientos provenientes de la serie 100 (origen animal) (Anexo 10.6).
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Figura 6.9. Prueba de patogenicidad en tomate. Longitud necrosis. CA: Control Abiético. CN: Control negativo;
Serie 100: aislamientos de origen animal; Serie 200: Aislamientos de origen humano superficial; Serie 300:
Aislamientos de origen vegetal; Serie 400: Aislamientos de origen humano sistémico. Las letras sobre las barras
corresponden al agrupamiento de Dunn’s a-0,05.

Como se observa en la figura 6.10, se encontraron manchas necréticas en la raices de las plantas
para todos los aislamientos (Anexo 10.2), en los aislamientos de las series 200 y 400 (origen
humano) la totalidad de las plantas presentaron manchas necréticas en las raices, el aislamiento
108 (origen animal) correspondiente a F. solani también generé manchas necrédticas en la
totalidad de las plantas. El aislamiento 161 correspondiente a F. verticillioides (origen animal)
presenté el menor porcentaje de plantas con manchas necréticas en raiz (50%) seguido de los
aislamientos 162 (F. oxysporum, origen animal) y 310 (F. oxysporum, control biético) con un

63% cada uno.
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Figura 6.10. Prueba de patogenicidad en tomate. Manchas necréticas raiz. CA: Control Abidtico. CN: Control
negativo; Serie 100: aislamientos de origen animal; Serie 200: Aislamientos de origen humano superficial; Serie 300:
Aislamientos de origen vegetal; Serie 400: Aislamientos de origen humano sistémico. Las letras sobre las barras
corresponden al agrupamiento de Dunn’s a-0,05.

En la figura 6.11 se observan los resultados obtenidos para la presencia/ausencia de manchas
necrdticas en el tallo, en esta se puede observar la presencia de manchas necréticas en el tallo en

la totalidad de los aislamientos en comparacion a los controles CA y CN.
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Figura. 6.11. Prueba de patogenicidad en tomate. Tallo. CA: Control Abidtico. CN: Control negativo; Serie 100:
aislamientos de origen animal; Serie 200: Aislamientos de origen humano superficial; Serie 300: Aislamientos de
origen vegetal; Serie 400: Aislamientos de origen humano sistémico.

En la figura 6.12 se observan los resultados obtenidos para el avance del patégeno en el tallo, en
esta se observa que para la totalidad de las series 100, 200, 300 y 400 se logré recuperar el
patégeno a partir del tallo (Anexo 10.2), en esta figura se observa que el aislamiento a partir del
cual se obtuvo un mayor avance del patégeno fue el aislamiento 314 (origen vegetal—clavel) (5,13
cm) correspondiente a F. oxysporum, seguido de los aislamiento 108 (4,9 cm) correspondiente a
F. solani y 162 (4,6cm) correspondiente a F. oxysporum (ambos de origen animal), el aislamiento
310 (control bidtico) presentd un avance de 4,5 cm. Por su parte el aislamiento que presentd un

menor avance fue el 205 (origen humano-superficial) correspondiente a F. oxysporum (2,5 cm).
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Figura 6.12. Prueba de patogenicidad en tomate. Avance patégeno. CA: Control Abidtico. CN: Control negativo;
Serie 100: aislamientos de origen animal; Serie 200: Aislamientos de origen humano superficial; Serie 300:
Aislamientos de origen vegetal; Serie 400: Aislamientos de origen humano sistémico. Las letras sobre las barras
corresponden al agrupamiento de Dunn’s a-0,05.

Debido a que solo se evidencié clorosis, leve epinastia y leve pérdida de turgencia en algunas
plantas, ademds de no observar marchitamiento ni muerte en ninguna de las plantas (Anexo 10.2),

no fue posible construir una escala de severidad para las plantas de tomate.

Para este ensayo se esperaba encontrar sintomatologia tipica del marchitamiento vascular o
fusariosis causada por los diferentes aislamientos, en donde se encontrara limitado el crecimiento
de las plantas, se observara necrosis vascular junto con necrosis en tallos y raices y un re-
aislamiento del patégeno exitoso, debido a que las plantas de tomate se ven fuertemente afectadas
por esta enfermedad a causa especies pertenecientes al género Fusarium como por ejemplo F.

oxysporum (Béez et al. 2010).
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Como puede observarse en la figura 6.8 no hubo una gran variabilidad en la altura de los tallos y,
aunque éste no es un pardmetro que se evalie cominmente para las plantas de tomate, algunos
autores precisan que este es un sintoma que puede ser evidenciado en plantas infectadas con
Fusarium (Lugo & Sanabria 2001; Tamayo & Jaramillo 2006). Aunque algunos tratamientos
presentaron plantas con menor longitud, como es el caso del tratamiento con el aislamiento 310
(control bidtico) correspondiente a F. oxysporum, no se puede asegurar que lo observado sea un
efecto producido por la infecciéon del hongo debido a la inconsistencia encontrada entre las
longitudes de los tallos de los controles abidtico y negativo con respecto al resto. Ademas se debe
tener en cuenta que los aislamientos 314 y 319 presentaron una mayor longitud de los tallos con
respecto a los controles, lo que puede deberse a una variabilidad propia del material vegetal

empleado para los ensayos.

Por otro lado, la necrosis vascular es un sintoma del marchitamiento vascular que se puede
presentar desde la raiz extendiéndose por el tallo (Momol et al. 2004). Esta se reporta con mucha
frecuencia en las infecciones causadas por Fusarium en plantas de tomate, especialmente cuando
las especies son F. oxysporum y F. solani, donde se han alcanzado hasta 50 cm de longitud de
necrosis (Tello y Lacasa 1988). Aunque los valores encontrados en este estudio no son de tal
longitud el sintoma logré evidenciarse con claridad, inclusive en especies como F. verticillioides
y F. sporotrichioides, que no estan reportadas como causantes de marchitamiento vascular en
plantas de tomate (Alvarado 2014). Esto puede observarse en la figura 6.9 en donde se muestra
que en todos los tratamientos se presentd necrosis vascular con excepcion de los controles
abidtico y negativo y el aislamiento 409 (origen humano-sistémico) correspondiente a F.
oxysporum, siendo los tratamientos 201 y 203 correspondientes a F. sporotrichioides y F.
verticillioides, respectivamente (ambos origen humano-superficial) los que presentaron una
mayor longitud de necrosis (3,1 cm), estos resultados no concuerdan con los obtenidos por
Alvarado (2014), pues en este estudio en el mismo ensayo bajo las mismas condiciones, las
necrosis vasculares evidenciadas en las plantas de tomate no excedieron el centimetro, mientras
que en el presente estudio se alcanzaron necrosis con longitudes mucho mads largas. Por otra
parte, en el estudio de Alvarado (2014) no se evidenci6 este sintoma en los tratamientos con los
aislamientos 319 y 409 en una de las repeticiones, mientras que en el presente estudio, con el

aislamiento 319 correspondiente a F. solani se logré una longitud de necrosis de 2 cm. Con
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respecto al aislamiento 409, al igual que en una de las repeticiones del trabado de Alvarado
(2014), tampoco se pudo evidenciar este sintoma. Estas diferencias pueden deberse a la variedad
de tomate chonto empleada en los dos estudios, pues aunque ambos son variedad Santa Clara y
fueron adquiridos a través del mismo proveedor, los ensayos se realizaron en tiempos diferentes,
por lo cual se presume la existencia de una diferencia en el genotipo del material vegetal entre los
tres montajes en el tiempo, pues hay algunos clones hibridos de esta variedad de tomate que son
resistentes a algunas razas de Fusarium (Jaramillo et al. 2006), lo que pudo haber afectado los
resultados obtenidos por dicho estudio, pues las longitudes de necrosis encontradas por Alvarado

(2014) son mucho mas inferiores a las encontradas en el presente estudio.

En lo que respecta a las manchas necréticas en raiz (figura 10), se observa este sintoma en todos
los tratamientos con excepcion de los controles abidtico y negativo. Esto indica que el proceso de
infeccion se estd desarrollando, teniendo en cuenta lo propuesto por Lagopodi et al. (2002),
Donde el inicio del proceso infectivo se da con el contacto del patégeno con los pelos radicales,
seguido de la adhesién y penetracion de las raices por parte del hongo, posteriormente se da la
penetracion en las células de la epidermis, que conlleva a la colonizacién del tejido radical,
generando una coloracién café en la raices infectadas debido a la necrosis de las células
radiculares, tal como se observa en este estudio (Anexo 10.2). También se encontraron manchas
necrdticas en el tallo (figura 6.11) como sintoma asociado a la marchitez vascular causada por
Fusarium, pues este se presenta debido al contacto del patégeno con este tejido, seguido de la

penetracion del patégeno en este, por lo cual se genera un oscurecimiento a causa de la necrosis

del tejido (Gonzdlez et al. 2012).

En cuanto al avance del patégeno (figura 6.12), en todos los tratamientos con excepcion de los
controles negativo y abidtico, fue posible el re-aislamiento de los hongos, lo cual concuerda con
los postulados de Koch (Volcy 2008), esto confirma que los aislamientos evaluados expresan
factores de patogenicidad que permiten el establecimiento de la infeccién. Estos resultados
también concuerdan con el estudio de Alvarado (2014), pues en este estudio se logré el re-aislar
satisfactoriamente los mismos aislamientos a partir de las plantas de tomate, con la diferencia de

que se recuperaron en menor proporcion, pues la longitud de avance del patégeno fue menor.
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Para finalizar, solo se logr6 observar amarillamiento y una coloracién purpura en las hojas
bajeras de las plantas, pero no fue tomado como un sintoma de la enfermedad debido a que los
controles abidtico y negativo también presentaron estos sintomas, por lo cual estos fueron
atribuidos a las condiciones del invernadero. La coloracion purpura especificamente, se atribuy6
a las bajas temperaturas, pues en horas de la manana se presentaban temperaturas inferiores a
10°C, lo cual conllevé a que se diera una posible mala asimilacion del fésforo, lo que generd una
carencia de este y una produccién de antocianinas en exceso, lo que provoco en las hojas mas

viejas (hojas bajeras) tonalidades purpuras (Taiz y Zeiger 2006; Bermejo 2011).

Para este ensayo se esperaba evidenciar sintomas de clorosis, epinastia, defoliacion y
consecuentemente marchitamiento vascular, pues en plantas de tomate ha sido reportado que
inclusive con concentraciones del in6culo menores a las empleadas en este estudio y en periodos
mas cortos de evaluacion, estos sintomas si se han manifestado. Un ejemplo de esto son los
estudios de Bao y Lazarovits (2001) y Lugo y Sanabria (2001) que con una inmersién de las
raices de las plantas en suspensiones conidiales de 1x10° conidios/mL de F. oxysporum, la
enfermedad se desarrolla y aparecen los sintomas luego de 15 dias con progreso de los mismos
durante 45 dias de evaluacion o en 28 dias respectivamente, aunque hay que destacar que estos
estudios de patogenicidad son realizados con aislamientos de formas especiales y razas conocidas

sobre hospederos susceptibles, lo cual favorece el desarrollo de la enfermedad.

Para el presente estudio no se tenian formas especiales que favorecieran el desarrollo de la
enfermedad en un menor tiempo, a excepcion del aislamiento 310 (origen vegetal-tomate), pues
al provenir de plantas de tomate, se esperaba que tuviera una especificidad hacia las mismas y se
desarrollara la enfermedad con la sintomatologia tipica en el periodo establecido para el ensayo.
La ausencia de estos sintomas puede ser atribuida a las condiciones ambientales del invernadero
en el que se llevaron a cabo los ensayos, pues a lo largo del dia se presentaban grandes
fluctuaciones en la temperatura desde 10°C hasta 37°C aproximadamente. En diversos estudios
se ha logrado demostrar el efecto de las condiciones ambientales sobre el desarrollo de la
enfermedad, pues aislamientos de Fusarium provenientes de tomate tienen la capacidad de crecer
in vitro en temperaturas entre los 15°C a los 40°C, teniendo un 6ptimo crecimiento 25°C a 30°C

(Kumar et al. 2011). En el estudio de Clayton (1923) se plante6 una relacion entre la temperatura
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y el proceso de patogenicidad de Fusarium en plantas de tomate, pues para que haya un
desarrollo 6ptimo de la enfermedad, la temperatura debe estar entre los 25-30°C, ya que a esta
temperatura se favorece la penetracion del hongo en la planta y se da el inicio al marchitamiento
en las hojas bajeras de esta, mientras que en temperaturas por debajo de los 25°C (Hasta los
20°C) y por encima de los 30°C (Hasta los 34°C) aunque se induce la aparicion de los sintomas
de amarillamiento de las hojas, se disminuye el desarrollo del marchitamiento. En temperaturas
superiores a los 34°C e inferiores a 20°C, no se permite la manifestaciéon de sintomas de la

enfermedad.

Por otro lado se debe tener en cuenta el proceso de colonizacién que se da en los diferentes
organos de la planta, pues esto es determinante en la manifestacion de la enfermedad. El estudio
de Pshibytko et al. 2006, reporta la aparicion de dos patrones de la enfermedad relacionados con
las condiciones ambientales, una enfermedad lenta que se da en un periodo de 20 a 30 dias, a una
temperatura de 18-22°C y una humedad de 50-60%, y una enfermedad ripida que se da en un
periodo de 7-10 dias en temperaturas superiores a los 25°C con una humedad del 65 al 85%. Para
la enfermedad lenta, los microconidios del patégeno y el micelio colonizan parcialmente el
xilema y una gran parte de las células del parénquima en donde se encuentran los productos de
reserva, razon por la cual las plantas mueren por un déficit nutricional, por otro lado en la
enfermedad rdpida, los conidios y el micelio colonizan el xilema y el floema por lo cual hay una
interrupcion del flujo de agua y nutrientes y consecuentemente la planta muere; por su parte, los
sintomas relacionados a la enfermedad lenta fueron el amarillamiento de las hojas causando una
disminucién en la clorofila y por tanto afectado el aparato fotosintético y la actividad de la
enzima Rubisco. Mientras que en la enfermedad répida no se evidenciaron sintomas y se generd
un incremento en los carotenoides y un cierre estomatico como respuesta a la deshidratacion.
Estos resultados son de gran importancia debido a que muestran la relevancia que tienen las
condiciones ambientales para el proceso de colonizacién de los drganos, pues esto puede ser
determinante para para el tipo de manifestacion de la enfermedad que se genere. Para el presente
estudio, debido a las fluctuaciones en las condiciones ambientales del invernadero donde se
llevaron a cabo los ensayos, establecer qué tipo de enfermedad (rdpida o lenta) se llevé a cabo, no
fue posible, pues en el presente estudio no se alcanzé la enfermedad en ninguno de los periodos

de tiempo ni con la sintomatologia descrita por Pshibytko ez al. (2006). A pesar de esto se puede
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afirmar que debido al re-aislamiento del patégeno a partir de los haces vasculares y la necrosis
encontrada en estos, la enfermedad si se estd generando, por lo cual se confirma que factores de
patogenicidad como las enzimas liticas estuvieron presentes en la degradacién del tejido vegetal,
por lo cual se puede inferir que realizando el ensayo bajo condiciones ambientales dptimas, se
habria podido observar lo sintomas descritos por Pshibytko er al. (2006), con todos los

aislamientos o al menos con el aislamiento 310 (control bidtico).

6.3. Pruebas de patogenicidad en gulupa (Passiflora edulis Sims.)

Los resultados obtenidos para las variables: longitud de necrosis, manchas necréticas en raiz,
manchas necréticas en tallo y avance del patégeno, no cumplieron los supuestos estadisticos
normalidad y homogeneidad de varianza, por lo cual se procedi6 a realizar una prueba estadistica
no paramétrica, Kruskal Wallis para cada una de las variables anteriormente nombradas, en
donde el objetivo principal fue probar la existencia de diferencias significativas entre
tratamientos con respecto a estas variables. Esta prueba arrojé una significancia inferior a 0,05
para cada una de las variables analizadas, lo cual indic¢ la existencia de diferencias significativas
en los resultados de estas variables con respecto a los tratamientos, esto se evidenci6 en la prueba
de Dunn, pues en esta se observaron las diferencias existentes en los 14 tratamientos con respecto

a las variables analizadas (Anexo 10.7).

En el caso de la variable longitud del tallo, se present6 homogeneidad de varianzas (p-
valor=0,38), por lo cual se procedi6 a realizar estadistica paramétrica (Anova), en esta se
evidenciaron diferencias significativas en los resultados de esta variable con respecto a los
distintos tratamientos (p-valor=0,0), lo cual también se corrobord con la prueba de Tukey, que
mostré diferentes agrupaciones entre los 14 tratamientos (Anexo 10.7). En la figura 6.13 se
muestran los promedios obtenidos para la longitud del tallo en cada tratamiento, en donde se
puede observar que el control abidtico, fue el tratamiento con mayor longitud del tallo (21,94 cm)
seguido del aislamiento 319 (control biético) correspondiente a F. solani (20,8 cm); mientras que
el aislamiento que presentd6 menor longitud del tallo (14,17 cm) fue el 314 (origen vegetal-
clavel), seguido del aislamiento 162 (origen animal) (14,2 cm) ambos correspondientes a F.

oxysporum.
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Figura 6.13. Prueba de patogenicidad en gulupa. Longitud Tallo. CA: Control Abiético. CN: Control negativo; Serie
100: aislamientos de origen animal; Serie 200: Aislamientos de origen humano superficial; Serie 300: Aislamientos
de origen vegetal; Serie 400: Aislamientos de origen humano sistémico. Las letras sobre las barras corresponden al

agrupamiento de Tukey.

En cuanto a la longitud de la necrosis vascular, en la figura 6.14 se puede evidenciar que en todos
los tratamientos con los diferentes aislamientos, se evidencid necrosis vascular (Anexo 10.3)
siendo esta mayor en los aislamientos 203 (origen humano-superficial) correspondiente F.
verticillioides (0,34 cm) y 404 (origen humano-sistémico) correspondiente a F. solani (0,30 cm),
en la figura se observa que el aislamiento 108 (origen animal) correspondiente a F. solani,
seguido por el aislamiento 314 (origen vegetal-clavel) correspondiente a F. oxysporum fueron los
que causaron una menor longitud de necrosis, 0,1 cm y 0,09 cm respectivamente; por su parte el
aislamiento 319 (control bidtico) correspondiente a F. solani, generd una necrosis promedio de

0,2 cm.
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Figura 6.14. Prueba de patogenicidad en gulupa. Longitud necrosis. CA: Control Abiético. CN: Control negativo;

Serie 100: aislamientos de origen animal; Serie 200: Aislamientos de origen humano superficial; Serie 300:

Aislamientos de origen vegetal; Serie 400: Aislamientos de origen humano sistémico. Las letras sobre las barras

Como se observa en la figura 6.15, se encontraron manchas necréticas en la raices de las plantas
de todos los aislamientos (Anexo 10.3), en los aislamientos de las series 100 (origen animal) y
300 (origen vegetal) la totalidad de las plantas presentaron manchas necréticas en las raices, el
aislamiento 201 (origen humano-superficial) correspondiente a F. sporotrichioides fue el que

gener6 un menor porcentaje de plantas con manchas necréticas en las raices (20%), en los

corresponden al agrupamiento de Dunn’s a-0,05.

controles abidtico y negativo no se encontraron manchas necroticas en las raices.
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negativo; Serie 100: aislamientos de origen animal; Serie 200: Aislamientos de origen humano superficial; Serie 300:
Aislamientos de origen vegetal; Serie 400: Aislamientos de origen humano sistémico. Las letras sobre las barras

corresponden al agrupamiento de Dunn’s a-0,05.

En la figura 6.16 se observan los resultados obtenidos para la presencia/ausencia de manchas

necrdticas en el tallo, en esta se puede observar que todos los tratamientos presentaron plantas

con manchas necréticas en tallo, en comparacién a los controles abidtico y negativo que no

presentaron este sintoma

40



Figura 6.16. Prueba de patogenicidad en gulupa. Manchas necréticas tallo. CA: Control Abiético. CN: Control
negativo; Serie 100: aislamientos de origen animal; Serie 200: Aislamientos de origen humano superficial; Serie 300:
Aislamientos de origen vegetal; Serie 400: Aislamientos de origen humano sistémico.

En la figura 6.17 se observan los resultados obtenidos para el avance del patégeno en el tallo, en
esta se observa que para la totalidad de las series 100, 200, 300 y 400 se logré recuperar el
patégeno a partir del tallo (10.3), en esta figura se puede ver que el aislamiento a partir del cual se
obtuvo un mayor avance del patégeno fue el aislamiento 203 (F. verticillioides, origen humano-
superficial) (1,8 cm), seguido del aislamiento 319 (F. solani, control biético) (1,3 cm), por su
parte los aislamientos que presentaron un menor avance fueron los aislamientos de la serie 100
(origen animal). En cuanto a las agrupaciones generadas por la prueba de Dunn, se puede
observar que los aislamientos de la serie 100 se encuentran relacionados entre si, al igual que los

aislamientos de la serie 200 (origen humano-superficial) (Anexo 10.7).
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Figura 6.17. Prueba de patogenicidad en gulupa. Avance patégeno. CA: Control Abidtico. CN: Control negativo;
Serie 100: aislamientos de origen animal; Serie 200: Aislamientos de origen humano superficial; Serie 300:
Aislamientos de origen vegetal; Serie 400: Aislamientos de origen humano sistémico. Las letras sobre las barras
corresponden al agrupamiento de Dunn’s a-0,05.

Debido a que solamente se evidenciaron sintomas de clorosis en algunas plantas infectadas y
tampoco se observé marchitamiento (Anexo 10.3), no fue posible construir una escala de

severidad para las plantas de gulupa.

Para las plantas de gulupa, segin Ortiz y Hoyos (2012), han sido reportados diferentes sintomas
que indican un proceso de marchitez y pudricion del cuello causada por Fusarium, estos son el
retraso en el crecimiento de las plantas y una clorosis leve en algunas hojas que progresa
moderadamente. En las plantas infectadas también se puede observar un oscurecimiento de los
haces vasculares, torndndose a un tono rojizo que indica que se estd llevando a cabo una necrosis
vascular; al extenderse esta necrosis, la enfermedad progresa causando una clorosis severa y un

marchitamiento ascendente de la planta, también se observa un oscurecimiento en la base del
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tallo lo cual indica que se estd produciendo una pudricién del cuello, lo que también se asocia a
clorosis y defoliaciéon de la planta. La necrosis puede llegar a alcanzar hasta 20 cm de altura,

cuando la enfermedad se encuentra en estados avanzados causa la muerte de la planta.

Algunos de los sintomas previamente descritos pudieron evidenciarse en el presente estudio; por
ejemplo, como se observa en la figura 6.13 algunas de las plantas presentaron una longitud
inferior a las plantas de los controles lo que concuerda con los reportado por Ortiz (2012) y Cruz
et al. (2012), pues en estos estudios se reporta que en plantas jovenes de gulupa que sean
afectadas por Fusarium, se presenta un retraso en el crecimiento de la planta, aunque se debe
resaltar que si bien este puede ser un indicio de que se esté llevando a cabo la infeccion, el que el
control negativo haya presentado una disminucién de la altura con respecto al control abiético
puede indicar que el retraso del crecimiento de las plantas se pudo haber dado por el estrés
causado al cortar las raices y no por el patégeno. Ademds de esto, se debe tener presente que
factores abidticos como los son la alta radiacion solar y las temperaturas extremas, entre otros,
pueden generar estrés en la planta lo cual se ve reflejado en el crecimiento y desarrollo adecuado
de las mismas (Cabello et al. 2014). Asi que teniendo en cuenta que en el invernadero donde se
realizaron los ensayos se presentaban marcadas fluctuaciones de temperatura, no se puede
asegurar que la variacion en la altura de las plantas infectadas con respecto a los controles
abidtico y negativo sea un efecto causado por los diferentes aislamientos de Fusarium spp., por
esto se requiere evaluar la presencia de otros sintomas para asegurar que los aislamientos

empleados en este estudio tienen un potencial patogénico en estas plantas.

En lo que respecta a la necrosis vascular, todos los aislamientos la presentaron (figura 6.14),
aunque en ningin aislamiento se alcanzé un centimetro de necrosis. El hecho de que este sintoma
se haya podido evidenciar sugiere que la infeccion efectivamente se establecié (Ortiz y Hoyos
2012). Esto resultado también concuerda también con lo reportado por Alvarado (2014), pues en
su trabajo también se encontré necrosis vascular en plantas de gulupa causadas por los mismos
aislamientos empleados en el presente estudio, lo que sugiere un potencial de los mismos para
causar marchitamiento vascular, independientemente del origen de aislamiento y su especie. La
necrosis vascular también ha sido reportada en los trabajos de Ortiz (2012) en plantas de gulupa

de dos y cuatro meses de desarrollo que fueron infectadas con F. oxysporum, también por Angulo
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(2009) donde se resalta que la presencia de este sintoma es clave en la identificacion del

marchitamiento vascular.

En cuanto a las manchas necréticas en raiz (figura 6.15), se observa que todos los aislamientos
independientemente de su origen causaron este sintoma, lo que indica que el hongo logr6 penetrar
por la raiz, ya sea por la heridas generadas en el procedimiento de inoculacién o las generadas
naturalmente durante la ramificacién de las raices secuandarias, pues Ortiz (2012) reporta que no
existe una diferencia estadistica significativa en incidencia y severidad que demuestre que
Fusarium requiera de heridas inducidas para causar la infeccion. Aunque Fusarium no genere
estructuras especializadas para penetracion, como los apresorios, su maquinaria enzimética le
permite degradar la epidermis del sistema radicular y asi ingresar a la planta. Posterior a la
penetracion de la epidermis, la colonizacién a nivel intracelular genera los puntos necréticos en

raiz, y en estados avanzados de la infeccion la pudricion de la misma (Ortiz y Hoyos 2012).

El oscurecimiento en la base del tallo o necrosis en tallo pudo ser observado en todos los
tratamientos a excepcion de los controles abidtico y negativo (figura 6.16), lo cual corrobora lo
observado por Alvarado (2014), trabajo en que se evidencid la aparicién de manchas rojizas o
puntos de necrosis en la base de los tallos de todas las plantas infectadas con los mismos
aislamientos empleados en este estudio. Este es un sintoma determinante para la identificacién de
la enfermedad conocida como pudricién de cuello como se menciond anteriormente, se ha
reportado que esta enfermedad en plantas de gulupa es causada por la especie F. solani,
particularmente por su forma especial (F. solani f. sp. passiflorae) (Ortiz y Hoyos 2012; Bueno
et al. 2014), mientras que en este estudio y en el de Alvarado (2014) se puede asegurar que este
sintoma fue causado ademads de los aislamientos de F. solani (108, 319 y 404), por aislamientos
de F. oxysporum, F. verticillioides y F. sporotrichioides, sin importar el origen de aislamiento ya

sea humano, animal o vegetal.
La recuperacién del patégeno a partir de las plantas infectadas con los diferentes aislamientos

como se observa en la figura 6.17 fue exitosa, lo cual concuerda con el estudio de Alvarado

(2014), y nuevamente se confirman los postulados de Koch (Volcy 2008).
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El que se haya logrado recuperar el patégeno a partir de los tallos de gulupa sugiere que
efectivamente se establecid la infeccion en el hospedero, lo que sugiere una interaccion

compatible hospedero-patégeno.

Como se mencioné anteriormente, no se lograron evidenciar sintomas como epinastia y pérdida
de turgencia, ni clorosis progresiva en la planta (Anexo 10.3), por lo cual no se pudo establecer
una escala de severidad, esto pudo deberse a lo encontrado por Ortiz (2012), quien afirma que la
manifestacion de los sintomas de la enfermedad y la rapidez de su avance depende de la
capacidad patogénica de los aislamientos evaluados, pues los aislamientos mds patogénicos
manifiestan un colapso de las plantas mas rdpido. Por lo que se puede sugerir que aunque los
aislamientos empleados en este estudio tienen un potencial patogénico, al presentar enzimas
propias para llevar a cabo este proceso (Alvarado 2014), y por generar necrosis vascular y
manchas necréticas en tallo y raices, al provenir de diferentes origenes el proceso de

patogenicidad puede ser mds lento.

Para finalizar y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en todos los ensayos realizados en las
plantas de clavel, tomate y gulupa, se pueden inferir varias cosas. En primer lugar, los
aislamientos empleados en el presente estudio, presentan la maquinaria enzimatica necesaria para
causar patogenicidad en las plantas. Esto se confirmé gracias al trabajo de Alvarado (2014), pues
como ya fue mencionado anteriormente, en ese estudio se confirmé la presencia de enzimas
degradadoras de pared y compuestos de reserva, en los aislamientos trabajados en el presente
estudio. La relevancia de dichas enzimas radica en que estas son determinantes en el
establecimiento y colonizacién del patégeno en el hospedero, pues actian de manera sinérgica

para lograr la ruptura de la pared vegetal y asi entrar a la planta (Di Pietro et al. 2009).

En segundo lugar se debe resaltar que si bien los microorganismos pueden presentar la
maquinaria enzimatica necesaria para causar la patogenicidad, se deben tener presentes las
respuestas de defensa de las plantas. Pues ademads de las barreras estructurales como la cuticula y
la peridermis, existen metabolitos secundarios que proporcionan defensa a la planta (Taiz y

Zeiger 2000) los cuales pueden frenar o retrasar la infeccion.
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Segun Taiz y Zeiger (2006), una vez las plantas son infectadas por un patégeno, debido a que este
logré atravesar la barrera estructural de la planta, las plantas presentan varias defensas contra los
microorganismos invasores. Se debe tener presente que los micoorganismos que pueden causar la
infecciéon pueden ser microorganismo biotréficos, hemi-biotréficos y necrotréfico, en donde
Fusarium entra en el grupo de los microorganismos necrotroficos, pues penetra por una herida en
la planta y para sobrevivir mata las células de esta; hay que resaltar que cualquiera que sea el
microorganismo que entre a la planta, su desarrollo va a depender del tipo de interaccién que se
dé entre el hospedero y el, en donde se pueden dar interacciones compatibles e incompatibles,
donde en las primeras el patdgeno es capaz de evadir o retrasar la respuesta de defensa de la
planta causando asi la infeccién, mientras que en las interacciones incompatibles, la planta
detecta al patégeno e inmediatamente lo bloquea evitando asi la infeccion (Taiz y Zeiger 2006),
esto dltimo pudo ser una causa importante de la ausencia de sintomatologia tipica de
marchitamiento vascular en las plantas de clavel, tomate y gulupa. Los mecanismos defensa
inician con el reconocimiento de las moléculas efectoras de los patégenos, estas pueden ser
generales o especificas, en donde las generales como la quitina, son llamados patrones
moleculares asociados al patégeno (Pamps), también se encuentran los genes R que codifican
receptores proteicos que reconocen y se unen a las moléculas especificas generadas por los
patogenos (elicitores) (Ramos y Portal 2010; Riveros 2010). Al darse estas uniones la planta
recibe una alerta de la presencia del patégeno, lo cual desencadena rutas de sefializacién que
activan los mecanismos de defensa contra los patégenos (Taiz y Zeiger 2006). El inicio de la
respuesta de la planta ocurre segundos después del reconocimiento descrito anteriormente en
donde se da un aumento de los genes relacionados con las defensas y se genera un
fortalecimiento fisico de las paredes celulares por la produccion de ligninas y la formacion de
callo, disparando la produccién de fitoalexinas que limitan el crecimiento del patégeno, e
induciendo la produccién de proteina antimicrobianas lo cual sucede por la activacion de
sustancias sefializadoras como el etileno, jasmonato, el dcido abscisico y el 4cido salicilico
(Ardila e Higuera 2005; Taiz y Zeiger 2006; Riveros 2010; Rangel et al. 2010 Gonzalez et al.
2012; Diaz 2012). Estas sustancias actian como factores claves de transcripcion y se difunden en
la totalidad de la planta, posteriormente se da una super produccién de especies reactivas de
oxigeno, lo cual induce lisis en las células proximas al patégeno, esto se conoce como respuesta

hipersensible, pero como Fusarium es un microorganismo necrétrofo, este mecanismo no es util
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para detenerlo, esta respuesta hipersensible ocurre por la presencia del dcido salicilico pues este
inhibe a la enzima catalasa encargada de detoxificar el peréxido de hidrogeno en la planta (Arauz
1998; Rangel et al. 2010). Por otra parte, cuando hay una activacion de etileno se ve involucrada
la expresion de ERF1 (factor 1 de respuesta al etileno) el cual es un gen de respuesta inmediata al
etileno, el cual participa en una cascada de activacion transcripcional de genes inducibles por esta
hormona; Para activarlo también se requiere 4cido jasmoOnico. Se debe resaltar que los cambios
comienzan a darse de manera local en la zona donde ocurre el contacto e invasion del patégeno y
posteriormente se extiende de manera sistémica por la planta (Jordan y Casaretto 2006). Estos
mecanismos de defensa en conjunto pudieron ser una de las causas de la ausencia de
sintomatologia de marchitamiento en las plantas de clavel (a excepcion de las plantas infectadas

con el aislamiento 314), en las plantas de gulupa y tomate.

Aunque no se haya evidenciado la sintomatologia tipica del marchitamiento vascular en las
plantas de clavel (a excepcidn de las infectadas con el aislamiento 314), tomate y gulupa, el haber
encontrado necrosis vascular y necrosis en tallo y raiz, ademds de haber logrado la recuperacion
del patégeno a partir de las plantas infectadas, permite asegurar que hubo un establecimiento de
la infeccién. Por esta razon y debido a que un mismo aislamiento de Fusarium tiene la capacidad
de infectar mas de un hospedero (independientemente de su origen de aislamiento), Fusarium

spp. podria ser considerado como un posible modelo de patégeno multihospedero.

7. CONCLUSIONES

El establecimiento de una escala de severidad para comparar la patogenicidad de los doce
aislamientos de Fusarium spp. en estudio, no se logrd para las plantas de gulupa y tomate, debido
a que no se evidenciaron sintomas caracteristicos de marchitamiento vascular como epinastia,

clorosis y pérdida de turgencia.
La evidencia del avance de los diferentes aislamientos de Fusarium spp. en el tallo de los tres

hospederos vegetales (clavel, tomate y gulupa) confirma el establecimiento del proceso infectivo,

etapa critica para el desarrollo del marchitamiento vascular.
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Todos los aislamientos evaluados, independientemente de su origen, generaron necrosis al
interior de los haces vasculares en alguno o en los tres tipos de hospedero (clavel, tomate y
gulupa). Este sintoma, directamente asociado al marchitamiento vascular, evidencia colonizacion

a nivel intracelular, una caracteristica tipica de patégenos necrétrofos como Fusarium spp.

Aunque no se observaron todos los sintomas asociados a marchitamiento vascular en los tres
hospederos vegetales por parte de los doce aislamientos evaluados, el establecimiento del proceso
infectivo y la necrosis de los haces vasculares en las plantas de clavel, tomate y gulupa,
independientemente de la especie y del origen de los aislamientos, demuestra el potencial de

Fusarium spp. como modelo de patdgeno multihospedero.

8. RECOMENDACIONES

Realizar una identificacién de formas especiales de los aislamientos trabajados con el fin de

entender de manera més precisa su comportamiento en los hospederos vegetales evaluados.

Realizar las pruebas de patogenicidad empleando los mismos modelos vegetales pero bajo las

condiciones Optimas controladas para el desarrollo de la enfermedad.

Realizar las evaluaciones de sintomatologia en periodos de tiempo mads largos.
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10. ANEXOS

10.1. Registro Fotografico Clavel (Dianthus caryophyllus 1)
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10.2. Registro fotografico Tomate (Lycopersicon esculentum Mill).
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10.3. Registro fotografico Gulupa (Passiflora edulis Sims.)
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10.4. Registro fotografico Microscopia

10.5. Analisis estadistico para los resultados obtenidos en clavel

Para el andlisis estadistico realizado los aislamientos correspondientes a los tratamientos son:
1(CA), 2(CN), 3(108), 4(161), 5(162), 6(310), 7(314), 8(319), 9(201), 10(203), 11(205), 12(404),
13(406), 14(409).

- Longitud Tallo
Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric 2 291, 5 30
AQOYV for Longtallo by Tratamien 3 266, 1 30
4 324,5 30
Mean Sample 5 287, 1 30
Tratamien Rank Size 6 260, 6 30
1 284,77 30 7 33,4 30
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8 278, 1 30
9 181, 4 30
10 154, 6 30
11 154,9 30
12 202, 6 30
13 97,2 30
14 130, 4 30
Total 210, 5 420

Kruskal-Wallis Statistic, corrected for ties
P-Value, Using Beta Approximation 0, 0000
P-Value, Using Chi-Squared Approximation
0, 0000

Dunn's All-Pairwise Comparisons Test of
Longtallo by Tratamiento

Mean
Tratamiento Rank Homogeneous
Groups

4 324,47 A
2 291,50 AB
5 287,07 ABC
1 284,70 ABC
8 278,15 ABC
3 266,10 ABC
6 260,60 ABCD
12 202,63 BCDE
9 181,42 CDE
11 154,85 DE
10 154,58 DE
14 130,40 EF
13 97,183 EF
7 33,350 F
Alpha 0, 05

Critical Z Value 3,455
Critical Value for Comparison 108, 29
There are 6 groups (A, B, etc.)

- Longitud necrosis

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric
AOQOYV for LongNecrosis by Tratamien

Mean Sample
Tratamien Rank Size

1 92 15
2 92 15
3 92 15
4 92 15
5 92 15
6 92 15
7 199, 0 15
8201,39 92,0 15
9 92,0 15
10 142,9 15
11 92,0 14
12 92,0 14
13 92,0 14
14 92,0 14
Total 103, 5 206

Kruskal-Wallis Statistic, corrected for ties
P-Value, Using Beta Approximation 0, 0000
P-Value, Using Chi-Squared Approximation
0, 0000

Dunn's All-Pairwise Comparisons Test of
LongNecrosis by Tratamien

Mean
Tratamien Rank Homogeneous
Groups
7 199 A
10 142,93 B
1 92,000 C
2 92,000 C
3 92,000 C
4 92,000 C
5 92,000 C
6 92,000 C
8 92,000 C
9 92,000 C
11 92,000 C
12 92,000 C
13 92,000 C
14 92,000 C
Alpha 0, 05

Critical Z Value 3,455
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Critical Value for Comparison 41,123 6 225 AB
TO 42,567 5 197 AB
There are 3 groups (A, B, etc.) 4 190 AB
8 183 B
- Manchas necréticas tallo 3 169,00 B
1 57,000 C
Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric 2 57,000 C
AOYV for Manchas necréticas tallo (MNT)
by Tratamien Alpha 0, 05
Critical Z Value 3,455
Mean Sample Critical Value for Comparison 83,186
Tratamien Rank Size There are 3 groups (A, B, etc.)
1 57 30
2 57 30 - Avance Patogeno
3 169 30
4 190 30 Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric
5 197 30 AOQOYV for AvancePatégeno by Tratamien
6 225 30
7 267 30 Mean Sample
8 183 30 Tratamien  Rank Size
9 267 30 1 29,5 15
10 267 30 2 29,5 15
11 267 30 3 112, 1 14
12 267 30 4 102, 4 14
13 267 30 5 112,2 15
14 267 30 6 140, 6 14
Total 210, 5 420 7 199, 3 15
8 120, 3 15
Kruskal-Wallis Statistic, corrected for ties 9 116, 2 15
425, 59 10 118,7 15
P-Value, Using Beta Approximation 0, 0000 11 121, 5 15
P-Value, Using Chi-Squared Approximation 12 39,9 15
0, 0000 13 157, 8 15
14 58,8 15
Dunn's All-Pairwise Comparisons Test of Total 104, 0 207
MNT by Tratamien
Dunn's All-Pairwise Comparisons Test of
Mean AvancePatogeno by Tratamien
Tratamien Rank Homogeneous
Groups Mean
7 267 A Tratamien Rank Homogeneous
9 267 A Groups
10 267 A 7 199,27 A
11 267 A 13 157,80 AB
12 267 A 6 140,61 AB
13 267 A 11 121,50 BC
14 267 A 8 120,30 BC
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10 18,73

9 116, 23
5 112,20
3 112,11
4 102,43
14 58,800
12 39,900
1 29,500

BC
BC
BCD
BCD
BCDE
CDE
DE

2 29,500
Alpha
Critical Z Value

Critical Value for Comparison

TO 76,062

There are 5 groups (A, B, etc)

10.6. Analisis estadistico para los resultados obtenidos en tomate

E

0, 05
3,455

73,483

Para el andlisis estadistico realizado los aislamientos correspondientes a los tratamientos son:
I(CA), 2(CN), 3(108), 4(161), 5(162), 6(310), 7(314), 8(319), 9(201), 10(203), 11(205), 12(404),
13(406), 14(409).

- Longitud de tallo

Homogeneity of Variances

Levene's Test

O'Brien's Test

F
7,41

7,15

Brown and Forsythe Test

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric

5,32

AOQOV for LTallo by Tratamien

Tratamien
1

O 03NN B~ Wi

10

Mean
Rank
286, 7
290, 3
265, 3
286, 8
281, 9
97,9

346, 8
335,1

141,3

147, 5
125, 4
99, 2

107,9

Sample
Size
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

P
0, 0000
0, 0000

0, 0000

14
Total

135,0
210, 5

30
420

P-Value, Using Beta Approximation 0, 0000

Dunn's All-Pairwise Comparisons Test of

LTallo by Tratamien
Mean

Tratamien Rank

Groups
7 346, 83
8 335,07
2 290, 32
4 286, 82
1 286, 67
5 281, 85
3 265, 32
10 147, 50
9 141, 30
14 134,97
11 125, 40
13 107, 87
12 99,167
6 97,933

Alpha

Critical Z Value

There are 2 groups (A and B)

Homogeneous

A
A
A
A
A
A
A
B
B
B
B
B
B
B

0, 05
3,455
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- Longitud necrosis

Homogeneity of Variances

F P
Levene's Test
6,29 0,0000
O'Brien's Test
5,83 0,0000
Brown and Forsythe Test
9,40 0,0000
Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric
AOYV for LN by trat
Mean Sample
Trat Rank Size
1 35,0 15
2 35,0 15
3 100, 1 15
4 89,9 15
5 99, 4 15
6 152, 1 15
7 108, 9 15
8 143, 6 15
9 176, 4 15
10 176, 4 15
11 70, 5 15
12 129, 5 15
13 125, 2 15
14 35,0 15
Total 105, 5 210

P-Value, Using Beta Approximation 0, 0000
P-Value, Using Chi-Squared Approximation

Dunn's all-Pairwise Comparisons Test of

0, 0000
LN by trat
Mean
Trat Rank
9 176, 43
10 176,43
6 152, 07
8 143, 57
12 129,53

Homogeneous Groups
A

A

AB

ABC

ABC

13 125,20 ABC

7 108, 87 ABCD

3 100,07 BCD

5 99,400 BCD

4 89,933 BCD

11 70,500 CD

1 35,000 D

2 35,000 D

14 35,000 D
Alpha 0, 05
Critical Z Value 3,455

Critical Value for Comparison
There are 4 groups (A, B, etc.)

Manchas Necroticas Raiz

Homogeneity of Variances

Levene's Test

31,21
O'Brien's Test
30, 12
Brown and Forsythe Test
16, 39

75,214

P

0, 0000
0, 0000

0, 0000

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric

AOYV for MNRaiz by Tratamien

Tratamien

IS S e ~AN=J-CIEN o RV, SO I SRR

Total

Mean
Rank

55
55
265
160
188
188
230
216
265
265
265
265
265
265

210, 5

Sample
Size

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
420
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Kruskal-Wallis Statistic, corrected for ties
447,94

P-Value, Using Beta Approximation 0, 0000
P-Value, Using Chi-Squared approximation

0, 0000

Dunn's All-Pairwise Comparisons Test of

MNRaiz by Tratamien
Mean
Tratamien Rank Homogeneous
Groups
3 265 A
9 265 A
10 265 A
11 265 A
12 265 A
13 265 A
14 265 A
7 230 AB
8 216 AB
5 188 AB
6 188 AB
4 160 B
1 55,000 C
2 55,000 C
Alpha 0, 05

Critical Z Value 3,455
Critical Value for Comparison 82,231
There are 3 groups (A, B, etc.)

- Manchas necroticas tallo

Homogeneity of Variances F P

Levene's Test 19, 63 0, 0000
O'Brien's Test 18,95 0, 0000
Brown and Forsythe Test 10, 48 0, 0000

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric
AOQOYV for MNTallo by Tratamien

Mean Sample
Tratamien Rank Size

1 203, 5 30
2 203, 5 30
3 203, 5 30

4 203,5 30
5 203,5 30
6 273,5 30
7 203, 5 30
8 231,5 30
9 203, 5 30
10 203,5 30
11 203, 5 30
12 203,5 30
13 203, 5 30
14 203,5 30
Total 210, 5 420

Kruskal-Wallis Statistic, corrected for ties
1088, 95

P-Value, Using Beta Approximation 0, 0000
P-Value, Using Chi-Squared Approximation
0, 0000

Dunn's All-Pairwise Comparisons Test of
MNTallo by Tratamien

Mean
Tratamien Rank Homogeneous
Groups

6 273,50 A
8 231,50 B
1 203,50 B
2 203,50 B
3 203,50 B
4 203,50 B
5 203,50 B
7 203,50 B
9 203,50 B
10 203,50 B
11 203,50 B
12 203,50 B
13 203,50 B
14 203,50 B
Alpha 0, 05

Critical Z Value 3,455
Critical Value for Comparison 33,672
There are 2 groups (A and B)

- Avance Patogeno
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Homogeneity of Variances P-Value, Using Beta Approximation 0, 0000

F P P-Value, Using Chi-Squared Approximation
Levene's Test 0, 0000
5,05 0, 0000
O'Brien's Test
4, 68 0, 0000 Dunn's All-Pairwise Comparisons Test of
Brown and Forsythe Test APatogeno by Tratamien
5,70 0, 0000
Mean
Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric Tratamien Rank Homogeneous
AOYV for APatogeno by Tratamien Groups
7 161,70 A
Mean Sample 3 161,30 A
Tratamien Rank Size 5 146,37 AB
1 16,0 15 4 144,07 AB
2 16,0 15 9 128,60 AB
3 161, 3 15 10 128,60 AB
4 144, 1 15 6 128,23 AB
5 146, 4 15 8 101,30 AB
6 128, 2 15 13 99,067 AB
7 161,7 15 12 92,600 AB
8 101, 3 15 14 81,000 BC
9 128, 6 15 11 72,167 BC
10 128, 6 15 1 16,000 C
11 72,2 15 2 16,000 C
12 92,6 15
13 99,1 15 Alpha 0, 05
14 81,0 15 Critical Z Value 3,455
Total 105, 5 210 Critical Value for Comparison 76,300

There are 3 groups (A, B, etc.)
Kruskal-Wallis Statistic, corrected for ties
119, 99

10.7. Analisis estadistico para los resultados obtenidos en gulupa

Para el andlisis estadistico realizado los aislamientos correspondientes a los tratamientos son:
I(CA), 2(CN), 3(108), 4(161), 5(162), 6(310), 7(314), 8(319), 9(201), 10(203), 11(205), 12(404),
13(406), 14(409).

- Longitud tallo 1,03 0,4232
Brown and Forsythe Test
Homogeneity of Variances 0,89 0,5692
F P
Levene's Test One-Way AOV for LTallo by Tratam
1,06 0,3884
O'Brien's Test Source DF SS MS F P
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Tratam 13 1972,4 151,723,470, 00

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons
Test of LTallo by Tratam

Tratam Mean Homogeneous Groups
1 21,947 A
8 20,883 AB
13 19,630 ABC
14 19473 ABC

2 19,450 ABC
6 19,160 ABC
12 18,897 ABC
11 18,870 ABC
9 18,655 ABC
10 18,213 ABC
5 17,037 ABC
3 16,097 BC
4 14,260 C

7 14,177 C

Alpha 0, 05

Standard Error for Comparison 1, 7074
Critical Q Value 4,736

Critical Value for Comparison 5,7178
There are 3 groups (A, B, etc.)

- Longitud Necrosis

Homogeneity of Variances

F P
Levene's Test
2,51 0, 0034
O'Brien's Test
2,32 0, 0068
Brown and Forsythe Test
3,45 0, 0001

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric
AOYV for LNecrosis by Tratam

Mean Sample
Tratam  Rank Size

1 29,0 15
2 29,0 15
3 76, 6 15

4 99,7 15
5 114,0 15
6 107,9 15
7 70,7 15
8 119,2 15
9 131, 1 15
10 128, 3 15
11 132,3 15
12 158, 8 15

13 139,5 15
14 140, 8 15
Total 105, 5 210

Kruskal-Wallis Statistic, corrected for ties
95,18

P-Value, Using Beta Approximation 0, 0000
P-Value, Using Chi-Squared Approximation
0, 0000

Dunn's All-Pairwise Comparisons Test of
LNecrosis by Tratam

Mean
Tratam Rank Homogeneous Groups
12 158,80 A

14 140,83 AB
13 139,53 AB
11 132,30 AB
9 131,13 AB
10 128,30 AB
8 119,17 AB
5 114,03 AB
6 107,90 AB
4 99,700 ABC
3 76,567 BC
7 70,733 BC
1 29,000 C

2 29,000 C

Alpha 0, 05

Critical Z Value 3,455
Critical Value for Comparison 74,771
There are 3 groups (A, B, etc.)

- Manchas necréticas raiz

Homogeneity of Variances
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F P 12 233,50 AB

Levene's Test 14 226,50 AB
10,89 0, 0000 13 219,50 AB
O'Brien's Test 10 170,50 BC
10, 51 0, 0000 9 107,50 CD
Brown and Forsythe Test 1 65,500 D
9,52  0,0000 2 65,500 D
Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric Alpha 0, 05
AOYV for MNRaiz by Tratam Critical Z Value 3,455
Critical Value for Comparison 86,719
Mean Sample There are 4 groups (A, B, etc.)
Tratam  Rank Size
1 65,5 30 - Avance patogeno
2 65,5 30
3 275,5 30 Homogeneity of Variances
4 275,5 30 F |
5 275,5 30 Levene's Test
6 275,5 30 5,07 0, 0000
7 240, 5 30 Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric
8 275,5 30 AOQOYV for APatogeno by Tratam
9 107, 5 30
10 170, 5 30 Mean Sample
11 240, 5 30 Tratam  Rank Size
12 233,5 30 1 51,5 15
13 219,5 30 2 51,5 15
14 226, 5 30 3 90,0 15
Total 210, 5 420 4 85,3 15
5 79,3 15
Kruskal-Wallis Statistic, corrected for ties 6 91,2 15
386, 55 7 104, 9 15
P-Value, Using Beta Approximation 0, 0000 8 164, 2 15
P-Value, Using Chi-Squared Approximation 9 164, 8 15
0, 0000 10 168, 6 15
11 106, 8 15
Dunn's All-Pairwise Comparisons Test of 12 95,6 15
MNRaiz by Tratam 13 108, 0 15
14 115,4 15
Mean Total 105, 5 210
Tratam Rank Homogeneous Groups
3 275,50 A P-Value, Using Beta Approximation 0, 0000
4 275,50 A
5 275,50 A Dunn's All-Pairwise Comparisons Test of
6 275,50 A APatogeno by Tratam
8 275,50 A
7 240,50 AB Mean
11 240,50 AB Tratam Rank Homogeneous Groups
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168, 60
164, 83
164, 17
115, 37
107,97
106, 77
104, 90
95,600
91,233
90,000

A
AB
AB
ABC
ABC
ABC
ABC
BC
C
C

4 85,300 C

5 79,267 C

1 51,500 C

2 51,500 C
Alpha 0, 05

Critical Z Value 3,455
Critical Value for Comparison
There are 3 groups (A, B, etc.)

71,797
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