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ABSTRACT

Vaccinium meridionale is a member of the family Ericaceae occurring
mainly in Colombia, Ecuador and Venezuela, above the 2400 m of
elevation. Its berries have high antioxidant content, making them a
good option for the berries market. Its fruits are very appreciated in the
local market and efforts directed to export them have started even
though this species remains undomesticated, and the fruits are
collected from natural occurring bushes. In Colombia, at least,
domestication efforts are just starting and information about the
pathogens affecting the crop is necessary. As part of this effat we
collected samples in wild populations showing symptoms in order to
recover posible pathogenic fungi. Knowledge about these organisms
will allow to identify the posible pathological challenges that the V.
meridionale will face under an organized explotation.

Especies of four different genera was isolate: Alternaria sp.,
Pestalotiopsis sp., Epiccocum sp. and Fusarium sp.. These genera
was have been reported previously as other Vaccinium sp. In general
the fungl isolate induced detectable symtoms as. necrotic Spots,
chlorosis spots and red spots, on detached leaves and stems after two
o three weeks from inoculation.



INTRODUCCION

La familia de las Ericaceas, entre los que se destacan los arandancs y
grupoas relacionados a estos, posee una gran diversidad reflejada en los 110
generos y aproximadamente 4000 especies. De este total 60% tiene algun fin
comercial, en particular las especies encontradas en esta familia son
utilizadas con fines médicos, decorativos y la gran mayoria de arandanos son
utilizados en la industria vinicola y comestible (Avila, 2007; Luteyn, 2002).
Esta familia presenta una amplia distribucion geografica, se localiza en zonas
frias y templadas de todos los continentes. Su diversidad se registra en
regiones montafosas neotropicales, sobresaliendo muchas especies que son
endémicas de América del Sur, estas prefieren bosques montafiosos
hdmedos y frios ubicados entre los 1500 y los 3000m.s.n.m (Luteyn, 2002).

Bl género de interés para este estudio es Vaccinium, para el cual se ha
reportado 48 especies en América del Sur. La especie sobre la cual nos
concentraremos es Vaccinium meridionale, a la cual nos referiremos de
ahora en adelante como agraz, por ser el nombre comin mas aceptado en
los departamentos donde se realizo este proyecto. Cabe mencionar que en
los Ultimos afios se han realizado algunos estudios sobre su fisiologia, y
métodos de propagacion, esfuerzo este liderado por instituciones como
CORPOICA (Estacion La Selva) y CORANTIOQUIA. En departamentos
como Antioguia esta planta se presenta como una alternativa para la
sustitucion de cultivos ilicitos y como una buena alternativa para la
produccion de empleos (Arjona 2001; Luteyn, 2002).



JUSTIFICACION

En los Uitimos afios han adquirido importancia econdmica las frutas exdticas
en Colombia. Las condiciones de la region tropical le permiten al pais lograr
una produccion constante durante todo el afio (Avila, 2007). H agraz
(Vaccinium meridionale), también conocido como mortifio, es uno de los
frutales promisorios de alta montafia ya que tiene potencial de exportacion
hacia Europa y Estados Unidos por ser los principales consumidores de
arandanos; ademas de estar considerado  para la sustitucion de cultivos
llicitos (CEF, 2004).

En términos de su biologia, €l agraz (V. meridionale) forma asociaciones
micorrizicas obligadas (Ericoides), es de habito arbustivo, crece en alta
montafia, sus frutos son ricos en antioxidantes, adicionalmente a nivel
comercial puede ser un competidor importante en el mercado de arandanos y
a nivel farmacéutico parece tener propiedades benéficas (Canter & Ernst,
2004; Kahlon & Smith, 2005).

En términos agrondmicos, tenemos que acdualmente el agraz (V.
meridionale) es explotado en su forma silvestre y aunque se han desarrollado
estudios para establecer protocolos de propagacion, no se han logrado
obtener resultados que permitan la introduccion de esta especie en cultivo
(Vallejo, 2000; Arjona, 2001 citados por Castrillon, et al 2008). Por otra parte,
es dificl planear investigaciones a corto plazo debido a lo lento de su
crecimiento, lo cual parece haber dificultado la estandarizacion de métodos
de produccion, identificacion y manejo de enfermedades, ademés de otras
caracteristicas agronomicas propias de la especie (CEF, 2004).



B conocimiento sobre los patdgenos que afectan a este posible cultivo
parece ser inexistente, pues no hemos podido encontrar en la bibliografia
referencias al respecto. Esta situacion es grave, si consideramos que una
condicion indispensable para lograr un sistema de domesticacion de esta
especie, es conocer los posibles patdgenas que pueden llegar a afectarla. En
consecuencia, este estudio se enfoco a resolver, al menos parcialmente, este
vacio de informacion fitopatologica.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Aislar e identificar los posibles patdgencs presentes en la porcion aérea del
agraz (V. meridionale).
OBJETIVOS ESPECIFICOS.

A partir de lesiones en el vastago de agraz, aislar e identificar los posibles
patogenos.

Utilizando los organismos aislados, comprobar los postulados de Koch para
determinar la relacion patdgeno lesion.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

La familia de las Ericaceas, comprende arboles, sub-arbustos, y lianas.
Adicionalmente, son conocidas por formar asociaciones obligadas con
micorrizas y por incluir algunas especies toxicas y otras venenosas. Las
flores en esta familia presentan de 4 a 5 sépalos, que se encuentran
soldados en la base. Los estambres generalmente doblan la cantidad de
pétalos, las anteras se abren en los poros terminales y las flores
comunmente son hermafroditas, actinomorfas y su corola es hipdginia, con
ovario generalmente supero. Las hojas se presentan de manera alterna,
simples, sin presencia de estipulas. Las Ericaceas, estan presentes en las
montafias tropicales como las de Sur Africa, a nororiente de América, al
oriente de Asia, y practicamente en todas las montafias nectropicales de
Suraméricay el Caribe (Judd et al., 1999; Luteyn, 2002; Marroquin, 1994).

Dentro de esta familia, se encuentra el género Vaccinium, el cual incluye 450
especies aproximadamente, distribuidas principalmente en las regiones frias
del hemisferio norte, algunas especies como V. floribundum y V. meridionale,
responden mejor a los climas de alta montafia. En general las especies de
éste género prefieren suelos acidos, con pH entre 4y 5, y se ubican entre los
1300 y 3200 m.s.n.m Sus especies producen frutos gque son comestibles; su
fruto se desarralla de un ovario infero, por lo que se considera una falsa
baya. Estos son usados en un amplio mercado de mermeladas, vincs,
rellencs para pasteles, y hasta fruta fresca en los mercados estadounidense
y europeo. En nuestro pais algunas especies (V. floribundum y V.
meridionale) son comercializadas, y su valor oscila entre $ 6000 y $ 7000
pesos / libra, alin cuando se han registrado precios mayores dependiendo de
la época del aio (Arjona, 2001; Corantioquia, 2002; Judd et al, 1999).

Dentro de este género se encuentran dos subgéneros. B primero de ellos es



Oxycoccus, donde se encuentran los arandanos rojos, que presentan
vastagos no lefiosos, son delgados y rastreros y los pétalos de sus flores se
presentan inclinados (Luteyn, 2002). B otro subgénero es Vaccinium, aqui
las especies presentan vastagos lefiosos, gruesos y erguides. Las flores
presentan forma de campana, variabilidad de colores, olores y formas. Se
presta especial atencion a especies como Vaccinium corymbosum, también
conocido como mora azul, pues en investigaciones han encontrado que
cuentan con un alto contenido de flavonoides y antioxidantes, ademéas de
contener sustancias que podrian ayudar a contrarrestar la enfermedad de
Azheimer (Luteyn, 2002).

11. Casificacion sistemética del agraz:

REINO: Plantae.
DIVISION: Magnoliophyta.
CLASE: Magnoliopsida.
ORDEN: Ericales
FAMILIA: Ericaceae.
GENERQO: Vaccinium.
ESPECIE: meridionale Sw.

1.2. Generalidades

Mortifio, es el nombre comin con el que es conocido el agraz, este se
encuentra distribuido en la mayor parte de la cordillera andina. En Bolivia,
Venezuela, Ecuador y Colombia es explotado de plantas silvestres y es
comercializado en fresco 0 en conservas en pueblos y ciudades. En Chile
esta fruta es comercializada internacionalmente con el nombre de “mirica
bayas” y ha presentado una gran acogida y podria tener un futuro
prometedor (National Research Council, 1989).



B agraz, se encuenitra en estado silvesire, en las tres cordilleras
colombianas, entre los 1800 hasta los 3000 m.s.nm. Prefiere los suelos
acidos y se desarralla en bosques secundarios, y en rastrojos bajos, pero
ocurre también, frecuentemente, en el sotobosque en plantaciones de pino y
ciprés (Arjona, 2001).

Es un arbusto que alcanza hasta 3,5m de altura, muy ramificado, su copa es
redondeada. Las hojas son simples, alternas, coriaceo, elipticas, base obtusa
y apice acuminado, ademas cuenta con un borde aserrado, su nervacion es
pinnada, presentan una coloracion granate, y posteriormente cambian a
verde palido (Arjona, 2001).

b) corte transversal de flor, ¢) y f) coloraciones que pueden presentar las
ramas jovenes, d) corte longitudinal de fruto, €) racimo de frutos. (Socha,
2009)

Las flores pueden ser tetrameras o pentameras, caliz con Iobulos apiculados,
ciliados en el margen hacia el apice, corola urceolada-cilindrica, blanca o
manchada de rosado o rojo, estigma truncado. La inflorescencia, se presenta



en forma de racimo, presentando de 10 a 15 flores por cada racimo (ver
figura 2). En el afo se suelen presentar dos floraciones, la primera ocurre
entre febrero - marzo y la segunda entre septiembre - diciembre. Su
mecanismo de polinizacion es entomdfilo, se reconoce en la literatura a la
abeja Apis mellifera, como fundamental en este proceso (Arjona, 2001).

B fruto es una baya globosa, de aproximadamente 1cm de diametro, tiene
un color verde cuando se encuentra inmaduro, y cambia a morado oscuro
cuando madura (ver figura 2). La fructificacion ocurre en dos épocas del afio,
la primera que es conocida como “mita” se presenta entre abril y mayo, y la
segunda tiene lugar entre septiembre y diciembre (Arjona, 2001).

Como asegura Arjona, (2001) “.. no se encuentran datos disponibles sobre
densidad poblacional, produccion por hectarea, ni por planta, al respecto solo
puede afirmarse por ahora que la mayor produccion se logra de plantas con
el 75% de exposicion a la radiacion solar...” (Montafia Méagica, 2000 citado
en Arjona, 2001). Tampoco es posible encontrar informacion sobre cultivos
de esta especie en €l pais, toda su explotacion se redliza de las plantas
silvestres constituyendo un modo de explotacion extractivo (Corantioguia,
2002).

1.2.1. Usos médicos del género Vaccinium:

B género Vaccinium, es reconocido porque muchas de sus especies son
ricas en antioxidantes tales como flavonoides. En la actualidad, los
antioxidantes han adquirido gran importancia en las industrias farmacéutica y
médica pues los antociandsidos pueden tener un efecto particular sobre la
vision nocturna de las personas. Al parecer, también tienen efectos al
prevenir algunos problemas degenerativos de los ojos, en particular la
retinopatia diabética (Canter & Ernst, 2004; Kahlon & Smith, 2005). A los
flavonoides que contiene el género, también se les atribuyen facultades
antivirales, anticancerigenos y antimicrobiales. En algunos estudios, se
afirman que Vaccinium, produce ciertos compuestos presentes en los frutas,



gue ayudan a mantener la flora normal bacteriana, y ademas evita la
colonizacion por otras especies de bacterias e infecciones del tracto urinario
femenino (Kontiokari et al, 2004; Vedenskaya & \Vorsa, 2004).
Definitivamente, muchas de las propiedades de Vaccinium son de interés
médico, y no debe extrafiarse que aparte de comercializar sus frutos y flores,
también se comercializan por sus “compuestos medicinales” (Kontiokari et al,
2004; Vedenskaya & Vorsa, 2004).

1.2.2. Agraz (V. meridionale) en Colombia.

En Colombia una de las especies de Vaccinium que mas se conoce es
Vaccinium meridionale Swnartz, también conocida como mortifio. La mayoria
de estudios realizados en Colombia han sido llevados a cabo en el
departamento de Antioquia, donde CORANTIOQUIA en asociacion con
CORPOICA. Estos estudios se han concentrado en determinar las mejores
técnicas de propagacion, la fisiologia y demas caracteristicas que permitan,
en un corto plazo, implementar cultivas con el fin de brindar alternativas
frente a los cultivos ilicitos, y como una manera de contribuir con la
generacion de nuevos empleos (CEF, 2006).

1.3. Patdgenos que afectan al género Vaccinium:

Es poca la informacion que existe con respecto a los patdgenos que afectan
en Colombia a los géneros silvestres. Sin embargo, en arandancs, Wright, et
al. (2005) reportan haber encontrado, en un estudio que se realizd en
Argenting, los siguientes patdgenos Alternaria tenuissima, Pestalotiopsis
guepinii, Pucciniastrum vaccinii, Fusarium sp., Phytophthora sp., Phomopsis
vaccinii, Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia sp.  Pythium _sp.
Rhizoctonia _sp. Stemphyllium sp. Humicola grisea, Sclerotium bataticola,
Scleratinia_sclerotiorum, Trichoderma sp, Botrytis cinerea, y Agrobacterium




tumefaciens. Las especies subrayadas, son las que mas predominan en los
reportes de patdgenos del género Vaccinium (Wright et al, 2005).

En este caso en particular llama la atencion la especie Pestalotiopsis
guepinii, que segun el estudio de Wright et al (2005), ataca a los tallos y las
hojas produciendo en ellas atizonamiento del tejido, manchas foliares y
chancros en los tallos. Sin embargo, la Universidad de Michigan, importante
centro de investigacion en arandanos, no reporta ninguna especie asociada a
este género pero si a de Pestalotia, especificamente Pestalotia vaccinii, €l
cual es reportado como un hongo post cosecha que afecta el fruto y que
produce masas de esporas y micelio blanco. Por otro lado, Fernandez et al
(2004), reportan haber aislado también en Argentina al hongo Pestalatiosis
guepinii, causando en Vaccinium corymbosum, los siguientes sintomas “...
manchas foliares color marrén claro, ademés de manchas con centro ascuro
y borde rojo (plateadas bajo lupa) y pardas rojizas...” estos sintomas fueron
obtenidos después de verificar los postulados de Koch, ademas hacen
hincapié en que las muestras recolectadas en el campo presentaban los
siguientes sintormas “.. . manchas foliares (plateadas, castario claro con borde
rojo), puntuaciones (rgjizas, negras, plateadas), hojas con enrollamiento y
amarillamiento, nervaduras con necrosis, atizonamiento de ramas, manchas
rojizas y chancros en tallos (Fernandez et al, 2004; Wharton & Schilder,
2003; Wright et al, 2005). A cortinuacion se presentan las enfermedades que
ataca comunmente el género Vaccinium (tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de las enfermedades mas comunes del género
Vaccinium

PATOGENO CARACTERISTICAS DE LA ENFERMEDAD
-Monilinia Los primeros sintomas aparecen a la 2 — 3 semana antes
vaccinii- de la floracion, se manifiesta produciendo un secado en




corymbosi:

-Godronia
cassandrae:
(Fusicoccum
putrefaciens).

- Botnytis cinerea.

las hojas de color rojizo a cafe, también puede afectar el
tallo y los frutos jovenes, la enfermedad se distribuye en
parches sobre las hojas. Las lesiones similares a una
roya, generan una infeccion causada por las ascosporas
que emergen del enveés de la hoja. En la segunda fase se
producen las conidiosporas que son dispersados por el
viento y por insectos, afectando las hojas y frutos jovenes
(Ramsdell, 2000; Lambert et al, 1987).

En estado asexual este hongo se conoce como
Fusicoccum putrefacies, infecta el tallo, tiene un
desarrallo eliptico, de color morado-castario, las lesiones
son de 254 a 15.24 cm de longitud, el hongo produce
conidiosporas que infectan en temporada de lluvia,
produciendo marchitamiento y llegando a afectar el
sistema vascular de la planta, produciendo chancros. La
enfermedad es residente, aparece en cada temporada de
lluma, que es el mecanismo por el cual se produce la
apertura de los picnidios y la dispersion de las
conidiosporas (Jay, 2006, Ramsdell, 2000; Ramsdell,
2003).

Los primeros sintomas aparecen como un brote de roya
en los racimos de los frutos que aparecen de color gris a
negro, afecta también a las hojas vigjas causandoles
sintomas de necrosis 0 hasta la muerte, en las hojas
jovenes se presenta como lesiones irregulares entre
colores café a rojo, por lo cual se puede confundir con
otros hongos; la enfermedad no es residente, es decir no
aparece cada primavera, como es el caso de Godronia
cassandrae que se produce cada invierno. Bl hongo se
mantiene en estado de micelio hasta que llega la
primavera, donde se desarrollan las esporas, y €l




- BExobassidum
vaccinii

-Colletotrichum
gloesporioides:

Alternaria sp.

posterior proceso de infeccion. Esta enfermedad se ve
favorecida por temperaturas que estan entre 15 —20°C
(Lambert et al, 1987; Ramsdell, 2000 y 2003).

Causante de la enfermedad de las hojas rojas, pues torna
las hojas de este color, la mancha roja puede ser
generalizada, o distribuida en parches o manchas, la
lesion puede estar presente en todas o en algunas hojas,
el cambio de estacion, se produce una capa blanca de
esporas en el enves de la hoa, generalmente no se
desarrolla en los frutos, y puede matar las ramas y tallos,
la enfermedad puede presentarse en parches desde el
pie de la planta hacia arriba. La enfermedad puede
resistir de un afno al otro en la base de la planta o en el
rizoma (Lambert et al, 1987; Ramsdell, 2000 y 2003).

Este hongo se conoce en arandanos por causar
antracnaosis, en frutos post cosecha, pero segun estudios
realizados por Dept. de Patologia de plantas, (Michigan
State University Extension Boletin E-2847) la infeccion del
hongo se readliza se produce antes de la cosecha, los
sintomas son, royas en las ramas jovenes, racimos de
flores de color café a negro, la esporulacion del hongo se
produce con el cambio de estacion, cuando los frutos
maduran, las esporas son de color salmdn, que se
diseminan a otros frutos maduro (que presentan tejidos
mas susceptibles al hongo) o verdes, y a otras partes de
la planta por medio de viento y/o lluvia, puede afectar las
ramas en primavera si hay suficiente lluvia y humedad en
el ambiente (Ramsdell, 2000).

Produce podredumbre de los frutos que se caracteriza
por una serie de agujercs, la fruta pierde contextura y se
vuelve acuosa. Los primeros sintomas se producen




Microspharera
vaccinii

Epicoccum
nigrum.

Pestalotiopsis
Spp.

cuando hay esporulacion del hongo, esta es de color
oscuro y ocurre cuando los racimos del fruto son todavia
iInmaduros, 1 0 2 semanas antes de que se produzca la
cosecha y la infeccién ocurre cuando este se encuentra
maduro (Ramsdell, 2000).

Este hongo es el causante del mildeo polvoso, el cual
ataca principalmente a las hojas de las plantas, ocurre a
mediados de julio, las hojas son cubiertas por el micelio
del hongo que las envuelve en una capa fina y las pliega.
Del micelio surgen los cuerpos fructiferos o conidiéforos,
ellos son los encargados de diseminar la enfermedad, la
cual ataca a una gran variedad de plantas (Ramsdell,
2000).

Se destaca por producir en el punto de insercion del fruto:
crecimiento de un micelio denso de color amarillo a
naranja que produce la pudricion del fruto (Wharton &
Schilder, 2003).

Este patdgeno produce en las plantas lesiones necrdticas
de color que varia de rojos a marrones oscurcs, tanto en
ramas como en hojas y parte apical de las plantas. Se ha
observado que este se encuentra por debajo de la
corteza y con frecuencia genera dafio vascular; y se
encuentra asociado con las podas. las plantas afectadas
generalmente mueren (Espinoza et al, 2008).




2. METODOLOGIA

La metodologia usada en este estudio esta dividida en varios pasos que
comprende la recoleccion y procesamiento de las muestras, la obtencion e
identificaron de los organismos a evaluar, y el desarrollo de los postulados de
Kochs. B siguiente esquema (figura 2) resume la metodologia vy
posteriormente se procede a la explicacion de cada uno de los items.

Recoleccion % | Procesamiento
~ material vegeta ' de muestras

E sterilizacion superficial
=Agua destilada
+* 3 min hipocloritoa 0.294
*Agua destilada estéril

[ l

PDA1/4 Camara humeda

{ ]
> Aislamiento <
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Postulados de

koch’s
[
N 1
Ensayoen hojas, Ensayoen
ramas vy tallos ramas de
desprendidos plantas

Mlacroscopica
Y
| Mlicroscopica

|

‘ Identificacion ‘ Molecular

Fgura 2. Esguema que representa de manera resumida la metodologia
usada en este trabajo



2.1. Descripcion del lugar de estudio:

H estudio se llevo a cabo en la Estacion Experimental de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Militar Nueva Granada, Hacienda Rio Grande,
ubicado en el municipio de Cajica (Cundinamarca — Colombia) a 4°56,5'N,
74°0,5'W, ubicada a 2580 msnmy una temperatura media anual de 14 °C.

2.2. Recoleccion de material vegetal

Las muestras fueron recolectadas de plantas silvestres ubicadas en:

TinjacA (BoyacA — Colombia) localizado a 5°34'54" latitud norte y a
74°38'53" longitud oeste, con una altura de 2100 msnm y temperatura
promedio de 17 °C; en las veredas de Siativa y Pefias.

Nobsa (Boyaca — Colombia) se encuentra ubicada a 5°43" latitud norte y
73°57" longitud oeste, con una altura 2510 msnm y temperatura promedio de
15°C.

Se colectaron de plantas que presentaban lesiones (sintomas de
enfermedad) y muestras de la parte aérea que comprendian: tallos, hojas,
flores y frutos. Las muestras fueron cortadas de 5 a 10 cm por debajo de la
lesion, estas se dispusieron en bolsas de papel y fueron almacenadas en una
nevera a 4 °C para su posterior procesamiento.

2.3.  Procesamiento de las muestras

2.3.1 H primer paso en el procesamiento de las muestras se realizd
esterilizacion superficial, la cual se desarrollo de la siguiente manera:



Las muestras seccionadas se esterilizaron superficialmente sumergiéndolas
en hipoclorito de sodio al 2% durante tres minutos, seguido por dos lavados
con agua estéril por tres minutos.

2.3.2. Sembra

Una vez esterilizadas, las muestras fueron divididas en dos. Una porcion fue
inoculada en cajas de Petri con Agar Papa Dextrosa a un cuarto de la
concentracion recomendada (PDAL/4). La porcion restante fue colocada en
camara hiimeda, que consistieron en cajas de Petri con el fondo cubierto por
4 discos de papel absorbente humedecido. Cada arreglo, caja con PDA o
camara himeda, incluyd ocho muestras por caja con Su respectivo
duplicado.

2.4. Aslamiento de los hongos

Con el fin de obtener colonias puras, se procedio a realizar un aislamiento de
los hongos resultantes de las muestras sembradas en PDA Y4y de camara
himeda. Para tal fin, los hongos a aislar fueron sembrados de manera
individual en agar PDA ¥4 de concentracion. Una vez crecidos, se procedio a
realizar cultivos monosparicos, los cuales fueron almacenados y a partir de
ellos se realizo el trabajo de identificacion usando las guias de identificacion
de Kiffer et al. 1999 y Barner et al. 1997; ademas se pusieron a crecer en
PDA ¥, de concentracion los inéculos para las pruebas posteriores.

2.5. Pruebas de patogenicidad (Postulados de Koch)



Los postulados de Koch se realizaron con el fin de hacer un filtro de los
hongos que presentaron patogenicidad y solo a aguellos que resultaron
patégenos se les hizo taxonomia.

2.5.1. Obtencion de material vegetal

B material vegetal para las pruebas de patogenicidad fue adquirido por dos
vias:

Se colectaron plantas, se trasladaron a la sede experimental Hacienda Rio
Grande, donde pasarén un tiempo de aclimatacion de dos semanas en las
bolsas en las que fueron recolectadas de campo. Posteriormente, se aislaron
los posibles patdgenos presentes en estas plantas y luego se procedio al
trasplante en materas de 5 kg, con sustrato tiera . turba . micorrizas
comerciales. Las micorrizas fueron aplicadas a razon de 59/ kg de suelo.

Ademas, se indujo la germinacion de semillas obtenidas a partir de los frutos
recogidos en la salida de campo. Se extrajeron las semillas, se dejaron secar
por una semana, después fueron sembradas en camaras hiumedas; cuando
emergio la radicula y las dos hojas cotiledonares fueron trasplantadas a
semilleros de 72 alvéolos, con sustrato turba , tierra | micorrizas
comerciales (5g / kg), cuando alcanzaron una altura de 5cm fueron
trasplantadas a materas individuales con el mismo sustrato.

Para llevar a cabo las pruebas de patogenicidad al material vegetal que fue
usado se le realizé esterilizacion superficial, con el fin de garantizar que los

sintomas que se presentaron correspondieran al organismo inoculado.

2.5.2. Cultivos monospaoricos



Para el almacenamiento de los hongos patogenos se realizd un cultivo por
agotamiento en agar agua con el objetivo de obtener una espora aislada.
Este cultivo fue incubado a 27°C durante 24 horas, después de transcurrido
este tiempo con ayuda del estereoscopio se procedio a localizar un conidio
aislado que hubiera comenzado su proceso de germinacion. Esta espora, fue
recuperada e inoculada en el centro de un disco de papel de filtro estéril,
previamente colocado en una caja de Petri, sobre la superficie de PDA %4 .
Se incubd a 27°C, por el tiempo necesario para que el micelio creciera y
cubriera la totalidad de la superficie del papel de filtro. Luego, este papel se
coloco en una caja estéril, sin medio de cultivo, hasta que se deshidrato.
Fnalmente, se cortd en tiras para ser almacenados en tubos de ensayo con
tapa de rosca de 10 mmx 10 cm y volumen 10 cn®, en la nevera a-20 °C.

2.5.3. Inoculacion sobre plantas, ramas, tallos y hojas desprendidas

Con €l fin de determinar la patogenicidad de los hongos aislados, se
realizaron pruebas inoculando, sobre ramas, tallos y hojas desprendidas, en
cajas plasticas, donde se ubicaron 6 muestras y se inocularon 500uL de una
suspension 10* conidias/mL por cada muestra, distribuyendo seis gotas de la
suspension sobre el material de inoculacion figura 3. En otro ensayo también
en cajas plasticas, se colocaron discos de micelio con 3mm de diametro,
obtenidos de zonas de crecimiento activo en cajas de Petri donde crecia €l
hongo de interés.

Para las pruebas en planta se adicionaron 5mL de una suspension de
esporas a 10° conidias/mL, en estas se adiciond gelatina sin sabor para
evitar que las conidias fueran lavadas de la superficie de la planta.



Fgura 3. Montajes para las pruebas de patogenicidad. @) Montajes en
plantas; b) hojas desprendidas de agraz en caja de plastico; ¢) gotas del
inoculo sobre la hoja de (V. meridionale).

2.5.4. Escala de severidad para los sintomas que presenta agraz (V.
meridinale) a la inoculacion de los diferentes patdgenos

Se realiazardn observaciones para determinar si se produjo o no lesiones
sobre su hospedero a partir de esto se disefio una escala de severidad
(Tabla 2).

Tabla 2. Escala de severidad, usada en todos los hongos para determinar
grado de lesion, basada en el area afectada del hospedero inoculado.

ESCALA CARACTERISTICA  FOTOGRAHA

Sin dano o
asintomatica

1 1-25% de dafno




2 25-50% de dano

3 50-75% de dafo

4 75-100% de dafio

2.5.5. Re aislamiento
Después de cinco semanas del seguimiento se procedid a re-aislar el
patégeno de las muestras inoculadas, tomando tres muestras que se
sembraron en agar PDA %2 de concentracion, se procedio a su identificacion
para determinar si concordaba con el organismo inoculado y cerrar los
postulados de Koch.

2.6. ldentificacion morfoldgica
Se realiz6 la identificacion morfologica de aguellos hongos que mostraron ser
patdgenos con la ayuda de claves (Kiffer et al 1999; Barner et al, 1997 ) para
la identificacion taxondmica de hongos.

A nivel macroscdpico se determind:

_ Color de la colonia y color del reverso.

Produccién de pigmento en el medio.

Produccion de exudados.

Tamaio de la colonia, didmetro alcanzado en el medio de cultivo,
temperatura (27°Cy 32°C) y dias de cultivo.

_ Apariencia (correosa, aterciopelada, polvorienta, algodonosa y granular).



A nivel microscopico se determing:
_ Micelio : Halino — Dematiaceo
Septado — Cenocitico.
Ancho (,8um) —delgado (2 —7um).
_ Produccidn de estructuras reproductivas (esporas, conidios, conididforas,
estromas, acéervulos, etc)

Montajes
Se emplearon dos tipos de montajes en fresco, que permitieron obtener
imagenes de las caracteristicas microscopicas:

a) Lamina con agua.

b) Lamina con cinta.

Para los montajes liquidos se emplearon las siguientes sustancias:
a) Agua.
b) Azul de lactofenal.
C) Lactofenal.

2.7. ldentificacion molecular
2.7.1. Pratocolo de extraccion de ADN de hongos

La extraccion de ADN se realiz6 utilizando una modificacion del protocolo
descrito por Hodge et al (1995).

1. Colectar el micelio crecido en 40 ml de SDY liquido (caldo
sabouraud’s dextrosa suplementado con 1% de extracto de levadura
sin agar) por filtracion al vacio usando filtros Whatmann.

2. Pasar €l filtrado a frascos de liofilizacion y congelar inmediatamente a
-80°C (por al menas 30 minutos).

3. Lidfilizar hasta tener el micelio completamente seco (12 a 24 horas).



4. Macerar en seco €l lidfilizado hasta convertirlo en polvo muy fino.

5. Tomar 100 mg del polvo y colocarlo en un tubo eppendorf nuevo y
esteéril.

6. Adicionar 1000uL de buffer de lisis (2% CTAB, 3% SDS, 250mM Nadl,
200mM Tris — HCl pH 8.5 y 25mM EDTA) precalentado a 65°C.

7. Homogenizar con vortex.

8. Anadir 40uL de 2-mercaptoetanol por cada 500uL de buffer de lisis.

9. Homogenizar con vortex.

10. Incubar las muestras a 65°C por 2 horas. Homogenizar, por inversion
suave, cada 10 minutos los tubos.

11. Repartir 500uL del lisado en micro tubos.

12. Adicionar un volumen igual (500uL) de fenadl: cloroformo: alcohol
isoamil (25:24:1). Invertir y destapar para permitir salida de gases.

13. Centrifugar a 13000 rpm por 5 min a temperatura ambiente

14. Recuperar el sobrenadante (75% del total) de cada uno de los dos
tubos eppendorf y pasarlos a un solo tubo nuevo (solo se tiene un
tubo por cepa)

15. Adicionar un volumen igual de cloroformo : alcohal isoamil (24:1)

16. Centrifugar a 13000 rpm por 5 min a temperatura ambiente.

17. Recuperar el sobrenadante (75% del total) en un micro tubo nuevo.

18. Adicionar un volumen igual de isopropanol frio (4°C). Mezclar
suavemente por inversion y ver aparicion de mota blanca.

19. S aparece, sacar la mota a un micro tubo nuevo con 200uL de etanadl
al 70% frio para lavar el ADN.

20. Centrifugar 5 min a 13000 rpm, descartar alcohol y dejar secar el
pellet.

21. Resuspender como sigue en el punto 24 de este protocolo.

22. Dejar precipitando a— 20 °C toda la noche.

23. Centrifugar a 13000 rpm por 10 min.

24. Descartar el sobrenadante y observar pellet blanco.



25. Lavar el pellet con 200uL de etanol al 70%, descartar el alcohol y dejar
evaporar el alcohol remanente.

26. Resuspender el pellet seco en 50uL de buffer TE 1x (Tris — HCL 0.1
mM y EDTA 10 mM) precalentado a 37°C si el pellet no se re
suspende, dejar a 37°C por una hora.

27. Amacenar a— 20°C.

Con €l fin de obtener la cantidad suficiente de ADN de las muestras de
Pestalatiopsis sp. que serian secuenciadas, se realizé una PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) se usaron los cebadores TSy ITS5y la reaccion
se leyo posteriormente en un gel de agarosa (1% de concentracion), tefiido
con bromuro de etidio. Luego las muestras fueron enviadas para su
secuenciacion a MACROGEN Corea y posteriormente se hizo un analisis
bioinformatico.

Tabla 3: Condiciones de amplificacion de la PCR:

PROCESO TIEMPO TEMPERATURA
Inicializacion 1 -9 minutos A -96°C
Denaturacion 1— 2 minutos A -95°C

Temperatura de anillaje 20 — 40 segundos 50-95°C

Elongacion Dependiendo de la 75-80°C
cantidad de ADN

Hongacion final 5 minutos 75-80°C

Nota: proceso realizado en 25 a 35 ciclos. Técnica descrita por Kary Mullis,
1986.



Tabla 4: Calculos para la reaccion:

Reactivo  Concentracion Concentracion Volumen final Xa 4.2 x

inicial final X 1 reaccion

Buffer 10x 1x 2.5uL 10uL
MgCl, 25mM 2.5mM 2.5UL 10uL

DNTPs 10mM 0.2mM 0.5uL 2uL

Primer 1 10mM 0.2mM 0.5uL 2uL

Primer 2 10mM 0.2mM 0.5uL 2uL
Tag. Pdl Suni/L 1uni 0.2uL 0.8uL

DNA 1uL

HO 17.3uL 69.2uL

2.8. Bioinformética

La edicion de las secuencias, y los alineamientos, se completé utilizando el
programa CLC DNA Workbench (Lorentzen et al, 2009). Posteriormente, se
comparo las secuencias con la base de datos NCBI para su identificacion
usando un programa BLAST. A continuacion con las secuencias obtenidas
durante el estudio y algunas reportadas de Pestalotiopsis se generaron
cladogramas usando el programa “Methodes et Algorithmes pour la
bioimformatique” (LIRMN — CNRS Montpellier) (Dereeper et al, 2008). Para
esto se uso el méodo de maxima verosimilitud.



1. RESULTADOS
3.1. Sintomas observados en campo

A continuacion se describen los principales sintomas encontrados en campo,
en ramas, tallos, frutos y flores de agraz (V. meridionale).

3.1.1. Ramas

La lesion mas comin fue la muerte descendente, caracterizada por una
podredumbre color café a rojizo, granate y se vuelve marron, esta lesion
inicia en el apice de la rama y desciende a la parte basal alcanzando el tallo,
y esta generalmente acompariada de la abscision de las hojas (Fgura 4).

Fgura 4. Muerte descendente ocurriendo en ramas de agraz (V.
meridionale), la lesion empieza en el apice de la rama y desciende hacia €l
tallo.

3.1.2. Hoja

Las hojas presentaron necrosis de color gris, y café - rgjizo ubicado
principalmente en el apice o cerca a la nervadura central; ademas de
parches localizados. Estos eran de color morado, marron, amarillo o gris.
Estas lesiones cubrian parcial o totalmente a la hoja, y se podian observar
tanto en el haz como en el enves (Fgura 5).



Fgura 5: Necrasis en hojas de agraz (V. meridionale), la lesion inicia en el
apice de las ramas, afectando las hojas jovenes y posteriormente las que se
encuentran en la parte inferior.

3.1.3. Futo

Presentaron necrosis tanto en los estados maduros como inmaduros. En
algunos casas, se observé la momificacion de racimos grandes, alternados
con racimaos sanos (Fgura 6).

Fgura 6. Racimos de frutos sanos de agraz (V. meridionale).



3.1.4. Hores

Necrosis en racimos florales, que se alternan con flores sanas. Las ramas
gue soportaban estos racimos no presentaron darios (FHgura 7).

Fgura 7: Racimo de flores de agraz (V. meridionale), se observan flores
sanas (blancas), y flores que presentan necrasis (caf€).

3.1.5. Tallo

Algunas de las lesiones mas comunes en tallos de agraz fueron las
descamaciones color gris ubicadas a cualquier altura, la presencia de
manchas necrdticas de color negro a café, ademas del cambio de coloracion
en el centro del tallo de café (normal) a color crema. Se observo también
necrosis total de algunos tallos.

3.2. Identificacion taxonomica de los hongos patdgenos de (V. meridionale)

B total de las muestras colectadas fue de 60 aislamientos de hongos
filamentosaos, ya gue los levaduriformes y bacterias fueron descartados al no
ser objetivo de interés de este estudio. La identificacion taxondmica de los
hongos patdgenos de agraz consistid en el analisis morfologico de las
conidias, conidiéforas y colonias de los diferentes aislamientos de interés, de



esta fase se lograron identificar tres especies del género Alternaria, una de
Epicoccum y una de Fusarium (tabla 5). Ademas la posibilidad de tener
varias especies del género Pestalotiopsis hizo necesario la implementacion
de pruebas moléculares y bioinformaticas, para dicho género. Al redlizar la
extraccion de ADN y PCR para luego enviar las muestras para su
secuenciamiento (Macrogen Corea), y con la ayuda del programa CLC
Workbench se logré determinar que las especies concordantes con nuestros
aislamientos eran tres: P. sidowiana, P. micraspora y P. vismiae (tabla 5).

Tabla 5. Identificacion taxondmica de los hongos patdégenos de agraz (V.
meridionale).

Nomenclatura Nombre cientifico

v4-1 Alternaria alternata
W4-2 Alternaria tenuissima
W4-3 Alternaria sp.
A2 Epicoccum nigurm
F Fusarium oxysporum
Pestalotiopsis sydowiana
Ad - microspora
A6 Pestalotiopsis vismiae
Pestalotiopsis sydowiana
A7 - microspora
Pestalotiopsis sydowiana

A9 - microspora




All Pestalotiopsis vismiae
El Pestalotiopsis vismiae
E6 Pestalotiopsis microspora
Cl Pestalotiopsis vismiae
D7 Pestalotiopsis microspora

Pestalotiopsis sydowiana
F2 - microspora

F12 Pestalotiopsis microspora

Con los resultados obtenidos del procesamiento bioinforméatico de los
aislamientos de las muestras de Pestalotiopsis se construyd un arbol
filogenético (figura 8), usando el programa phylogeny.fr (Methodes et
Algorithmes pour la bioimformatique) y el método de maxima verosimilitud. E
grupo externo utilizado para este andlisis fue Truncatella megaspora. E arbol
permitié evidenciar que las especies de Pestalotiopsis se encuentran
separadas en dos grupos. Uno de ellos comprende las muestras que fueron
identificados como Pestalotiopsis vismiae A6, E1, C1 Y All, en el segundo
grupo se encuentran los aislamientos F12, E6 y D7 identificados como
Pestalotiopsis micraspora, Y los aislamientos A7, C5, A4y F2 P. sydowiana -
microspora; ubicadas en una segunda rama de la parte inferior de la figura,
donde también se encuentra la secuencia de comparacion de P sydowiana.
La especies Monochaetia monochaeta queda en una rama disgregada de las
especies de Pestalotiopsis mientras que Pestalotia bicolor quedo incluida
dentro del primer grupo del arbol.
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3.3. Pruebas de patogenicidad (Postulados de Koch)

Las pruebas de patogenicidad fueron de dos tipos, una fue realizada sobre
ramas de plantas en materay otras sobre ramas, tallos y hojas desprendidas.
Las muestras fueron escogidas aleatoriamente de un lote de 16 plantas
sembradas en matera, de edades y tamanos diferentes, los resultados que
se presentan a continuacion comprenden los datos colectados de las dos
pruebas (plantas u 6rganos desprendidos) para cada especie patogena.

3.3.1. Alternaria alternata

A partir de este aislamiento se observaron lesiones principalmente en hoja
desprendida, las cuales consistieron en dos tipos de lesiones, la aparicion de
manchas rojas intensas de formas circulares y necrosis. Las primeras
aparecieron en la primera semana pos inoculacion (1spi) del patdgeno, el
color rojo era homogéneo, a medida que pasaron las semanas el centro de
esta lesion se volvid negro mientras el borde continuaba rojo (Fgura 9). La
necrosis fue de coloracion homogénea, inicid en la 1spi con clorosis de la
nervadura central y las laterales y posteriormente a esta lesion se observo el
desarrollo de la necraosis en la 3spi, €l dafio inicié en el peciolo de la hoja y
se diseminG hacia el dpice de la misma (Fgura 10).

Fgura 9. Lesiones causadas por A alternata en la prueba de hojas
desprendidas de agraz (V. meridionale). a) 1spi, aparicion de los sintomas; b)
3spi, cambio de coloracion en el centro de la lesion 'y ¢) 5spi, la lesion se
diseminé sobre el tejido; después de la inoculacion; d) control.



Fgura 10. Lesiones causadas por A alternata en hojas desprendidas de
agraz. a) 1spi, clorosis en las nervaduras; b) 3spi, necrosis desde el peciolo;
después de la inoculacion; c) control de la prueba.

3.3.2 Alternaria tenuissima

Este hongo produjo necrosis en tallo, hojas y ramas desprendidas de agraz.
En la prueba de hoja desprendida, la necrosis comenzé en el punto de
inoculacion del patdgeno sobre la muestra, en la  2spi se observd un
crecimiento de micelio denso sobre la hoja, ademés de la necrosis que es de
color homogéneo, en la 5spi de muestreo la lesion habia invadido totalmente
la hoja (Figura 11). En tallos desprendidos, el dafio del patdgeno se
desarrollé de la misma manera que en las hojas, en la 2spi se obsenvo el
crecimiento del micelio y posteriormente la necrosis del tejido, 5spi el hongo
ya habia colonizado totalmente la muestra (Hgura 12). En  ramas
desprendidas no se obsenvo lesion alguna (Fgura 13). Para este aislamiento
no se realizaron pruebas en plantas.

Fgura 11. Lesiones necraticas causadas por A tenuissima en hojas de agraz
(V. meridionale). a) 2spi, b) 5spi; después de la inoculacion; ¢) control.



Fgura 12. Lesiones necrdticas causadas por A tenuissima en dos tallos
diferentes de agraz, tronco 1. @) 2spi, b) 5spi; tronco 2, ¢) 2spi, d) 4spi,
después de la inoculacion; €) control.

Fgura 13. Prueba de inoculacion de A. tenuissima en ramas desprendidas
de agraz. a) 2spi, b) 5spi; después de la inoculacion; ) contral.

3.3.3. Alternaria sp.

Al igual que las otras dos Alternarias, Alternaria sp, tiene la capacidad de
producir necrosis sobre los tejidos, pero la coloracion de la lesion varid. En
troncos desprendidos se produjo una necrosis a partir de la 1spi, se
distribuyé homogéneamente sobre €l tejido y presentd parches de color café
claro y ascuro, en la 5spi se observo la colonizacion del micelio sobre toda la
muestra (FHgura 14). En ramas desprendidas no se observaron lesiones
significativas, y en pocas hojas desprendidas la necrosis empezo en €l



peciolo y se distribuyd hacia el apice de la misma, la coloracion de la lesion
no fue homogénea pues presentaba tonalidades café oscuro con bordes
amarillos (Fgura 15).

Fgura 14. Lesiones causadas por Alternaria sp, en troncos de agraz (V.
meridionale). a) 2spi, b) 5spi; después de la inoculacion; ¢) control.
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Figura 15: Prueba de inoculacion de Alternaria sp. en diferentes tejidos agraz
(V. meridionale), a) Tronco con necrosis, b) ramas sanas, €) Hoja con
necrosis. Imagenes tomadas a la 4spi.

3.3.4 Pestalotiopsis microspora
E complejo Pestalotiopsis comprende 11 aislamientos que resultaron
patégenos distribuidos en tres especies, una de €llas era Pestalotiopsis

microspora que comprende los aislamientos D7, E6 Y F12.

La lesion mas comin en la prueba de hojas desprendidas fue la necrosis, la
cual dependiendo del aislamiento puede variar de color (figura 16) como se



describen a continuacion: las lesiones eran de color café homogeéneo en el
aislamiento D7, iniciaron a un lado de la hoja y se diseminaron en varios
parches necréticos que al final necrosaron totalmente la hoja. Con el
aislamiento F12, se produjeron lesiones color café claro en el centroy borde
negro, en estas muestras fue comun encontrar sobre €l tejido estructuras de
esporulacion como acérvulos. B aislamiento E6 fue el que més presento
variacion en el color de las necrosis observadas. Las hojas tomardn colores
negros o café claros, la lesion inicid generalmente en el peciolo y se
distribuyo hacia el apice de la hoja (figura 16).

Fgura 16. Necrosis causada por los diferentes aislamientos de P. microspora
en hojas de agraz. a) dafno causado por el aislamiento D7, necrosis de color
homogénea (3spi); b) dafo causado por el aislamiento F12, necrosis con
centro de color café claro y barde negro (3spi); ¢ y d) Necrosis causado por €l
aislamiento E6 (5spi); ¢) la muestra tomo un color café ocre después de 4spi;
d) la muestra se volvio negra y con el tiempo la superficie tomo un color
crema; €) control.

De manera particular con el aislamiento D7 se evidencio la presencia de
manchas color rgjo, las cuales aparecieron en la 3 semana posterior a la
inoculacion (3spi), se distribuyeron sobre el tejido y con el pasar de las
semanas €l centro de la lesidn se tornd negra mientras los bordes
contintaron rojos (figura 17).



Fgura 17. Lesiones ocasionadas por P. microspora aislamiento D7 en hojas
de agraz. a) 1spi, (hoja sin sintomas); b) 3spi, (aparicion de la lesion) y )
5spi, (invasion de la lesion en el tejido); d) control.

B aislamiento E6, produjo una lesion particular anterior al proceso de la
necrosis tipica antes reportada, esta lesion consistio en el cambio de color de
las nervaduras de verde a morado, y posteriormente se desarrollé la necrosis
gue inicié de color café claro y al final de la invasion de la hoja se tornd negra
(figura 18).

Fgura 18. Lesiones ocasionadas por P. microspora aislamiento E6 en hojas
de agraz. @) 2spi, se observa en la parte superior la coloracion morada de las
nervaduras y la parte inferior la necrosis del tejido; b) 4spi, la necrosis se
Vuelve de color negro; c) control.

La prueba en tallos y ramas desprendidas solo se le realiz6 al aislamiento
F12, el cual produjo lesion en ambos organcs. En tallo produjo necoris de



color café claro,se observo la presencia de puntos negros o0 estructuras de
esporulacion (esclerocios) creciendo e invadiendo el tejido (figura 19).

Fgura 19. Necrosis causada por P. microspora aislamiento E6 en tallos de
agraz. a) 2spi, se produjo necrosis del tejido, b) 4spi, crecimiento y
diseminacion de esclerocios; ¢) control.

En la prueba de ramas desprendidas se observd necraosis al igual que en los
otros organos, esta fue de color homogéneo, inicié en el tallo y ascendié por
este hasta llegar al peciolo de las hojas, se diseminé por la nervadura central
tornandola de color negro (figura 20).

Fgura 20. Necrosis causada por P. microspora aislamiento F12 en ramas de
agraz. a) 4spi, la necrosis invadié todo el tallo y comienzd a afectar el
nervadura central de las hojas y el tegido adyacente; b) Puntos de
esporulacion del hongo (esclerocios) creciendo sobre la parte baja de la
rama desprendida; c) control.



3.3.5 Pestalaotiopsis sydowiana - microspora

Esta especie comprende los aislamientos Ad, P9, A9, F2'y A7, los sintomas
presentados por éstos son muy similares a los observados en los
aislamientos de P. microspora.

En la prueba de hoja desprendida y al igual que P. microspora la lesion méas
representativa fue la necrosis presentada por todos los aislamientos de esta
especie. Esta lesion avanzd generalmente desde el peciolo hacia el apice de
la hoja, sin embargo, la coloracion final puede ser diferente dependiendo de
la muestra. Asi se pueden observar lesiones de colores café ascuro
(homogéneo), o café en el centro de la lesion y negro en los bordes (figura
21). En agunas hojas se observo la aparicion de acérvulos sobre la
superfieicie del haz de la hoja formando una lesion tipo chancro (figura 21-c y
22-), o la formacion de esclerocios posteriores a la necrosis (figura 21), las
hojas que no presentaron este tipo de lesidn mostraron dafio en el diente
teoide con necrosis del meristemo y cambio de coloracion en las aserraduras
(figura 22-d).

Fgura 21. Tipos de necrosis causados por P. sydowiana — microspora en
hojas de agraz. a) Necrosis negra en los bordes y café en el centro causado
por el aislado P9, b) Necrosis de coloracion homogénea causado por €l
aislado F2, c) chancro causado por P9, d) necrosis en dientes teoides de la
hoja causado por P9. Imagenes tomadas a la 5spi; €) control.



Fgura 22. Lesiones causadas por P. sydowiana — microspora aislamiento A9
en hojas de agraz. a) Hoja afectada por el hongo puntos de esporulacion, b)
Estructuras de esporulacion del hongo (esclerocios); ) acérvulos
ocasionados por el hongo.

En algunas hojas del aislamiento A4 se observo una clorosis que va desde la
nervadura central de la hoja y se distribuye hacia las nervaduras laterales, al
mismo tiempo se evidencio la aparicion de puntos clordticos sobre la hoja
(figura 23). En el aislamiento P9 también se presentd la aparicion de
manchas rojas en las hojas, estas eran circulares y de distribucion aleatoria
sobre €l tejido, con el pasar del tiempo el centro de la lesion se volvio negro 'y
el borde continuaba rojo (figura 23b).

o :

Fgura 23. Lesiones causados por P. sydowiana — microspora en hojas
desprendidas de agraz. a) clorosis producida por el aislamiento A4, se
observo el cambio de coloracion de la nervadura central y las laterales; b)



manchas rojas producidas por el aislamiento PO. Imégenes tomadas a la
5spi; €) contral.

Por Ulitimo para hojas desprendidas se evidencié que las nervaduras y la
lamina adquierieron un color que puede ser morado para el caso del
aislamiento P9 (figura 24) y rojo para el a islamiento A7 (figura 25). A medida
gue la lesion avanza, las éreas moradas adquieren un color marron claro,
signo de la necrosis, mientras que las manchas rojas invaden la totalidad de

la hoja.

Fgura 24. Necrosis ocasionadas por P. sydowiana — microspora aislamiento
PO en hojas de agraz. a)2spi, inicio del cambio de coloracion del tejido; b)
4spi, avance de la enfermedad, la mancha necrotica se ve mas grande; c)
control.

Fgura 25. Lesiones causadas por P. sydowiana — microspora aislamiento A7
en hojas de agraz. a) Cambio de coloracion de la nervadura central, haz de



la hoja, b y ¢) avance de la enfermedad por el envés 1spi y 3spi, la lesion
ascendi6 por la nervadura central y se diseminé a las laterales, d) en la 5spi
la lesion invadio el tejido y alterd el color de las nervaduras; €) control.

A nivel de tallo desprendido la lesion que predomind en todas los
aislamientos fue la necrosis, la coloracion del dafio es homogénea como el
causado por el aislamiento A4 y fue comin encontrar esclerocios sobre la
muestra como en el aislamiento F2 (figura 26). En algunos casos se
evidencié que después de la necrosis partes de la corteza del tallo se
desprendieron formando parches de color mas claro sobre €l tejido (figura

27).

Fgura 26. Necrosis ocasionada por P. sydowiana — microspora en tallos de
agraz. @) Necraosis causado por el aislamiento A4 la coloracion de la lesion
fue café claro de color homogéneo, b) necrosis causada por el aislado F2, se
observo la colonizacion por parte del micelio y la aparicion de abundantes
esclerocios sobre €l tejido. Imagenes tomadas 5spi.




Fgura 27. Necrosis ocasionadas por P. sydowiana — microspora aislamiento
A4 en troncas de agraz. a) 2spi, se presenta la necrosis color café; b) 4spi,
se observo la perdida de fragmentos de la corteza.

En ramas desprendidas se obsevo que el aislamiento F2 fue el Unico que
produjo dafio, la lesion inicio en las hojas jovenes de la rama y descendio
progresivamente por €l tallo afectando otras hojas, la coloracion de estas fue
homogénea y se observaron esclerocios desarrolandose tanto en tallo como
en hojas (figura 28).

Fgura 28. Necrosis causada por P. sydowiana — microspora aislamiento F2
en ramas de agraz. a) 2spi, b) 4spi; de la inoculacion; ) inicio de la necrosis
en otra rama del montaje; d) control.

Solo al aislamiento A4 se le realizO prueba en plantas. Se observo el
amarillamiento de la nervadura central y las laterales, ademas de necrosis en
algunos meristemos, a los cuales se les hizo un levantamiento y posterior
montaje al micréscopio donde se observaron las conidias tipicas del hongo
(figura 29).



Fgura 29. Lesiones ocasionadas por P. sidowiana — microspora aislamiento
A4 en plantas de agraz. a) Amarillamiento de las nervaduras laterales, b)
necrosis del meristemo c) Planta control.

3.3.6 Pestalotiopsis vismiae

Comprende los aislamientos A1l y C1, los cuales se distinguieron por
producir dafios en hojas desprendidas, los dafios son de dos tipos: uno es el
amarillamiento de las nervaduras central y laterales producida por el
aislamiento C1 (figura 30) y la segunda lesion es la necrasis producida por €l
aislamiento All. Esta lesion era de color café claro en el centro y en los
bordes se tornan negras, también podian ser de color marrdn claro o negras.
Iniciaron en el 4pice de la hoja, se observaron esclerocios desarrollandose
en la superficie de la hoja (figura 31).




Fgura 30. Clorosis causada por P. vismiae aislamiento C1 en hojas de
agraz. a) amarillamiento de la nervadura central, b) amarillamiento en las
nervaduras laterales; €) control.

.

Fgura 31. Necrosis producida por P. vismiae aislamiento All en hojas de
agraz. @) Necraosis con centro café y borde negro, nace en el apice de la hoja
y se disemind hacia el peciolo; b) necrosis café clara con bordes marrén
oscuro, se observaron esclerocios sobre el haz de la hoja, ) necrosis color
negra que nace en el peciolo y se disemind hacia el dpice. Imagenes 5spi; €)
control.

3.3.7 Epicoccum nigrum

Se observo la aparicion de clorosis la cual comenzo en la nervadura central,
en la parte basal de la hoja y se diseminé a las nervaduras laterales, las
cuales en la parte apical mostraron clorosis ademas de algunos puntos
cloréticos (Fgura 32 y 33).




Fgura 32. Lesiones ocasionadas por E. nigrum en hojas de agraz. a) 1spi; b)
3spi; €) control.

Ri \ ‘ < a & :
Fgura 33. Lesiones ocasionadas por E. nigrum en hojas de agraz. a) 1spi,

clorasis en la nervadura central y punto clorético cerca al apice de la hoja; b)
3spi, diseminacion de la clorosis a las nervaduras laterales; ) control.

Las lesiones observadas en plantas consistié en el amarillamiento de la
nervadura central que se diseminG hasta el final de la misma o en el apice,
en esta misma region pudo observarse necrosis en algunas hojas (figura 34).

Fgura 34. Lesiones ocasionadas por E. nigrum en plantas de agraz. a)
Clorosis en el dpice; b) Necrosis en el apice; ¢) necrosis leve en el apice, d)
control.

3.3.8 Fusarium oxysporum



En hojas, se obsenvd el cambio de color de algunas hojas de verde a rojo
muy leve. (figura 35).

En tallos, el hongo logré colonizar totalmente el tejido y producir necrosis del
MISMO, Se apreciaron estructuras de reproduccion similares a esporodoquios
(FHgura 36) y en ramas a pesar de que el hongo crecio (se vio micelio) sobre
el tejido no causo dario visible en estas estructuras (FHgura 37).

Fgura 35. Lesiones causadas por F. oxysporum en hojas de agraz. a) 2spi,
b) 4spi, en a'y b se observa un cambio leve en el color de las hojas, que
tienden a volverse moradas c) en esta hoja el hongo crecié pero no hubo
dario aparente en €l tejido; d) contral.

Fgura 36. Lesiones causadas por F. oxysporum en tallos de agraz. a) 2spi,
b) 4spi, en general se observa necrosis en el tejido y el desarrollo de
formaciones densas y redondas de micelio que asemejan esporodoquios.



Fgura 37. Lesiones causadas por F. oxysporum en ramas de agraz. a)
Segunda 2spi b) 4spi, €l hongo crecio sobre la estructura pero no se
evidencio dafio en esta; c) control.

En la tabla 6, se presenta de forma resumida los resultados obtenidos en las
pruebas de patogenicidad realizadas sobre los diferentes érganos de agraz.

Tabla 6. Resumen de las pruebas de patogenicidad realizadas sobre hojas,
tallos, ramas desprendidas y plantas de agraz (V. meridionale)

Nombre Aislado Pruebasen Pruebasen Pruebasen  Pruebas
cientifico hojas tallos ramas en plantas
desprendida desprendido desprendid
S S as
Alternara M -1 Manchas ND ND Clorosis en
alternata foliares rojas, nervaduras
NECrosis y
clorosis en
nervaduras
A W -2 Necrosis Necrosis ND ND
tenuissima
Alternaria W -3 Necrosis Necrosis con ND ND




Pestalotiops

microspora

Pestalotiops
microspora
Pestalotiops

microspora

Pestalotiops

Sydowiana —
microspora

Pestalotiops

Sydowiana -
microspora

Pestalotiops

sydowiana—

D7

F12

E6

F2

Necrosis,

rojas,
nervaduras
rojas

Necrosis

Necrosis de
diferentes
colores,
nervaduras
moradas

Clorosis en
nervaduras

Necrosis,
tejidoy
nervaduras
moradas,
dafo en

diente teoide,

manchas
rojas
Nervaduras
moradas,

parches

ND

Necrosis

ND

Necrosis
descamacion
de la corteza

ND

Necrosis

ND

Necrosis

ND

ND

ND

Necrosis

ND

ND

ND

Clorosis en
nervaduras
puntos
clordticos,
necrosis de
meristemo

ND

ND




Necrosis

Necrosis

ND

ND

ND

Necrosis

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Clorosis en
nervaduras
, Y puntos
necréticos
en el gpice
de hojas

ND

Nota: ND: no determinada, en algunos casos la prueba no se hizo o resultd

microspora Necrosis
Pestalotiops A9 Necrosis
IS
Sydowiana -
microspora
Pestalotiops A7 Necraosis leve,
IS nervaduras
sydowiana— rojas, tejido
microspora rojo
Pestalotiops  All Manchas
IS vismiae foliares rojas,
Necrosis
Pestalotiops Cl Clorosis en
IS vismiae - nervaduras,
hanseni puntos
cloréticos
Epicoccum Al2 Clorosis en
nigrum nervaduras,
puntos
clordticos,
Necrasis
apical leve
Fusarium H ND
oxysporum
contaminada.
ESCALA DE SEVERIDAD

La escala de severidad fue realizada tomando como referencia la maxima
area afectada por el patdgeno, y se tomo por consenso el mayor nimero de



la escala que fue observado. Los patdgenos que menos area afectaron
fueron Alternaria alternata, Fusarium oxysporum Yy Epicoccum nigrum que
presentaron una escala de 1, mientras que los aislados de Pestalotiopsis sp,
presentaron el mayor grado en la escala para area afectada.

Tabla 7. Escala de severidad de los patdgenos sobre el hospedero:

PATOGENO ESCALA DE
SEVERIDAD
Alternaria alternata 1
Alternaria tenuissima 4
Alternaria sp. 4
Pestalotiopsis 3-4
microspora
Pestalotiopsis 1-4
sydowiana —
microspora
Pestalotiopsis vismiae 3
Fusarium oxysporum 1
Epicoccum nigrum 1

3.4 Patégenaos post emergencia (semillero)

En la obtencion de material vegetal para las pruebas de postulados de kock's
se realizaron camaras de germinacion (caja de petri con papel absorvente)
este proceso se llevo a cabo en la localidad de Cajica — Cundinamarca en €l
mes de octubre del afio 2006, durante el cual se identificaron dos hongos
(Curvularia sp. y Ulocladium sp.) causando dafio en plantulas de agraz.



Se observaron varios tipos de lesiones, tales como la ausencia de raiz (no
desarrollo del sistema radicular), formacion de nodos en los meristemos de
apicales de la raiz, ademas de deformacion del sistema radicular (Figura 38).

En los casos antes mencionados las partes aéreas de la planta (tallo y hojas
cotiledonales) se desarrollaron normalmente, aunque el tallo podia presentar
coloraciones rojas anormeales, al igual que el borde de las hgjas. Otro tipo de
lesion fue el enanismo en las plantulas, y la formacion de agallas entre la raiz
y €l tallo (Figura 39). Se pudo observar con la ayuda del microscopio la
colonizacion por parte de las hifas de los hongos en los tejidos de las raices
(Fgura 40)

Fgura 38. Lesiones causadas por Curvularia sp. y Uocladium sp. en
plantulas de agraz (V. meridionale). a) Plantula sin sistema radicular. b)
Nodos en apice de laraiz, ¢) Deformacion de raiz, necrosis en hoja.



Fgura 39. Lesiones causadas por Curvularia sp. y Uocladium sp. en
plantulas de agraz (V. meridionale). a) Plantula enana. b) Aparicion de agalla
prominente en la parte baja del tallo, ¢) Plantula enana.

Fgura 40. Lesiones causadas por Curvularia sp. y Uocladium sp. en
plantulas de agraz. a) Invasion de hongo en semilla, b) raiz de plantula
(conidias de Curvularia sp. y Ulocladium sp.).

3.5 Incidencia de los patégenos sobre las diferentes muestras (plantas,
tallos, ramas y hojas desprendidas)

Las pruebas de patogenicidad en plantas, tallos, hojas y ramas desprendidas
se realizaron en dos épocas. En la primera se realizaron pruebas sobre hojas
desprendidas y plantas, esta inoculacion de los patogenos se realizo entre



los meses de abril y junio del 2008, en los cuales se reportd una temperatura
promedio del aire de 12°Cy una humedad relativa promedio de 85,40%

La segunda inoculacion se realizo sobre hojas, tallos y ramas desprendidas
entre los meses de enero y marzo del 2009, en los cuales se registro un
promedio de T° de 12°Cy una humedad relativa promedio de 83.17% (datos
obtenidos de estacion meteorologica de la Hacienda Rio Grande, Cajica,
Cundinamaraca, donde se llevaron a cabo los ensayos).

En este trabajo, el concepto de incidencia se tomd como el nimero de
individuos de una poblacion gque es afectada por una enfermedad o infeccion
en un periodo de tiempo determinado. Entoces, se determind el porcentaje
de muestras (hojas desprendidas para la primera inoculacion) y tallos, ramas
y hojas desprendidas para la segunda inoculacion (figuras 41y 42).

351 Primera inoculacion de organismos patégenos sobre hojas
desprendidas de agraz.

Al analizar los datos, se determing el porcentaje de las muestras inoculadas
gue desarrollaron algun tipo lesion (sin discriminar cual fuera). Segin la
figura 43 €l patdgeno que presentd el mayor porcentaje de hojas
desprendidas afectadas fue el aislamiento A7 de Pestalotiopsis sydowiana —
microspora.

Entre las especies gque no produjeron dafio en ninguna de las muestras se
encuentran un aislado de Alternaria sp, dos aislados de Pestalotiopsis y uno



de F. oxysporum (Hgura 41). Las barras de error permiten evidenciar una
diferencia leve al dafio producido por el patdgeno sobre el hospedero.

% DE MUESTRAS AFECTAI
N
o
1

HONGO (Patogeno inoculado)

Fgura 41. Incidencia del patogeno en Hojas, porcentaje de muestras
afectadas (hojas), por los diferentes patdgencs.

3.5.2 Segunda inoculacién de organismos patdgenos sobre tallos, hojas y
ramas desprendidas de agraz.

Para la segunda inoculacion se tomaron hongos aleatériamente (entre los
gue habian sido patdgenos en la primera inoculacion y los que no
presentaron danos) y se repitieron las pruebas inoculando tallos, hojas y
ramas desprendidas. Se determind que porcentae de las muestras
desarrollaron enfermedad o presentaron lesiones (figura 42). Segun la figura
44 los hongos que presentaron mayor numero de hojas afectadas fueron A
aternata y P. sydowiana-microspora (aislamiento F2) y P. microspora
(aislamiento E6). Los patdgenos que presentaron mayor porcentaje de
muestras afectadas en ramas y tallos fueron los aislamientos A7 y F2 de P.



sydowiana-micraspora y A tenuissima (figura 42). Para mayor detalle de los
hongos ver Tabla | de Anexos |I.

Hojas

m Troncos

m Ramas

% DE MUESTRASAFECTAI

HONGOS (Patogenosinoculados)

Fgura 42. Incidencia del patégeno sobre diferentes drganos de agraz medida
como porcentaje de muestras afectadas por el patdgeno (hojas, troncos y
ramas), por los diferentes patdgenos.

3.6 Inventario de organismos patdgencs encontrados en las diferentes
localidades

A partir de los resultados obtenidos (identificacion taxondmica de los hongos
patdgencs), se realizd una tabla inventario con el fin de determinar las
especies que fueron encontradas en cada area de muestreo. De las tres
localidades muestreadas, la localidad de Cajica fue la que presentd mayor
ndmero de especies seis en total, en contraste con la localidadd de Nobsa



donde se aislaron el menor nimero de patdgencs. La mayor cantidad de
aislamientos se obtuvieron en la localidad de Tinjaca (Tabla 8).

Tabla 8. Inventario de organismos patdgenos en diferentes localidades

SALIDA DE CAMPO 1 (TINJACA)
Organo del cual se
Alislado colecto el patégeno Hongo aislado
Pestalotiopsis.
Ad Troncos sydowiana - microspora
A6 Troncos P. vismiae
P. sydowiana -
A7 Troncos microspora
P. sydowiana -
A9 Troncos microspora
All Hojas P. vismiae
Al2 Hojas Epicocum nigrum
El Troncos P. vismiae
E6 Hojas P. microspora
SALIDA DE CAMPO 2 (NOBSA)
C1 Troncos P. vismiae

D7 Hojas P. microspora



F2

F12

Mé4-1

V4-2

SALIDA DE CAMPO 3 (CAJICA)

P. sydowiana -
microspora

Fusarium oxysporum
P. microspora
Alternaria alternata
A tenuissima

Alternaria sp




4. DISCUSION.

La importancia que actualmente presenta el agraz y su gran potencial en los
mercados de Estados Unidos y Europa como los principales consumidores
de arandanos a nivel mundial seguin lo reporta el CEF;, 2004.; hace que €l
interés por los problemas fitosanitarios que pueda tener este producto
incrementen los esfuerzos en la busqueda de los patdgenos importantes
para esta planta.

En estudios realizados en Argentina por Wigth et al, 2005; en Chile por
Espinoza y Bricefio, 2008 y en Uruguay por el Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos, 2008, reconocen a géneros como Pestalotiopsis sp.,
Fusarium sp., Alternaria sp., entre otros; como patdgenos en plantas del
géenero Vaccinium sp., causantes de lesiones importantes como necraosis,
manchas foliares o chancros.

En este estudio se encontraron 4 génercs, causantes de enfermedades en
hojas o tallos de agraz, estos géneros son Alternaria sp. con 3 especies
patdgenas, Pestalotiopsis sp. con 3 especies patdgenas (11 aislamientaos),
Epicoccum sp. y Fusarium sp. con una especie patdgena respectivamente
(Tabla 3).

Al realizar el andlisis bioinformético de las especies de Pestalotiopsis y a
partir del arbol filogenético (figura 8) que de este andlisis se logro obtener, se
pudo determinar que las especies de Pestalotiopsis sp. se encuentran
separadas en dos grandes grupos. Las secuencias de los aislados F12, EG y
D7 identificados como Pestalotiopsis microspora y A7, C5, A4y F2



identificados como Pestalotiopsis sydowiana - microspora, se encuentran
ubicadas en la segunda rama del arbol compartiendo un mayor grado de
similitud con la secuencia de Pestalotiopsis sydowiana obtenida de la base
de datos de NCBI taxonomy, esto puede ocurrir porque €l gen que fue
secuenciado usando los ITS 4 y 5 guarda mas similitud con esta secuencia
(en el segundo grupo) que con P. microspora, por lo que se hace necesario
analizar otros genes para separar estas especies. Respecto a las secuencias
de A6, E1, C1 y All quienes aparecen en la misma rama donde se
encuentra la secuencia (Pestalotiopsis vismiae) de comparacion bajada de
NCBI taxonomy, se puede afirmar que nuestros aislamientos comparten un
alto grado de similitud con dicha secuencia. La ubicacion de especies como
P. citrina'y P. besseyi ubicados en una rama externa a la que contiene todas
las especies de Pestalotiopsis permite evidenciar una posible parafilia del
clado que relaciona a estas especies en un mayor grado con Truncatella
megaspora que con Pestalotiopsis sp. La ubicacion de Pestalotia bicolor
dentro del primer grupo del arbol, permite establecer que esta especie tiene
mayor correlacion genética con las especies de Pestalotiopsis sp. que la
especie de Monochaetia monochaeta la cual queda en una rama disgregada
de las especies de Pestalotiopsis.

Segun lo reportan algunos autores que describen el género, una de las
principales particularidades de este es que las especies pueden dividirse en
dos grandes grupos, separadas morfologicamente por variaciones en la
coloracion de las conidias, las cuales pueden ser verde oliva o café, aunque
no se logro establecer que esta caracteristica variable sea un factor para que
las especies estén separadas en el arbol ya que los aislamientos obtenidos
en este andlisis, podian presentar cualquiera de las dos coloraciones (existia
variacion de color entre las conidias de aislados de una misma especie) vy
ubicarse en cualquiera de los dos grupos.



Las lesiones causadas por las especies de Alternaria sp. van desde manchas
foliares como es el caso de Alternaria alternata quien ademas causa necrasis
al igual que Alternaria tenuissima y Alternaria sp.

Segun lo reportado por Kifer y Morelet, 1999; Alternaria sp. es cosmopoalita,
generalmente patdgeno, sapréfito o parasito de algunas plantas. Como se
muestra en la tabla 1 del Anexo |l, se aislaron 4 especies de Alternaria en la
localidad de Cajica, las cuales al ser probadas a partir de los postulados de
Koch dieron como resultado que solo 3 de éstas eran patégenas de agraz (V.
meridionale). Las especies identificadas fueron A alternata causante de
lesiones como manchas foliares de color rojo intenso, en hojas como se pudo
apreciar en la figura 9; necrosis causada posiblemente por el proceso de
colonizacion del hongo sobre la hoja, ademéas de clorosis (figura 10)
ocasionada potencialmente por la invasion de las hifas del hongo al sistema
vascular. Tanto la necrosis como la clorosis causada por este hongo inician
en la base de la hoja (Peciolo), lo que nos lleva a creer que esta Alternaria es
un patdgeno secundario de agraz que necesita una herida abierta para entrar
al tejido, colonizar y producir lesion,

Alternaria tenuissima también fue aislada de agraz y se determind que tiene
la capacidad de producir necrosis tanto en hojas como en tallos (figura 11 y
12), a diferencia de la especie anterior, A tenuissima produce la lesion en €l
punto de siembra del indculo. Primero se produce el crecimiento masivo del
micelio y posteriormente debajo de este se evidencia la necrosis del tejido.
No se evidenci6 dafio del diente teoide, como en ctras muestras, por esto es
posible deducir que esta especie de Alternaria es un patégeno primario,
porgque es capaz de penetrar €l tejido y producir dafio sin que haya una
herida abierta. En tallos se observé el mismo comportamiento en la necrosis,



primero una gran colonizacion de micelio y posteriormente la necrosis. En
ramas desprendidas no se observo ninguin sintoma es posible que el tiempo
de obsvacion fue muy corto para ver los efectos del hongo (figura 13).

Con un aislamiento de Alternaria fue imposible determinar la especie porque
habia mucha variabilidad en la morfologia y tamario de las conidias. Este fue
el caso de Alternaria sp. el cual tiene la capacidad de producir necrosis en
hojas y tallo. Este ultimo no presenta una coloracion homogénea en la lesion
como si ocurre en las dos especies anteriores. La necrosis muestra una
coloracion café oscura y parches color café claro (producida por la
descamacion de la corteza del tronco, la cual se cae después del dafio
causado por la necrosis), como se puede ver en la figura 14, posterior a la
necrosis ocurre la colonizacion del micelio del hongo. En hoja desprendida se
observo el desarrallo de necrosis desde los extremos de la hoja hacia el
centro de la misma (Fgura 15), ademéas de dafios en dientes teoides, lo que
permite deducir que Alternaria sp. es posiblemente un patdgeno que tiene la
capacidad de dafar las estructuras meristemédticas ubicadas en las
aserraduras de las hojas, (diente teoide), para poder colonizar €l tejido y
producir dafios en las plantas.

Otros resultados interesantes fueron los obtenidos con el complejo PST, que
cuenta con 11 aislamientos patogencs, distribuidas en 3 especies que son
Pestalotiopsis sydowiana-micraspora, Pestalotiopsis vismiae y Pestalotiopsis
microspora.

Espinoza et al, 2008 reportan que Pestalotiopsis sp. causa en arandanos
necrosis de color que varia de rojos a marrones, se presentan en hojas y
ramas. Por otra parte Wright, et al; (2005) reportan a P. guepinii, como



patdbgeno de arandancs en Argentina y se destaca por producir
atizonamiento, manchas foliares (color mardén claro), ademés de
puntuaciones rojizas y chancros particularmente en tallos. Algunos de estos
resultados son consistentes con los encontrados en este estudio,
principalmente se observaron 4 tipos de lesiones ocasionadas por
Pestalotiopsis sp., que presuntamente generan dafo vascular y atacan
principalmente las nervaduras ocasionando clorosis (Figura 23) o cambio de
color de las mismas ya sea a rojo como se aprecia en la figura 25 o a morado
como en lafigura 24. Este tipo de lesion ocurre posiblemente por la invasion
del hongo en €l sistema vascular. Otro tipo de lesion fue la necrosis, que a
diferencia de lo que reportan Espinoza et al 2008, en este estudio se
determinG que pueden ser negras, café en varias tonalidades y/o amarillas.
Este cambio en la lesion puede deberse al efecto que tiene las diferentes
especies de Pestalotiopsis sp. sobre diferentes especies del género
Vaccinium. Un tercer sintoma fueron los chancros; estas lesiones se
observaron solo en hojas y con la especie P. sydowiana — microspora
(aislamiento P9 — figura 22); ocasionado principalmente por la aparicion de
los acérvulos.  Otro sintoma observado fue la aparicion de manchas foliares,
principalmente de color rojo intenso, ademas de puntuaciones rojas
distribuidas irregularmente sobre el tegjido y que le dan a la hoja una
coloracion rgjiza (figura 17), esto concuerda con lo descrito por Wright et al,
2005 para P. guepinii afectando la especie Vaccinium corimbosum.

B aislamiento A4 de P. sydowiana — micraspora, presentd una particularidad
en tallos, pues luego de producida la necrasis se observo una descamacion o
caida de la corteza del tallo, debido posiblemente al dafio que causa la
lesion sobre el tejido (figura 27).



A hacer una revision bibliografica de las especies de Pestalotiopsis
reportadas para Colombia, nos encontramos con que las especies
encontradas por nosotros no estan reportadas para el pais. La posible
explicacion para esto puede radicar en la clasificacion taxondmica del
género, ya que muchas especies descritas en varios articulos fueron
identificadas utilizando las calves de identificacion taxondmica de Hunter et
al, 1997 quien reconoce Unicamente a Pestalotia sp., sin separarla de
Pestalotiopsis. Recordemos que aln cuando las diferencias morfologicas
entre estos géneros son minimas (Principalmente nimero de células
centrales de las conidias y nimeros de apéndices apicales), a nivel
taxondmico son muy importantes, asi que es posible que haya errores en la
clasificacion de estas especies.

Epicoccum nigrum es considerado por el departamento Plant Pathology del
estado, de la Universidad de Michigan como un hongo post cosecha, poco
importante que ataca el fruto pudriéndolo. Las lesiones encontradas en este
estudio permitieron evidenciar que la accion de este patdgeno es leve en
hojas desprendida; produce principalmente clorosis en la nervadura central y
en las laterales (figura 32) y también varios puntos cloréticos generalmente
de gran tamario (figura 33), al transcurrir las semanas se observo el cambio
de coloracion (clorosis de todo el tejido), esto puede occurrir debido a que €l
hongo es capaz de invadir el sistema vascular de la planta y producir lesion,
ademas se pudo observar en el apice de las hojas de algunas plantas que
fueron inoculados con esta especie puntos necréticos pequefios, pero al
pasar de las semanas la lesion no prospero.

Con respecto a Fusariun axysporum, no se evidencio dafio significativo en
hojas (figura 35), pero si en tallos donde produjo necrasis del tejido (figura
36). Tanto en hojas como en tallos se pudo notar la capacidad del hongo



para colonizar (realizacion de cortes a mano alzada, para observar el
patdgeno), pero en hojas los sintomas no fueron tan evidentes. Las especies
de Fusarium son conocidas a nivel mundial por causar dafios a muchas
plantas ornamentales (clavel y rosa) y de aimentos (arroz y maiz), las
lesiones varian dependiendo de las especies, este patdgeno puede afectar
cualquier organo de la planta (semillas, tallos, hojas y raices), el hongo
coloniza principalmente el sistema vascular y presenta variacion en los
sistemas que van desde cambios leves de coloracion en los drganos hasta
necrosis de los tejidos. En los ensayos fue paosible observar la variacion de
color de los tejidos de verde a un tono rojo leve, y la observacion
microscopica permitio evidenciar el patdgeno dentro del tejido.

Otros resultados importantes encontrados en los procesos de germinacion
realizados con el fin de tener material vegetal para las pruebas de
inoculacion, fue el de Curvularia sp. y Ulocladium sp. figuras 38 — 40, como
se evidencio en los resultados fue posible observar el dafo causado
principalmente a las plantulas, particularmente al sistema radicular, donde se
podia presentar agayas 0 nddulos que afectaban el normal desarrollo de las
mismas, al hacer observaciones microscopicas de raiz, hojas y semillas se
encontraron hifas y conidias de ambas especies por lo que fue imposible
determinar si uno de los dos producen la lesidn, o si se necesita que se
encuentren ambos sobre la planta para gque se desarrolle la enfermedad. Las
pruebas realizadas de manera independiente para cada hongo en muestras
de hojas, tallos y ramas desprendidas no permitieron evidenciar darios en los
diferentes 6rganacs, es posible que a medida que la planta crece y los tejidos
se vuelven mas duros (agraz es una planta semi-lefiosa) se le dificulte mas a
estos tipos de hongos colonizar y producir dafos en los tejidos de esta
especie de planta. Estos dos géneros son catalogados como mohos que
causan darios principalmente en cucurbitaceas,



Respecto a la incidencia de los diferentes patdgenos encontrados sobre las
muestras se observd que en la primera inoculacion, realizada entre abril y
junio del 2008, el patdgeno que mas porcentaje de muestras afecto fue la
cepa de P. sydowiana — micraspora (A7), con un 67% de dafio en contraste
con las cepas Pestalotiopsis F2, F12 Y F. oxysporum que no produjeron
lesiones. La época de esta inoculacion coincidié con una temporada invernal
marcada y temperaturas bajas (datos de la estacion meteoroldgica de Cajica)
gue por lo general no favorece el desarrallo de algunos patdgenos. En la
segunda inoculacion realizada entre enero y marzo del 2009, en la cual
ademas de hojas se inocularon tallos y ramas desprendidas, el patdgeno
mas agresivo fue nuevamente P. sydowiana — microspora (A7), ademas de
F.oxysporum y A tenuissima con un 100% de dafo en troncos y ramas
simultaneamente. Esto contrastd con el efecto del aislamiento de
Pestalatiopsis All, el cual no causo dafio ni en hojas ni en troncos. En hojas,
el mayor dafo lo causardn los aislamientos de Pestalotiopsis E6 y A
aternata, mientras que los aislamientos de Pestalotiopsis A7 y All
presentaron los porcentajes de dafio méas bajos, las barras de error de la
figura 41 y 42 permiten evidenciar diferencias significativas entre los
tratamientos (diferentes patdgenos inoculados). Patdgenos como Alternaria
tenuissima son mas efectivos  produciendo lesiones en tallos y ramas que
hojas, lo mismo se observo en el aislamiento F2 de la especie Pestalotiopsis
Sydowiana — microspora.

Respecto a la incidencia de los diferentes patdgenos encontrados sobre las
muestras se observd que en la primera inoculacion, realizada entre abril y
junio del 2008, el patdgeno que mas porcentaje de muestras afecto fue la
cepa de P. sydowiana — micraspora (A7), con un 67% de dafio en contraste
con las cepas Pestalotiopsis F2, F12 Y F. oxysporum que no produjeron
lesiones. La época de esta inoculacion coincidié con una temporada invernal
marcada y temperaturas bajas (datos de la estacion meteorolégica de Cajica)



gue por lo general no favorece el desarrollo de algunos patogencs. En la
segunda inoculacion realizada entre enero y marzo del 2009, en la cual
ademas de hojas se inocularon tallos y ramas desprendidas, el patdgeno
mas agresivo fue nuevamente P. sydowiana — micraspora (A7), ademéas de
F.oxysporum y A tenuissima con un 100% de dafio en troncos y ramas
simultaneamente. Esto contrastd con el efecto del aislamiento de
Pestalotiopsis Al1, el cual no causo dafio ni en hojas ni en troncos. En hojas,
el mayor dafo lo causardn los aislamientos de Pestalotiopsis E6 y A
aternata, mientras que los aislamientos de Pestalotiopsis A7 y All
presentaron los porcentajes de dafio mas bajos, las barras de error de la
figua 41 y 42 permiten evidenciar diferencias significativas entre los
tratamientos (diferentes patdgenos inoculados). Patdgenos como Alternaria
tenuissima son mas efectivos  produciendo lesiones en tallos y ramas que
hojas, lo mismo se observd en el aislamiento F2 de la especie Pestalotiopsis
sydowiana — microspora.

La variacion en la incidencia de los patdgenos sobre el hospedero puede
estar directamente relacionada con el tipo de 6rgano que fue inoculado, ya
gue se pudo evidenciar en las pruebas gue un mismo patdgeno podia actuar
de manera diferente dependiendo del érgano de la planta que estuviera
colonizando, la severidad del patdgeno también vario con las aislados.
Evidenciando que algunos aislados que pertenecian a una misima especie
podian presentar niveles diferentes en la escala de severidad, en los
diferentes organos inoculados. Los érganos mas afectados fueron las hojas y
los tallos, rara vez las ramas desprendidas y las plantas, esto podria
evidenciar gue los patdgenos aprovechan la presencia de una herida en el
organo para entrar y colonizar, dificultindose el mismo proceso en las
plantas.



Al analizar los datos suministrados por la estacion meteorologica de la
facultad de ciencias de la Universidad Militar, ubicada en Cajica, se pudo
determinar que en las dos temporadas en las que se realizaron las pruebas
de patogenicidad no existieron diferencias muy significativas en cuanto a la
temperatura del aire y a la humedad relativa (seccion 3.5 de resultados), por
lo que es poco probable que este factor influenciara en la patogenicidad de
algunos aislamientos como es el caso del aislamiento F2 de Pestalotiopsis
sydowiana — microspora el cual en la primera prueba de patogenicidad no
produjo lesiones pero en la segunda fue uno de los mas agresivos. La
segunda inoculacion coincidio con la época de floracion y fructificacion de las
plantas, por lo que podria ser que este aislamiento atague solo en esta
época del afio o que a momento de realizar la primera inoculacion dicho
aislamiento estaba inactivo.

En la tabla 5 se muestra las especies y aislamientos encontradas por
localidad, que resultaron ser patdgenas, como se observa alli las especies
mas persistente por encontrarse en las 3 localidades fueron las de
Pestalatiopsis sp, 10 que permitiria afirmar que es posible que agraz sea una
fuente importante para esta especie ya que le brinda los recursos necesarios
para su desarrallo.



5. CONCLUSIONES

Pestalotiopsis sp. puede ser considerado como un patégeno de gran
importancia en plantas de agraz (V. meridionale) debido a los dafios que
causa sobre las plantas, la severidad que presenta en la mayoria de los
aislamientos que se evaluaron y a la persistencia del patdgeno en las
diferentes localidades analizadas.

Al igual Alternaria sp. Puede considerarse un patdgeno importante en
agraz (V. meridionale) por los dafios que este genera; aunque durante el
andlisis de las localidades este solo se encontrd presente en una
localidad.

Para el caso de Fusarium oxysporum presenta accion patogenica sobre
tallos aunque este caracteristica patdgena no se logro evidenciar de
manera clara sobre hoja.

Los resultados obtenidos del cladograma nos muestran que el gen
amplificado no nos permite separar los aislamientos que tenemos a nivel
de especies por lo que seria conveniente realizar otras pruebas para
llegar a su diferenciacion.



6. RECOMENDACIONES

Realizar més estudios que permitan establecer otros patdgenos de agraz,
tanto hongos filamentosos, como levaduriformes, bacterias y virus.

Repetir las pruebas moleculares aplicando primers para la subunidad
ribosomal 18SrRNA con el fin de lograr separar las especies
estrechamente relacionadas del género Pestalotiopsis.

También es recomendable realizar cortes histologicos que permitan
observar en que estructura (tejido) es capaz de producir lesion los

diferentes patdgenos.
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ANEXO .

Caracteristicas generales (macrascopicas y microscopicas) de los hongos
aislados.

|.1. Descripcion general de Alternaria sp.

Caracteristicas

Hongo filamentoso que presenta conidioforos simples, tabicados. En el
extremo de los conidiéforas se produce la formacion de conidios muriformes,
de color café los cuales presentan septos transversales y verticales con
disposicion irregular. La célula conidiogena simpodial produce los conidios
gue se organizan en formas de largas cadenas Kiffer et al. (1999).

[.Ll. Alternaria alternata

Fgura I. Colonia de A alternata, creciendo en medio PDA %2 de
concentracion. a) Colonia aterciopelada color gris claro; b) reverso de la caja
presenta colores que van desde el café claro hasta el beige ascuro, su borde
puede tornarse negro a medida que la colonia envejece. Muestra aislada de
hojas. Imégenes tomadas a 15 dias de crecimiento, a 27°C.



I.LIl. Alternaria tenuissima

Fgura . Colonia de A tenuissima, creciendo en PDA a %2 de concentracion.
a) Colonia algodonosa gris de color homogéneo, b) Reverso de la colonia
color negro. Imégenes tomadas a los 15 dias de crecimiento, a 27°C.

l.LIII. Alternaria sp.

Fgura lll. Colonia de Alternaria sp., creciendo en PDA a %2 de concentracion.
a) Colonia aterciopelada, gris claro; b) Reverso de la colonia, gris claro en la

parte media y baja y negra en la parte superior. Imagenes tomadas a los 15
dias de crecimiento, a 27°C.



l.1l. Descripcion general de Pestalotiopsis sp.
Caracteristicas

Tiene una distribucion cosmopalita, este género comprende 48 especies, que
son generalmente parasitas o0 endofiticas que se ubican en diferentes
organos de una gran variedad de plantas, su estado Teleomorfo es
Pestalosphaeria. Presenta relacion con varios géneros de estado anamorfo
entre ellas Bromella (Pestalotia). (Sonmithipol et al, 2002; Kiffer & Morelet,
1999).

Presenta conidiéforos cortos, anélidos, simples y oscuros producidos en
estructuras fructiferas compactas pueden ser un acérvulo o picnidio, ademas
de phragmoconidio, con conidios multicoloreados o café que presentan de 4
a 5 septos transversales y con varios apéndices apicales hialinos (3),
enddgeno con apéndice basal céntrico, o sin €l; tiene varias células, hialino,
termina en punta, es elipsoide a fusoide. (Barnet & Hunter, 1998; Kiffer &
Morelet, 1999).

lIl.I. Pestalotiopsis microspora - sidowiana. (Ad)

Fgura IV. Colonia de P. microspora - sidowiana en diferentes medios. a) y b)
Colonia creciendo en PDA %2 de concentracion. Micelio aéreo blanco, con
centro que presenta un anillo de color café oscuro donde se encuentran



picnidios. Al reverso se observa la colonia de color blanco con borde café
oscuro. ¢) Colonia creciendo en agar malta %2 de concentracion. Crecimiento
liso — glabra, amarillo muy claro en el centro, borde blanco, crecimiento
circular, estriado en forma de flor, exudados amerillos. Reverso café claro a
amarillo, estriado irregular en el centro; d) Conidia tipica de Pestalotiopsis,
observada en microscopio de luz a 40x. Muestra aislada de troncos.
Imégenes tomadas a los 15 dias de crecimiento, a 27°C.

LILII. Pestalotiopsis sp. (A21)

Fgura V. Colonia de Pestalotiopsis sp y estructuras reproductivas. & Colonia
glabra color blanco, muitiples puntos de fructificacion; Iméagen tomada a los
15 dias de crecimiento, a 27°C. b) Estroma producido por Pestalotiopsis sp.
en medio de cultivo; ¢) Conidias tipicas del hongo. b y ¢) Iméagenes tomadas
con microscopio de luz a 40x

LILIII. Pestalotiopsis microspora (D7)




Fgura V1. Crecimiento de P. micraspora en diferentes medios. a) Colonia en
agar malta ¥4 de concentracion; glabra de color blanco que presenta
exudados amarillos, presenta estriaciones desde el centro hacia el borde de
la colonia. b) Crecimiento de colonia en PDA Y2 concentracion, la colonia
presenta picnidios color negro, es de color amarillo; ¢) Colonia en PDA Y4
concentracion, colonia glabra, blanca, crecimiento asemeja una flor.
Imagenes tomadas a los 15 dias de crecimiento, a 27°C. d) Conidias tipicas
del hongo, imagen tomada con microscopio de luz a 40x. Muestra aislada de
troncas.

LILIV. Pestalotiopsis microspora (F12)

Fgura VII. Crecimiento de P. microspora en diferentes medios. a) Colonia en
PDA ¥4 de concentracion, glabra, color blanco; b) Reverso, coloracion blanca;
c) Colonia en agar malta %2 concentracion, aterciopelada, blanca. Imégenes
tomadas a los 15 dias de crecimiento, a 27°C.



1l.V. Pestalotiopsis sydowiana — microspora (F2)

Fgura VI. Colonia de P. sydowiana — microspora (F2) crecieno en diferentes
medios. a) Colonia creciendo en PDA %2 concentracion, aterciopelada,
blanca, crecimiento en forma de flor; b) reverso blanco, se observan anillos
de crecimiento; c) Crecimiento en agar malta % de concentracion,
aterciopelada blanca. Imégenes tomadas a los 15 dias de crecimiento, a

27°C.
[.I.M. Pestalotiopsis vismiae (All)

Fgura IX. Colonia de P. vismiae creciendo en diferentes medios. a) Colonia
en PDA ¥ de concentracion, glabra, color amarillo en el centro y blanco en
los bordes; b) reverso de la colonia, color blanco, ¢) colonia en agar malta ¥4
de concentracion, aterciopelada, colores blanco y café claro, crecimiento en
forma de anillos. Imagenes tomadas a los 15 dias de crecimiento, a 27°C.



1L MII. Pestalotiopsis vismiae (E1)

Fgura X. Colonia de P. vismiae creciendo en diferentes medios. a) Colonia
en PDA Y4 de concentracion, glabra, color amarillo en el centro y blanco en
los bordes; b) reverso de la colonia, color blanco en bordes y amarillo en
centro, ¢) colonia en agar malta ¥ de concentracion, aterciopelada, color
blanco. Imégenes tomadas a los 15 dias de crecimiento, a 27°C. d) conidias
tipicas de este hongo, imagen de microscopio de luz a 40x.

LIL.MII. Pestalotiopsis sp. (3)

Fgura Xl. Colonia de Pestalatiopsis sp. creciendo en diferentes medios. a)
Colonia en PDA ¥4 de concentracion, glabra, color blanco intenso en el centro
y mas claro en los bordes; b) reverso de la colonia, color blanco denso en
centro y mas claro en los bordes. Imégenes tomadas a los 15 dias de
crecimiento, a 27°C.



LILIX. Pestalotiopsis vismia — hanseni (C1)

Fgura Xll. Colonia de Pestalotiopsis vismia — hanseni creciendo en
diferentes medios. a) Colonia en PDA %4 de concentracion, glabra, blanca,
crecimiento semejando una flor; b) reverso de la colonia, blanco; ¢) colonia
en agar malta %2 de concentracion, aterciopelado, blanco con visos café
(Puntos de fructificacion del hongo). Imagenes tomadas a los 15 dias de
crecimiento, a 27°C.

.1l.X. Pestalotiopsis sydowiana — microspora (P9)

Fgura Xlll. Colonia de Pestalotiopsis sydowiana — microspora creciendo en
PDA ¥4 de concentracion. @) Colonia glabra, centro amarillo, bordes blancos;
b) reverso de la colonia, centro amarillo, bordes blancos, Iméagenes tomadas
alos 15 dias de crecimiento, a 27°C. ¢) conidias tipicas del hongo, imagenes
tomadas en microscopio de luz a 40x.




I.11.XI. Pestalotiopsis sp. (C5)

Fgura XIV. Colonia de Pestalotiopsis sp. (C5) creciendo en diferentes
medios. a) colonia glabra, blanca; b) reverso de la colonia, color blanco; )
colonia en agar malta %2 de cocentracion, crecimiento aterciopelado, blanco,
mas larga que ancha. Imagenes tomadas a los 15 dias de crecimiento, a
27°C.

11 XII. Pestalotiopsis sydowiana — microspora (A9)

Fgura XV. Colonia de Pestalotiopsis sydowiana — micraspora (A9) creciendo
en PDA Y. de concentracion. a) Colonia aterciopelada blanca en el centro y
amarilla en los borde, b) reverso de la colonia, amarillo en el centro y blanco
en los bordes. Imagenes tomadas a los 15 dias de crecimiento, a 27°C.



L1l. Epicoccum nigrum

Caracteristicas

Esporodoquio oscuro (café), de forma globosa, tamafio variable, presenta
conidioforos compactos o individuales, cortos y oscuros, conidia café,
dictiosporas globosas, hifas septadas, al igual que sus conidias, es un hongo
poco. Resulta un hongo interesante por ser un agente alergénico y hasta
toxico para los humanos (Kiffer & Morelet). (Barnet & Hunter, 1998). Muestra
aislada de tronco y hojas de agraz. La colonia tiene micelio algodonoso
blanco a rosado, que presenta cuerpos fructiferas color café a marrén.

Figura XV1. Conidias de E. nigrum unidas a las hifas. a) Imagen a 10x del
microscopio, b) Imagen a 40x del micrascopio.



.IV. Fusarium oxysporum

Fgura XMIl. Colonia de Fusarium oxysporum creciendo en PDA Y. de
concentracion, @) colonia algodonosa de color rojo sobre el medio, parches
con micelio blanco, b) reverse de la colonia, pigmentacion roja. Iméagenes
tomadas a los 15 dias de crecimiento, a 27°C.



ANEXO I

Listado de hongos aislados

Tabla I. Listado de hongos aislados salida de campo 1

Actual Explante de
nomenclatura  origen Nombre cientifico Condicion
Al Troncos NP
A2 Troncos NP
A3 Troncos NP
P. sidowiana -
Ad Troncos microspora P
A5 Troncos NP
A6 Troncos P. vismia NP
P. sodowana -
A7 Troncos microspora P
A8 Troncos NP
P. sidowiana -
A9 Troncos microspora P
Al10 Troncos NP
All Hojas P. vismia P
Al2 Hojas Epicocum nigrum P
Al13 Hores NP
Al4 Hores NP
Al5 Hores NP
Al6 Hores NP
Al7 Hores NP
Al18 Hores NP
Al19 Hores NP
A20 Futo NP
A21 Troncos NP



El Troncos P. vismia P

E2 NP
E3 Hojas NP
E4 Troncos NP
E5 Hojas NP
E6 P. microspora P

E7 NP

Nota: las siglas Np y P, significan no patdgeno y patdgeno, respedtivamente.,

Tabla Il. Listado de hongos aislados salida de campo 2

Actual Explante de Nombre
nomenclatura  origen cientifico Condicion
SALIDA DE CAMPO 2
Bl Troncos NP
B2 Troncos NP
P. vismia -
C1 Troncos hanseni P
D1 Hojas NP
D2 Hojas NP
D3 Hojas NP
>4 Troncos NP
D5 Troncos NP
D6 Troncos NP
D7 Hojas P. microspora P
D8 hojas NP

Nota: las siglas Np y P, significan no patdgeno y patdgeno, respectivamente.



Tabla lll. Listado de hongos aislados salida de campo 3

Actual Explante de
nomenclatura  origen Nombre cientifico Condicion
SALIDA DE CAMPO 3
F1 Tallo NP
P. sydowiana -
F2 Hojas microspora P
F3 Tallo NP
F Tallo Fusarium oxysporum P
S Hojas NP
F6 Hojas NP
F7 Hojas NP
F3 Hojas NP
Fo Hojas NP
F10 Tallo NP
F11 Hojas NP
F12 Hojas NP
F13 Tallo NP
Fl14 Tallo P. microspora NP
F15 Hojas NP
F16 Hojas NP
F17 Hojas NP
M1 Hojas Alternaria alternata P
M2 Hojas Alternaria tenuissima. P
M3 Hojas Alternaria sp. P

Nota: las siglas Np y P, significan no patdgeno y patdgeno, respedtivamente.,



