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1. Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo aislar e identificar hongos endofitos y rizosféricos
asociados a la planta de Cholupa (Passiflora maliformis), cultivada en Rivera, Huila
(Colombia), con el fin de caracterizar su diversidad y explorar su potencial biotecnolégico.
Se recolectaron muestras de raices, hojas, flores y suelo rizosférico de plantas sanas y
enfermas. Para el aislamiento de los hongos se utilizaron medios de cultivo selectivos (PDA
y Sabouraud) y técnicas de desinfeccion superficial. Posteriormente, se realizé la extraccién
de ADN Yy la identificacion molecular mediante amplificacion de la region ITS del ADN
ribosomal por PCR, seguida de secuenciacion tipo Sanger. Los analisis bioinformaticos a
través de BLAST permitieron identificar diversas especies pertenecientes a los géneros
Naganishia, Candida, Penicillium y Trichoderma. Algunos de los hongos encontrados
presentaron un potencial biotecnoldgico relevante, como actividades antimicrobianas,
capacidad promotora del crecimiento vegetal y propiedades de biocontrol. Los resultados
obtenidos sientan las bases para futuros estudios enfocados en el aprovechamiento de la
microbiota fungica en el manejo sostenible de cultivos de pasifloras y en la mitigacion de

enfermedades como la causada por Fusarium spp.



2. Objetivo general

Identificar hongos endofitos y rizosféricos de la Cholupa (Passiflora maliformis)

Objetivos especificos

1. Aislar hongos a partir de la rizdsfera, raiz, tallo, hojas y flor de la planta de
Cholupa.

2. ldentificar los hongos aislados por medio de técnicas moleculares.

3. Determinar el potencial biotecnoldgico de los hongos identificados provenientes

de las muestras de Cholupa con base en revisién de literatura.



3. Introduccién

El cultivo de pasifloras en Colombia se ha consolidado como una actividad agricola de
importancia para pequefios agricultores. Estas plantas se encuentran en 24 departamentos
y 422 municipios con mas de 15.000 hectareas (3). Dentro de este panorama el
departamento del Huila destaca por ser lider en la produccién de pasifloras aportando méas
del 50% de la produccion nacional. La Cholupa, con denominacion de origen huilense, en
el afio 2013 registrd un total de 154 hectareas sembradas con una produccion de 1.634
toneladas, es decir, el 66 % del total producido en toda Colombia en ese afio (4). Sin
embargo, desde el afio 2018 en el departamento del Huila se han reportado problemas
sanitarios y disminucion del sistema productivo de las pasifloras debido a la aparicion de
la enfermedad “la secadera”, producida por hongos del género Fusarium, perjudicando en
su mayoria al Maracuya y la Granadilla, afectando de manera casi irreversible los suelos
infectados por el patogeno (5). Hasta el momento no se ha reportado la enfermedad en
cultivos de Cholupa, sin embargo, en Rivera (Huila) hubo una pérdida de productividad de

la Cholupa por sintomas relacionados.

De acuerdo con el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, en el periodo comprendido
entre 2007-2018 hubo una pérdida significativa en el rendimiento de la Cholupa, esto se
puede observar en la relacion tonelada por hectéarea (ton/ha)* cosechada (rendimiento), por
ejemplo, en el 2011 hubo un registro 10.56 (ton/ha), en comparacién al afio 2018 con un
rendimiento de 7.23 ton/ha (6). A pesar de esta tendencia, las causas especificas de esta
pérdida aun no han sido determinadas. Este vacio de informacion limita la comprension de

las interacciones entre los microorganismos presentes en los cultivos y su impacto.




En este contexto, surge la necesidad de investigar los hongos endofitos y rizosféricos
asociados al cultivo de Cholupa como una estrategia para identificar factores que podrian
estar contribuyendo a su rendimiento. Este enfoque permite identificar tanto especies
patégenas como benéficas asociadas al cultivo, lo que es un avance significativo para
comprender mejor las dinamicas microbioldgicas que interactian en esta planta. Aunque
no se determinan las causas directas de la pérdida del rendimiento, los resultados obtenidos
sientan las bases para futuros estudios orientados a mitigar los efectos negativos y
aprovechar los beneficios potenciales que algunos microorganismos pueden ofrecer al

cultivo.

4. Antecedentes

A continuacion, se presentan los principales trabajos de donde han sido aislados e
identificados hongos endoéfitos y rizosféricos de pasifloras como de otras especies

vegetales.

Ortiz et al. (2014) en un estudio sobre las caracteristicas histopatoldgicas de diferentes
tejidos afectados por los patdgenos Fusarium oxysporum y Fusarium solani en el maracuya
morado Passiflora edulis Sims, describen la distribucion de cada patdgeno en diferentes
tejidos vegetales, su colonizacion y las alteraciones tisulares que producen la infeccion en
la planta. Esto lo hicieron mediante la obtencion de tejidos de plantas de maracuya
recolectadas en la zona de Venecia (Colombia, Cundinamarca). Realizaron una inoculacion
artificial en la cual las plantas de maracuyd morado de 2 y 4 meses de edad se inocularon
con cepas de F. oxysporum (codigos A4, A64) y F. solani (codigo A62). Posteriormente
realizaron los andlisis histologicos de la raiz, el cuello y el tallo, con ayuda de tinciones

especiales como safranina - verde rapido, &cido peryddico, evidenciando la colonizacion



de Fusarium oxysporum en todas las plantas de maracuya corroborando la capacidad del
patdgeno para colonizar por medio del sistema radicular y colonizar la planta por su sistema
vascular, este sistema de colonizacion vascular también ha sido descrito en plantas como
el tomate y guisantes susceptibles a F. oxysporum. En los andlisis del tallo se evidenci6 que
no hubo colonizacién por parte del patdgeno, lo cual fortalece la idea de que tiende a
colonizar el collar de la planta. Por ultimo, se pudieron observar la respuesta de defensa de
la planta observando hifas y microconidias en la luz de los vasos como la formacién de

geles que constituyen la defensa de las plantas para limitar la propagacion del patdgeno (7).

Forero et al. (2015) en su estudio en el Huila, Colombia, evalud la resistencia de Passiflora
maliformis a Fusarium oxysporum. Plantas obtenidas de semillas de Cholupa fueron
inoculadas con el patdgeno a los 2.5 y 19 meses de edad. Se observd marchitez vascular
mas severa en las plantas jovenes, pero la especie mostro cierta resistencia mediante la
produccién de geles y engrosamiento de paredes vasculares. Los resultados sugieren la
seleccion de linajes de P. maliformis como una alternativa promisoria para el control de

Fusarium en cultivos (8).

Sabogal-Palma et al. (2015) investigaron las caracteristicas bioquimicas de la cascara,
semilla y arilo de Passiflora maliformis (Cholupa) del Sur Macizo Colombiano en
comparacion con Passiflora edulis var. flavicarpa, con el fin de determinar su potencial
bioactivo y agroindustrial. El andlisis fitoquimico reveld6 compuestos bioactivos como
taninos, antocianicos y antioxidantes en la Cholupa, con una mayor actividad antibacteriana
contra Klebsiella pneumoniae y E. coli que el maracuyda, ademas de actividad antifingica

contra Fusarium sp. y Penicillium sp. El estudio concluyd que la Cholupa, debido a su



riqueza en fitocompuestos, posee un gran potencial para aplicaciones industriales y

medicinales (9).

Berna et al. (2018) investigaron en Tunja, Colombia, la capacidad morfogénica de
embriones cigo6ticos maduros (EZM) de Cholupa para generar embriones no cigéticos y
regenerar plantas. Utilizando semillas de P. maliformis de Boyac4, se indujo embriogénesis
en explantes jovenes mediante un medio B5 suplementado con reguladores de crecimiento,
donde la luz, la oscuridad y el carbdn activado jugaron un papel crucial. El estudio demostr6
el alto potencial embriogénico de los EZM de Cholupa para inducir embriogénesis no
cigotica bajo diversas condiciones, lo que podria servir como base para investigaciones

similares en otras especies de Passiflora con diferentes objetivos. (10).

Molano et al. (2020) estudiaron la fenologia del crecimiento de la Cholupa en Rivera, Huila,
Colombia, midiendo semanalmente variables vegetativas y reproductivas en plantas de la
zona y aplicando modelos logisticos sigmoideos y analisis estadisticos. Utilizando la escala
BBCH, describieron detalladamente las etapas de crecimiento del tallo, hojas, flor y frutos.
Este primer ensayo de descripcion fenoldgica en Cholupa resulto eficiente para predecir la

cosecha y establecer practicas agrondmicas efectivas para programas de cultivo. (11).

Ramirez et al. (2017) investigaron los patdgenos del maracuya morado en Antioquia,
recolectando muestras de frutos maduros e inmaduros para aislar microorganismos en
diversos medios de cultivo. La identificacion taxondmica, mediante analisis morfologicos,
moleculares y pruebas de patogenicidad, revel6 a Phytophthora nicotianae var. parasitica
como un patégeno significativo, aislado de frutos dafiados. También se identificaron

Colletotrichum gloeosporioides sensu lato en frutos con manchas y Phytophthora
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drechsleri como causas importantes de deterioro en el maracuya morado, junto con la
bacteria Xanthomonas axonopodis, previamente reportada en Colombia. El estudio
concluy6 que P. nicotianae var. parasitica, C. gloeosporioides sensu lato y P. drechsleri

son las principales causas de deterioro en el maracuya morado en la region estudiada. (12).

Cruz et al. (2019) analizaron las comunidades bacterianas y flngicas de las céscaras de
cinco frutas tropicales silvestres de Brasil (platano, guayaba, mango, papaya y maracuya)
mediante secuenciacion de ARNr 16S y la regién ITS del ADNr para ampliar los perfiles
taxondmicos y mejorar las practicas postcosecha. Los resultados revelaron una mayor
abundancia de Streptomyces mashuensis en la cdscara de maracuya, donde también
predominaron los hongos Sordariomycetes y Dothideomycetes. El estudio demostro que la
abundancia, diversidad y composicion microbiana variaron segun el tipo de cascara y el
sistema de produccién, con una mayor abundancia de bacterias (Actinobacteria y
Proteobacteria dominantes) que de hongos, y una mayor riqueza de OTUs en platano y
guayaba. Esta investigacion logrd diferenciar la comunidad bacteriana a nivel de clase y la

diversidad fungica a nivel de filo (13).

Park et al. (2020) investigaron en Australia los posibles atrayentes de machos de la mosca
Bactrocera jarvisi en flores de Passiflora maliformis. Mediante cromatografia de gases y
espectrometria de masas de extractos florales (separados por partes internas y externas),
identificaron compuestos como terpenos, acidos grasos y fenilpropanoides, incluyendo la
zingerona. La deteccidn de zingerona y otros atrayentes de moscas de la fruta a lo largo del
dia apoya la hipétesis de su rol en la atraccion de insectos. Los compuestos identificados
podrian también tener funciones de defensa y su produccion varia segun la etapa floral y

factores ambientales. El estudio concluy6 que la zingerona atrae a ciertas moscas e insectos
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polinizadores, explicando la interaccion entre P. maliformis y B. jarvisi, aunque se requiere
mas investigacion sobre el papel especifico de este compuesto en la polinizacion de la

Cholupa (14).

Dos Santos et al. (2020) en Brasil aislaron hongos endéfitos del maracuya amarillo con
potencial biocontrolador contra Colletotrichum sp. A partir de hojas sanas de Passiflora
edulis, aislaron e identificaron molecularmente hongos end6fitos, demostrando su actividad
antagonica in vitro contra el patdgeno. Los resultados resaltan el potencial de estos hongos
endofitos como herramientas sostenibles y eco-amigables para el biocontrol en la

agricultura, con métodos de inoculacion sencillos. (15).

Hurtado et al. (2020) investigaron la poblacion de hongos endoéfitos en diferentes tejidos
de Gulupa en tres cultivos comerciales de Cundinamarca y Boyacd, asi como su potencial
antagonico contra Fusarium sp. Encontraron hongos endofitos con mayor prevalencia en
raiz, hojas y tallo, siendo los géneros mas comunes Trichoderma, Fusarium y Mucor. Se
destaco la produccion de acido indol acético y la solubilizacion de fosforo por algunas
especies, especialmente T. asperellum. In vitro, varios aislamientos de Trichoderma,
Chaetomium y Mucor inhibieron significativamente el crecimiento de F. oxysporum. En
invernadero, la infeccion por Curvularia penniseti incremento la biomasa y el contenido de
clorofilas. El estudio concluy6 que la Gulupa alberga una diversa comunidad de hongos
endodfitos con potencial bioactivo, variando su composicion segun la ubicacion del cultivo

(16).

Zhang et al. (2021) investigaron la influencia de la diversidad fangica del suelo de la

rizosfera y su estructura comunitaria en la pudricién de la raiz del trigo en una zona con
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historial de la enfermedad, identificando a Gaeumannomyces graminis, Pellicularia rolfsii,
Rhizoctonia cerealis y Fusarium oxysporum como patégenos principales. Mediante
secuenciacion de ADN fungico del suelo de la rizésfera de plantas enfermas y sanas,
observaron que la abundancia de la mayoria de los géneros fungicos diversos disminuy6
desde la formacién de espigas hasta el llenado del grano, mientras que géneros de baja
diversidad como Fusarium y Ceratobasidium aumentaron significativamente. El analisis
del suelo reveld que un bajo pH, alta densidad, y altos niveles de nitrdgeno amoniacal y
nitrato, se asociaron con la aparicion de la pudricion de la raiz. El estudio concluyo que, si
bien en etapas tempranas puede haber diversidad fungica, las condiciones quimicas del
suelo como el nitrégeno y el pH bajo contribuyen significativamente al desarrollo de la

enfermedad (17).

Lopez et al. (2022) investigaron en Manizales, Colombia, la influencia de Passiflora
maliformis como portainjerto en el maracuya morado, analizando caracteristicas fisicas del
fruto, productividad y rentabilidad. EI diametro del fruto no vario significativamente, pero
el peso del fruto y la cascara si mostro diferencias entre las combinaciones de plantas, con
las injertadas presentando mayor absorcion de agua. El andlisis de costos revelo
rentabilidad positiva solo en la combinacion de maracuya morado con Cholupa dos afios
después del inicio del cultivo, a pesar de que los frutos injertados cumplieron con criterios
de calidad comercial con rendimientos superiores al 50%. El estudio recomienda ajustes en

el manejo de enfermedades para mejorar la rentabilidad en otras asociaciones (18).

El estudio de Liu et al. (2022) investigo la diversidad de las comunidades microbianas de
la rizosfera y enddéfitas de Stipa purpurea en tres sitios de la meseta tibetana. Se analizo la

correlacion de estas comunidades con factores ambientales del suelo, asi como la influencia
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de las propiedades fisico-quimicas del suelo y la actividad enzimatica microbiana. Se
encontraron diferencias significativas en las comunidades microbianas entre sitios y tejidos
(hojas, raices y suelo). Los filos dominantes fueron Ascomycota y Basidiomycota, ambos
importantes en el ciclo del carbono. Basidiomycota fue més abundante en el suelo de raices
y la rizosfera de las hojas, mientras que Ascomycota, tipico de ambientes hostiles, mostrd
una asociacion negativa con varios factores del suelo y enzimas. El andlisis de RDA revel6
asociaciones positivas entre Zygomycota, Cercozoa, Glomeromycota, Chytridiomycota y
Rozellomycota con la altitud, actividad enzimatica (deshidrogenasa, fosfatasa alcalina y

neutra) y nutrientes disponibles (kalium y fosfato) (19).

Salazar et al. (2022) en la investigacion realizada en varias fincas de los municipios de
Ancuya, San Pablo y Guaitarilla, Narifio Colombia, buscaron determinar la diversidad
genética de diferentes especies de Fusarium implicadas en la enfermedad relacionada con
el marchitamiento y la pudricion del maracuya. Se recogieron 50 muestras aleatorias de
diferentes fincas en estos tres municipios de donde se obtuvieron muestras de Passiflora
ligularis con signos de dafio en las diferentes partes de esta planta, las cuales se empacaron
en bolsas tipo ziploc. Luego se realizd aislamiento de hongos realizando cortes a tejidos
enfermos y sanos previamente esterilizados en hipoclorito y etanol, los cuales fueron
sembrados; para la obtencion de aislados puros se realizaron diluciones de las cuales se
obtuvieron conidias que posteriormente se observaron al microscopio. Luego de estos
ensayos se realizo identificacion molecular y electroforesis. Como resultado se obtuvieron
35 aislamientos en donde se pudo observar diferentes colores en las colonias que tuvieron
un aspecto algodonoso, evolucionando a color morado con el crecimiento del hongo. La
mayoria de estos hallazgos son compatibles con Fusarium oxysporum, siendo este, aislado

de los tres municipios de Narifio donde fue realizada la investigacion. Esto permitio
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concluir que F. oxysporum es el patdgeno que causa el marchitamiento vascular en la fruta

de la pasion (20).

Wang et al. (2023) investigaron las comunidades fangicas y bacterianas en suelos de cultivo
continuo de maracuyd (cultivado, no cultivado y rizosférico) en Guandong, China,
buscando estrategias contra Fusarium. Se utilizaron diferentes pasifloras injertadas con
estiércol y se recolectaron muestras de los tres tipos de suelo, incluyendo la rizosfera de
maracuya morado y amarillo. El analisis genético revel6 una mayor biodiversidad
bacteriana en suelos cultivados, con Bacillus como el género mas abundante, y diferencias
menores entre las rizésferas de las dos variedades de maracuya. Se destacd el género
Trichoderma en la rizosfera del maracuya amarillo, sugiriendo su papel en la resistencia a
la pudricion del tallo. El estudio concluyd que el cultivo continuo de maracuya altera la
biodiversidad microbiana del suelo y que el injerto enriquece microorganismos en la
rizosfera. Ademas, se identificd a Trichoderma como un potencial agente de biocontrol

eco-amigable para reducir el uso de pesticidas y mejorar la calidad del cultivo (21).

Mufoz et al. (2023) investigaron las comunidades microbianas y los perfiles funcionales
de la rizésfera de manzanos sintomaticos y asintomaticos con pudricién de la corona en
Cuauhtémoc, Chihuahua, Meéxico. Se utilizaron secuenciacion de amplicones y
metagendmica de escopeta para analizar muestras de suelo de la rizosfera de manzanos
Malus domestica. La secuenciacién metagendmica reveld una mayor diversidad bacteriana
(39 filos, 451 familias, 1741 géneros) en comparacion con la secuenciacién de amplicones
(23 filos, 196 familias, 507 géneros). En la comunidad flungica, Ascomycota y
Basidiomycota fueron los filos dominantes, con Fusarium y Penicillium como los géneros

mas prevalentes. Mortierella fue particularmente abundante en la rizosfera de arboles
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asintomaticos. Se observo una diversidad microbiana heterogénea independientemente del
estado de salud de los arboles, con Streptomyces, Pseudomonas y Rhodanobacter comunes
en ambos grupos. Los resultados indicaron que las comunidades bacterianas alfa y beta
variaron influenciadas por factores bi6ticos y abi6ticos en el nicho ecoldgico de la rizésfera,

dependiendo de la salud de los arboles. (23).

5. Marco tedrico

5.1 Hongos enddfitos

Un hongo endéfito se define como un microorganismo que reside dentro de un huésped sin
causar dafio aparente y lo hacen mediante una variedad de relaciones simbioticas hasta
ligeramente patdgenas (17). Antes el término se restringia a microorganismos como
bacterias y hongos, sin embargo, se ha ampliado el concepto refiriéndose a bacterias,
hongos, algas e insectos, en donde se ha encontrado con mayor frecuencia los hongos como
endofitos. El “endofitismo” se refiere a una relacion no invasiva de costo-beneficio,
asintomatica y transitoria definida por su localizacion establecida dentro de los tejidos

vivos de la planta hospedera (18).

Clasificacion: Los hongos enddéfitos son principalmente miembros de Ascomycota 0 sus
hongos mitosporicos (que poseen reproduccion asexual Unicamente y micelio septado;
también se han encontrado en Basidiomycota, Zygomycota, y Oomycota (18).
Histéricamente se han clasificado en dos grupos: clavicipitaceos que se encuentran en
plantas gramineas como pastos y los no clavicipitaceos que se encuentran en sitios
asintomaticos de plantas no vasculares, helechos y plantas relacionadas, coniferas y
angiospermas (19). Los hongos de clase 1 (clavicipitdceos) se encuentran dentro de la

familia Clavicipitaceae se relacionan filogenéticamente y se transmiten de forma vertical,
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de manera que las plantas madre transmiten hongos a las hijas por medio de semillas
infectadas. Las funciones que se han descrito constituyen el desarrollo de biomasa de la
planta, produccion de tolerancia a estrés ambientales como la sequia y produccion de
productos tdxicos para animales que atacan la planta.

Los clavicipitaceos se dividen en tres grupos. Tipo I: incluye hongos sintomaticos y
patogénicos que se propagan por ascosporas, esterilizando al huésped. Son heterotalicos y
requieren transferencia de espermacios entre tipos de apareamiento para poderse
reproducir. Tipo Il:  se producen en gramineas en forma de cuerpos fructiferos e
inflorescencias de la planta descrito como un mecanismo de interaccion mixta, por esta
caracteristica se denominan como simbiontes pleiotropicos porque se transmiten de forma
horizontal por esporas y vertical por semillas. Tipo Ill: se encuentran dentro del tejido
vegetal durante toda la vida incluso cuando florece el hospedero y su ciclo de vida es
asintomatico, no producen esporas sexuales lo cual limita la recombinacion genética del
hongo, se transmiten de forma vertical a través de semillas por crecimiento de hifas en

Ovulos de desarrollo favoreciendo las relaciones coevolutivas (19).

Los no clavicipitaceos se dividen en tres clases segun los patrones de colonizacion,
mecanismos de transmisidn entre los huéspedes, la biodiversidad in planta y la interaccion
con el hospedero. Los de clase 2 pueden crecer por encima o debajo del suelo con
diversidad limitada, se transmite vertical y horizontalmente confiriendo tolerancia a la
planta a estrés abidticos. La clase 3 estan restringidos a sitios encima del suelo presentando
mayor diversidad. La clase 4 coloniza extensamente la raiz y no se ha determinado su

diversidad. Estos dos ultimos se transmiten de manera horizontal (19).

5.2 Importancia ecoldgica de los hongos endoéfitos
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Los microorganismos endéfitos representan una relacion endosimbidtica que involucra
bacterias, hongos y eucariotas unicelulares con las plantas ya sea de forma
intracelularmente lo que resulta necesario para la supervivencia de las plantas hospedantes
(20). Los endofitos microbianos se caracterizan por la produccion de moléculas bioactivas
con funciones antimicrobianas, antioxidantes, citotdxicas, inmunosupresoras e
inflamatorias, como también la promocién del crecimiento de la planta y la resistencia
contra patdgenos. Los mecanismos de la asociacion benéfica con las plantas incluyen la
produccion de sideroforos, la solubilizacion de fosfatos como fitohormonas, la produccion
de acido indol acético (IAA) y la actividad de desaminasa de 1- aminociclopropano- 1-

carboxilato (ACC).

Los hongos enddfitos ocupan varios nichos del ecosistema natural que determina sus
funcionalidades incluida la tolerancia con estrés bidticos (patdgenos y herbivoros) y
abidticos (estrés salino, temperatura, metales pesados, etc.) para adaptar las plantas a
diferentes condiciones extremas y la proteccion contra patdgenos. Las plantas hospedantes
se benefician de los hongos mutuamente de varias maneras: los hongos toman alimento de
la planta lo que le permite crecer y desarrollarse. La estructura de la planta brinda
proteccion contra la sequedad y condiciones adversas, por ultimo, les brinda a los hongos
un espacio donde puedan prosperar. En cuanto a la reproduccién pueden usar la planta para
la transmision de sus estructuras reproductivas (propagulos) a la préxima generacion de las
plantas. Dentro de las especies que se destacan de esto se encuentra Piriformospora indica
como promotora de crecimiento mediante la absorcion de minerales y proporciona
resistencia al estrés bidtico y abidtico (20). Se han descrito tres mecanismos por los cuales

proveen proteccion a la planta (18).
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e Mecanismos directos: mediante la produccion de enzimas y/o metabolitos
secundarios, lo que les confiere la habilidad de atacar y eliminar de manera directa
al patogeno.

e Mecanismos indirectos: por medio de la expresion de mecanismos de defensa
quimicos o fisiologicos que tiene la propia planta fortaleciendo sus propias
capacidades de proteccion.

e Mecanismos ecoldgicos: a través de la ocupacién de nichos ecoldgicos, parasitar a
otros parasitos (hiperparasitismo) y la depredacion de organismos dafiinos para la

planta.

5.3 Metabolitos secundarios

Una de las principales caracteristicas de los hongos endofitos es la produccion de
metabolitos secundarios con propiedades antifungicas, antibacteriales e insecticidas (19).
Estos metabolitos se pueden clasificar como alcaloides, quinonas, &cido fendlico,
policéticos, compuestos alifaticos, esteroides, terpenos, saponinas, entre otros (20). Los
metabolitos secundarios se producen en diversas condiciones. Cuando los microorganismos
viven en un mismo habitat, pueden verse con la necesidad de competir por nutrientes, el
espacio vital y la reproduccion durante el ciclo de vida (21). Por otra parte, se estimulan
por la patogenicidad o tolerancia a estrés ambientales como la temperatura y la luz UV, pH,
nutrientes entre otros. Los factores ambientales participan como reguladores de manera
concertada (39). La regulacidén de metabolitos secundarios necesita sefiales externas como

la disponibilidad de nutrientes como nitrogeno, carbono.

En las funciones bioldgicas los metabolitos secundarios son importantes para el crecimiento
de los hongos en condiciones controladas, como por ejemplo el papel de la melanina en la

proteccién contra UV, facilitando la supervivencia del microorganismo bajo una fuerte
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exposicion a la luz solar (40). Los metabolitos secundarios pueden cumplir funciones
fisioldgicas. A continuacion, se dard una breve descripcion de los metabolitos secundarios

de los hongos endofitos (21).

e Alcaloides: conformados por derivados del indol, pirimidina y pirrolizidina,
aminas, amidas, quinolina e isoquinolina, son téxicos, por lo tanto, inhiben los
ataques de insectos y herbivoros a los huéspedes. Este tipo de metabolito se ha
encontrado F. oxysporum, Penicillium sp, Epichloe sp, Neotyphodium sp, Claviceps
sp, Nothapodytes fortida, entre otros.

e Terpenoides: compuestos defensivos atrayentes de polinizadores y sustancias
alelopaticas en ambientes de competencia se han encontrado en microorganismos
como E. tiphyna y Phyllosticta sp.

e Policétidos: son los metabolitos fungicos mas abundantes detectados
exclusivamente en hongos, las enzimas clave en su produccion son las policétidos
sintasas que comparten similitudes con los acidos grasos eucaridticos, han sido
descritos en especies como Ampelomyces sp, A solani, Edenia sp, Fusarium sp.

e Saponinas: desempefian defensa en la simbiosis con las plantas hospedantes, poseen
propiedades anticancerigenas, antinutritivas y anticolesterol. Se han descrito en
Fusarium sp, Cephalosporium sp y Paecilomyces sp.

e Fenoles y acidos fenolicos: su funcion principal es actuar como factores de
sefializacion en la relacion planta-microbio, también ayudan a la promocion de
crecimiento en plantas que se encuentran en suelos limitados de nutrientes.

e Esteroides: son compuestos derivados de los lipidos presentes en los seres vivos

compuestos por una estructura de cuatro anillos de carbono fusionados que forman
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un nucleo esteroide, la diversidad de la estructura es por la variacion en los estados

de oxidacién de los grupos funcionales unidos al anillo.

5.4 Hongos rizosféricos

Un hongo rizosférico es aquel organismo que vive en una relacion benéfica realizando una
interaccion directa con la planta, a nivel de las raices, proporcionando un aumento en la
disponibilidad de nutrientes y absorcion por parte de la planta, influyendo positivamente
en el rendimiento, resistencia y control de patégenos (29). Esta relacion es también
conocida como de vida libre en la que estos microorganismos no se benefician ni se
perjudican, pero si generan beneficios indirectos en la planta, y tienen la capacidad de llevar
a cabo su ciclo de vida de forma completa e independiente, facilitando la circulacion de
nutrientes, y sustancias que estimulan el crecimiento vegetal. Ademas, estos fijan N2
atmosfeérico, solubilizan fosfatos insolubles, movilizan cationes, mejoran la resistencia a
condiciones de estrés hidrico y suelos salinos y mejora la calidad de los suelos permitiendo
que se obtengan plantas mas fuertes y fructiferas (30).

Entre algunos géneros de hongos rizosfericos se encuentra Trichoderma sp, Talaromyces
sp, Rhizoctonia sp, Aspergillus flavus, Penicillium digitatum, Fusarium sp, Phytophthora

sp, Gliocladium virens, Phoma sp, Podospora bulbillosa, Actinomucor elegans (41)(42).

5.5 Diferencias entre hongo endofito y rizosférico

Los hongos endéfitos viven al interior de tejidos vegetales como hojas, tallos, en una
relacion mutualista o comensal con la planta, generando sustancias que la protegen de
agentes patdgenos y de estrés abiotico, también mejoran el crecimiento y hacen a la planta
tolerante a condiciones adversas. Por otro lado, los hongos rizosféricos habitan

principalmente al interior de las raices de la planta y en el suelo alrededor de esta, su
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relacion con la planta es simbidtica permitiendo la formacion de micorrizas. Estos
microorganismos mejoran la absorcion de nutrientes, permiten que se dé la descomposicion

de materia organica y a su vez brindan proteccion a las raices (52).

En un estudio en plantas de algodon sanas las bacterias de la rizosfera son mayores que en
las plantas enfermeras mientras que el nimero de hongos endéfitos y de la rizosfera es
mayor en las plantas enfermas (24). Los hongos endofiticos desempefian un papel crucial
en el crecimiento de las plantas al mejorar la absorcién de nutrientes como nitrogeno,
fosfato, y la produccion de sustancias promotoras de crecimiento como &cido indol- 3-

acético (1AA) (25).

5.6 Cultivo de Cholupa

La Cholupa pertenece a la familia Passifloraceae, encontrada en las montafas de
los Andes tropicales, con la capacidad de crecer hasta los 2.200 msnm, y en
Colombia se desarrolla principalmente en alturas inferiores a los 1.000 msnm. Es
también conocida como granadilla de piedra, granadilla de hueso y chulupa. Esta
planta es una liana trepadora (cominmente conocida como bejuco), que luego de
que ha alcanzado cierto tamafio requiere de un soporte externo para continuar
desarrollandose, normalmente este soporte es otro arbol. Esta planta tiene un
sistema radical fibroso y ramificado.

La Cholupa como la familia de las pasifloras posee una flor caracteristica muy
Ilamativa de aroma agradable. Su fruto es una baya esférica con una cascara dura
que en su estado inmaduro es de color verde palido, amarillo o0 a veces rojo y cuando

estd maduro es verde amarillento. El sabor de su jugo es similar al del maracuya,
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pero méas dulce y por ende es una fruta apetecida para su consumo como fruta fresca.

Es rica en vitamina C y minerales como el calcio y fosforo (33).
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Figura 1. Morfologia de la planta (33).

5.7 Microbioma identificado

En Passiflora Edulis (maracuya amarillo) algunos estudios han encontrado actividad
endofita en la cepa PE-36 del hongo Colletotrichum sp viviendo en relacion asintomatica
con el maracuya amarillo. Aungue este género es reconocido por ser el agente causal de la
antracnosis, investigaciones mostraron que éste fue promotor de crecimiento y tuvo

capacidad antagonista frente a especies de Colletotrichum patégenas. (51)
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5.8 Interacciones Planta-Hongo

A nivel general, existen hongos que juegan un papel fundamental en el desarrollo y la
productividad de muchas plantas, en donde se observa clara evidencia de su interaccion y
asociacion, por ejemplo, uno de ellos son los hongos promotores de crecimiento vegetal
que producen ciertas sustancias como las auxinas las cuales estimulan la formacion de
raices y pelos radiculares que aumentan la capacidad de absorcion de nutrientes por parte
de la planta y a su vez mejoran la germinacion y el vigor de ésta. Ademas, las auxinas son
importantes en esta interaccién planta-hongo ya que actlan como moléculas de
sefalizacion afectando la expresion genética en esos microorganismos y apoyando en la

eficiente respuesta inmune de la planta frente a muchos fitopatégenos. (57)

5.9 Métodos de aislamiento de identificacion de hongos en muestras ambientales.

Los hongos son organismos eucariotas que habitan en una amplia variedad de nichos
ecoldgicos desde el suelo hasta los ambientes mas extremos. Para poder estudiar e
identificar las propiedades de los hongos es necesario abordar las metodologias

convencionales y moleculares mas frecuentes en investigacion con muestras ambientales.

Métodos convencionales

Para el aislamiento de hongos en muestras vegetales se procede a la toma de muestra la

cual se debe realizar en condiciones de asepsia y los contenedores para su transporte.

Recoleccién de la muestra:

En la mayoria de la literatura se ha recomendado tener en cuenta las muestras mas
representativas de la planta, colectando plantas sanas y plantas con un sintoma en particular,

sobre todo cuando se encuentren en estadios de enfermedad tempranos (34). Generalmente
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se recolectan muestras y hojas, tallos, frutos o la planta completa. En etapas tempranas del
cultivo se colectan de 10- 20 plantulas. Cuando se requiere colectar la raiz se debe excavar
a una profundidad adecuada el suelo, para poderlas separar y lavar de manera inmediata

antes de su andlisis en el laboratorio.

Segun Almeida, et al. (2022) las condiciones ambientales influyen en la distribucion de
especies porque exponen los hongos a disponibilidad de recursos teniendo en cuenta los
factores como la luz, temperatura, humedad, disponibilidad de nutrientes (abidticos) o
interaccion entre especies (bidticos). Luego de la recoleccidn de la muestra se debe llevar
a un recipiente o bolsa estéril para transferirse a una caja fria y procesarse dentro de las 24

horas (35).

Desinfeccion del material vegetal: Los metodos de desinfeccion de superficies es
obligatorio para cualquier analisis microbiolégico vegetal para eliminar los
microorganismos epifitos. Dentro de estos se incluyen procesos fisicos o quimicos. La
esterilizacion quimica es el método méas usado. Usualmente consta en: sumergir el tejido
en etanol 30% (2-3 min), luego en un agente esterilizante principal (NaOCI, MgCl) (3-
5min) y lavado con agua destilada estéril (4-6 veces) (34). Otros agentes esterilizantes de
amplio uso son el acido peroxiacético 1% Yy peroxido de hidrégeno 30%. Dentro de los
métodos fisicos existen tratamientos por sonicacidn por 5 minutos en un bafio de sonicacion
Biosonic posterior a lavados sucesivos con agua estéril. Segun Burgdorf et al. (2014) los

métodos fisicos son mas efectivos para eliminar microorganismos de superficie (36).

Medios de cultivo y aislamiento de hongos: Para el aislamiento de hongos, los medios

mas utilizados son el agar PDA y el agar Sabouraud. El agar PDA es especialmente efectivo
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para el aislamiento de hongos endofitos, ya que proporciona una fuente rica en nutrientes
gracias a la dextrosa, que favorece la formacion de micelios, y al extracto de papa, que
ofrece vitaminas esenciales. Por otra parte, el medio Sabouraud es util para el aislamiento
de hongos saproéfitos y patdgenos, ya que contiene una alta concentracién de azlcar que
enriquece el medio y cloranfenicol, que inhibe el crecimiento de bacterias. Es importante
destacar que el pH para el aislamiento de hongos endéfitos debe ser ligeramente cido, en
un rango de pH 5.8 a 6.0 (35).

Ademas de estos medios, otros utilizados para el crecimiento de hongos incluyen el extracto
de malta, Czapek, agar triptona de soja, medio Luria-Bertani y agar triptona de extracto
bovino, todos ellos eficientes para la recuperacion de hongos en plantas. En el caso de los
hongos endofitos, el agar PDA puede utilizarse de forma exclusiva para recuperar una
mayor diversidad de taxones (35).

La esporulacion de los hongos, por otro lado, suele ocurrir en condiciones poco favorables.
Muchos microorganismos de un mismo grupo requieren carbono, nitrogeno y
micronutrientes para su crecimiento, aunque existen otras especies que necesitan
condiciones mas especificas. La mayoria de los medios de enriquecimiento favorecen el
crecimiento de un amplio rango de microorganismos, pero a menudo no son propicios para
inducir la esporulacion (37). De hecho, el agotamiento nutricional estimula la esporulacion,
por lo que medios menos enriquecidos, como el agar agua o el PDA en media
concentracion, son mas efectivos para este propdésito (37).

Finalmente, las actividades de los micelios pueden desactivarse al almacenarlos a bajas
temperaturas o en aceite sin oxigeno. Para estos casos, se utilizan medios como agar harina
de maiz, agar extracto de malta, medio papa dextrosa, medio papa sacarosa y agar jugo de

vegetales V8.
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Método de cultivo de fragmentos de material vegetal: Los hongos endofitos se
encuentran en lugares intra o intercelulares de las plantas, los aislamientos se hacen a partir
de las hojas, tallos y raices sanos. La esterilizacion de la superficie es el primer paso para

asegurar el aislamiento.

Las partes de la planta previamente desinfectadas se cortan en fragmentos de 0.5 cm porque
la colonizacion puede ser inadecuada y se transfieren a un medio nutritivo, preferiblemente
complementado con antibidticos que inhiban el crecimiento de microorganismos no
deseados y sustancias antimicOticas para evitar contaminacion con hongos de rapido
crecimiento (37). La incubacion se realiza a temperatura ambiente o de 20- 25 °C por 8
dias.

Al obtener el crecimiento de hongos se trasladan a medios frescos, teniendo en cuenta que
algunos son de lento crecimiento. Lostiempos de crecimiento pueden presentar variaciones
de acuerdo a el tipo de hongo que se obtenga: las levaduras se reproducen principalmente
por gemacion o formacion de pseudohifas en condiciones aerobias o anaerobias con
colonias visibles de 24 a 74 horas. Los hongos filamentosos son aerobios estrictos, de

crecimiento lento de colonias que pueden demorar de 3 a 20 dias (38).

Métodos moleculares para la identificacion de levaduras y hongos filamentosos

Las técnicas de biologia molecular han permitido mejorar la identificacion de
microorganismos, evolucion molecular, la genética de poblaciones, la interaccion planta-
hongo. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la técnica méas usada para la
identificacion de hongos, permitiendo la amplificacion de un segmento especifico como el

gen del ADN ribosémico 18S.
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Los principales componentes son el ADN molde que tiene la region especifica de intereés,
para estudio de hongos generalmente se usa las regiones ITS1 e ITS2; cebadores como
cadenas simples complementarias a la cadena de la region objetivo; bases de nucledtidos
simples (ANTPs) y la enzima ADN polimerasa que se encarga de llevar a cabo el proceso
de replicacion. Este proceso se lleva a cabo mediante tres ciclos dependientes de la
temperatura. Desnaturalizacion a 95 °C para romper los puentes de hidrogeno que
mantienen unidas las dos hebras del ADN molde; hibridacion donde la temperatura
disminuye entre 50 y 60 °C (dependiendo del tipo de cebadores), y elongacion en la cual

se genera la replicacién impulsada por la Taq polimerasa alrededor de 75 a 80°C (45).

La region ITS (espaciador transcrito interno) es el principal marcador de codigo de barras
de ADN fungico. Dentro de los estudios realizados en esta region, se ha comprobado que
es la que tiene mayor probabilidad de identificacion exitosa para un amplio grupo de hongos
(42). Esta se compone de las regiones hipervariables 1TS1 e ITS2 (44) (Figura 2). Se
encuentran entre los genes que codifican para el ARN ribosomico 18S, 28S y 5.8S.
Especificamente la region ITS1 se encuentra en el gen de ARN ribosémico 18S y 5.8S,
mientras que 1TS2 se encuentra entre el gen 5.8 S - 28S comparativamente conservado,
siendo el marcador de ADN universalmente aceptado debido a la alta variabilidad en la
composicion y longitud de la secuencia entre especies (42). Los marcadores de ADN
codificadores de proteinas son muy eficientes para el analisis filogenético e identificacion
de especies de hongos, sin embargo, estos genes tienen tasas de éxito de amplificacion por
PCR maés bajas comparados con la region ITS. Aparte de algunos linajes fungicos como
Pezizomycotina, Rozella, Neocallimasgomycota, y especies de hongos cripticos, la region
ITS es capaz de discriminar una amplia gama de especies de hongos relacionadas

estrechamente con una alta tasa de éxito de amplificacion por PCR (42).
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Figura 2. Diagrama region ITS de hongos (43).
El metodo mas usado para analizar el producto de PCR es la electroforesis en gel de agarosa
el cual separa los productos en tamafio y carga. Permite detectar la presencia y el tamafo
del producto de PCR. En esta técnica se requiere un producto de ADN conocido como
marcador molecular estandar para poder determinar el tamafio del producto (46). Una de
las desventajas en el uso de la PCR es que su alta sensibilidad aumenta la posibilidad de
que se contaminen las muestras en cantidades minimas. Por otro lado, se requiere de
conocimientos de secuencias para el disefio de los cebadores. Los cebadores pueden
presentar errores en el alineamiento con la secuencia molde y, ademas, el ADN polimerasa

puede afadir nucledtidos erréneos en la secuencia PCR.

Secuenciacién Sanger

Este es un método que consiste en realizar multiples copias de una region blanco de ADN
(sentido 3°-5”), utilizando la cadena molde, un primer especifico, ANTPs, ADN polimerasa
y adicionalmente ddNTPs, los cuales se encuentran marcados con un fluoruro de diferente

color lo que permite distinguir entre ellos.
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Este es un método clasico que determina la secuencia de nucleotidos en el fragmento de
ADN especifico que se quiere estudiar, y aunque ha sido superada por técnicas mas
modernas, sigue siendo la herramienta para la secuenciacion de fragmentos especificos

obtenidos por PCR.

Proceso: La sintesis de ADN se lleva a cabo en cuatro reacciones distintas en donde cada
una debe tener una mezcla de una cadena doble de ADN molde, un par de cebadores o
primers, dNTPs, ddNTPs, ADN polimerasa, MgCl.. Inicialmente se calienta la mezcla en
mencion para desnaturalizar el molde de ADN, luego se enfria para que el primer pueda
unirse al molde de cadena sencilla, una vez se ha unido, se eleva la temperatura para que la
ADN polimerasa empiece a sintetizar ADN nuevo a partir del primer. La ADN polimerasa
empezard a afiadir nucledtidos a la cadena hasta que aleatoriamente agregue un

didesoxinucleotido y alli se interrumpe la sintesis.

Esta secuenciacion sintetiza una hebra de ADN complementaria a una de cadena molde en
presencia de ADN polimerasa, los cuatro dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) y cuatro
ddNTPs (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) marcados con un pigmento diferente. Estos
ddNTPs conocidos también como nucleotidos de parada carecen del grupo -OH en el
extremo 3’°, que permite la adicion del nucleotido consecutivo de forma que cuando uno de
ellos es incorporado, se interrumpe la sintesis de la nueva hebra, permitiendo la obtencién
de fragmentos secuenciados de diferentes tamafios. A partir de ahi, no es posible agregar
mas nucledtidos y la cadena finaliza con un didesoxinucledtido que se reconoce por el

fluoruro con el que se encuentra marcado.

Cuando la reaccion termina, los fragmentos secuenciados pasan a través de un tubo largo y
delgado que contiene una matriz de gel en un proceso denominado electroforesis capilar en

gel. Estos fragmentos se mueven a través de los poros del gel y cuando llegan al final del
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tubo un l&ser los atraviesa permitiendo asi la deteccidn del pigmento asociado. Los datos
registrados por el detector consisten en una serie de picos coloreados con el fluoréforo de
cada ddNTPs y son observados en un cromatograma. Es asi que la secuencia del ADN se
lee a partir de los picos en el cromatograma. Esta técnica es adecuada para hongos de
crecimiento lento en medios de cultivo, como cargas flngicas bajas, proporcionando una
identificacion mas precisa con respecto a otros métodos. Sin embargo, dentro de las
dificultades que se han encontrado en el uso de dicha técnica es que existen sesgos con el
espaciador transcrito (ITS) como por ejemplo ITS1-F, ITS1, ITS5 tiene sesgos frente a la
identificacion de basidiomicetos, como los ITS2, ITS3, ITS4 son mas inusuales hacia los

ascomicetos (47).

La secuenciacion provee la posibilidad de estudiar especies fangicas a nivel de cepa, como
se ha logrado con Saccharomyces cerevisiae, en el cual se encontraron 13 genes variables
que podrian estar implicados en su informacidn filogenética (47). En otros estudios se ha
podido identificar el genoma de Rhizoctonia solani, un patdégeno vegetal de importancia
econdmica y complejidad biologica, logrando comprender la estructura, la funcion y el

contenido de los genes (48).
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Es una herramienta bioinformatica utilizada para comparar secuencias biologicas. Permite
identificar similitudes entre secuencias y encontrar especies relacionadas debido a su

variedad de base de datos para la identificacion fungica.

Luego de ingresar la secuencia a BLAST, se elige la base de datos, por ejemplo, GenBank
y se empieza con la busqueda. Esta herramienta arroja las secuencias con mayor similitud
a la secuencia estudiada, junto con el porcentaje de identidad que es Util para saber qué tan

similares son las secuencias y asi facilitar la identificacion de los hongos en estudio.
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El analisis bioinformético permite generar las bibliotecas dianas dentro de los genomas de
las especies para poder compararlos con los genomas de otras especies. Hasta el momento
se encuentra registro de al menos 19.517 secuencias de genomas flingicos (54). Esto se
logra mediante la deteccion de cambios estructurales a lo largo del genoma, permite inferir
las relaciones funcionales y evolutivas entre secuencias, asi como identificar miembros de

familias de genes (54).

6. Disefio metodoldgico

Recoleccion de muestras finca la
Hondina, Rivera, Huila (fruto, tallo,
raiz, suelo)

*  Material vegetal: lavado y
desinfeccion del material.
*  Suelo: diluciones seriadas

Siembra en medio de cultivo Observacién microscépica mediante
PDA y Sabouraud tinciones Gram y azul de lactofenol

Extraccién de ADN para levaduras
y hongos ( Wizard ® Genomic DNA
purification kit )

Cuantificacién ADN mediante
Nanodrop

PCR regién ITS de ADNr

Cultivo caldo LB- levaduras
Cultivo caldo SB- Hongos filamentosos

*  Secuenciacion Sanger

e Andlisis bioinformatico Revisién de litelatura

Figura 3. Disefio metodolégico

Recoleccion de muestras
Se recolectaron muestras de raices, hojas, flores de plantas de Cholupa y suelo rizosférico

tanto de plantas enfermas como sanas en diferentes puntos de la finca La Hondina, Rivera,
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Huila. Estas muestras fueron transportadas al laboratorio conservando la cadena de frio y

almacenadas hasta su procesamiento.

Aislamiento de hongos filamentosos y levaduras

Las muestras fueron lavadas con abundante agua destilada y luego se prepararon
fragmentos de 10 x 10 mm dispuestos en gasas estériles para facilitar el proceso de lavado
y desinfeccion. La desinfeccion se realizé con hipoclorito (0.5%) por 1 minuto, un lavado
con agua destilada estéril, sequido de Etanol (70%) por un minuto y los dos lavados finales
con agua destilada estéril. Para el aislamiento de hongos, se colocaron seis fragmentos de
cada parte de la planta en medios de enriquecimiento para hongos y levaduras (Agar PDA
y Agar Sabouraud). Para el aislamiento de hongos a partir de suelo rizosférico se realizaron
diluciones seriadas en base 10 hasta 10, partiendo de 10 gr de suelo en 90 ml solucién
salina. Para este ensayo, cada muestra se sembro por triplicado. Se hicieron los anélisis a
nivel macroscépico del crecimiento de los primeros aislamientos en los medios de cultivo,
y microscépico mediante tinciones Gram y azul de lactofenol. Los aislamientos de hongos

filamentosos y las levaduras fueron mantenidos en agar Sabouraud.

Extraccion de ADN gendmico

Los aislamientos de levadura fueron incubados en LB a 25°C durante 48 horas, y los hongos
filamentosos en caldo Sabouraud a 25°C durante 7 dias. Las levaduras se recuperaron por
centrifugacién a 16000 rpm durante 2 minutos, mientras que los hongos filamentosos
fueron filtrados con el sistema de embudo de filtracion por membrana, usando bomba de
vacio, y se utilizé el micelio recuperado. La extraccion de ADN se realizd con el kit Wizard
Genomic DNA Purification (Promega, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante

(Anexo 1. protocolo WIZARD).
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El ADN obtenido fue cuantificado por espectrofotometria mediante el uso de Nanodrop
Lite Plus (Thermo Scientific, USA) y su calidad fue evaluada con base en la relacién

260/280, teniendo como referente un valor de 1.8 y 2.0 para un ADN puro.

PCR de la region ITS e identificacion molecular de los aislamientos

Se realiz6 la PCR de la region ITS con los cebadores ITS1 e ITS4 de ADNr usando como
patron el ADN gendmico extraido con el kit comercial Accustart |1 Supermix (Quantabio,
USA). Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 1%
con TAE 1X. Esta corrida se realizo durante 40 minutos a 80 voltios, el tamafio del producto
esperado es de 500 pb aproximadamente. Los productos de PCR fueron enviados a
Macrogen (Corea) y fueron secuenciados por el método Sanger. La edicion de las
secuencias obtenidas se realizo con el programa Chromas 2.6.6 (Technelysium, Australia).
La identificacion de los hongos aislados se realizd mediante comparacion de las secuencias
editadas con la base de datos de "nr" de nucleétidos del GenBank usando el algoritmo

BLAST (58).

Determinacion del potencial biotecnoldgico de los hongos aislados
Se determino el potencial biotecnoldgico de los hongos identificados con base en la revision
de literatura realizada en las bases de datos bibliograficos NCBI, ScienceDirect, Google

Academics, Springer Nature, Wiley, Taylor, Mendeley.
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7. Resultados

Aislamiento microbiol6gico

A partir de los tejidos de plantas sanas y enfermas, y del suelo rizosférico se obtuvieron 7

hongos filamentosos y 8 levaduras, los codigos en la tabla indican la localizacion donde se

tomaron las muestras en la planta (raiz, tallo, hoja, fruto) y suelo rizosférico (Tabla 1).

Cadigo

H4-HE

(Hoja de planta
enferma)

F2-4

(Flor de planta
enferma)

Caracteristicas macroscopicas/
microscopicas

Descripcion

Hongo filamentoso.
Colonias algodonosas.
Inicialmente de color blanco
que con el tiempo pueden

adquirir tonos verdosos.

Levadura. Colonias blancas
de superficie suave y

ligeramente brillante.

Hongo levaduriforme
células de forma ovalada a
esférica, de tamafio
uniforme. Tincion de Gram
en 400X.
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HE

(Hoja de planta
enferma)

F1-3

(Flor de planta
enferma)

HSE
(Hongo de suelo
enfermo)

H4-HE
(Hoja de planta
enferma)

Hongo filamentoso. Colonia
de color blanco, de textura
algodonosa, con formaciones
elevadas del centro hacia la
periferia.

Levadura. Colonias color
blanco opaco, lisas de
aspecto mucoide.

Colonias con micelio aéreo
color blanco, de fondo

rojizo.

Hongo filamentoso, hifas
hialinas, septadas, con
ramificaciones rectas.
Tincion azul de lactofenol
400X.

Hongo filamentoso.
Colonias algodonosas,
circulares de color amarillo
con pronunciaciones

centrales verde-amarillas.
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Levadura. Colonias

SE-R2 brillantes de aspecto

(suelo rizosférico) mucoide con tonalidades

rojizas a naranjas

Levadura. Colonias de color

PI-FS blanco opaco de aspecto

(flor planta sana) mucoide

Tabla 1. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de hongos aislados.

Identificacion molecular

Se realiz6 la extraccion de ADN de 4 hongos filamentosos y 2 levaduras. La tabla 2 muestra
las concentraciones de los ADN extraidos y la relacion de A260/ A280, relacionada con la
calidad del mismo.

Estos valores se obtuvieron mediante espectrofotometria de volumen (NanoDrop). La

relacion A260/A280 con valores ideales entre 1.8 y 2.0 para ADN de alta calidad.

Cadigo A260/A280 | Concentracion
ng/pL
F1-3 2,04 30,9
F2-4 1,83 47,0
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H3-TE 2,16 357.82
H9 -B 1,22 6.65

H4-HE 2,19 370,5
H4-a 2,02 394,9
H1-SE 2,22 357,4
H1 2.11 436,0

Tabla 2. Cuantificacion del ADN obtenido.

El ADN correspondiente al hongo H9-B present6 una baja calidad y concentracion a

diferencia de los otros ADN extraidos.

Se realiz6 PCR de la region ITS con los cebadores ITS1 e ITS4, se us6 ADN de Aspergillus
niger como control positivo y agua desionizada estéril como control negativo. Se verificd
mediante electroforesis en gel de agarosa. Se obtuvo un producto de PCR del tamafio

esperado (aprox. 500 pb) en todos los hongos, incluido el H9-B (Figura 3).

—
p—
-—
-_—
-—
-—
—
-
-

bt

Figura 3. PCR de la regién ITS1, ITS4. Electroforesis en gel de agarosa 1%, TAE 1X,
corrido en 80 V por 40 min. 1). marcador 1KB ladder (Zymoresearch); 2) F1- 3; 3) F2-
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4; 4) H3- TE; 5) H9 B; 6) H 4- HE; 7) H4-a; 8) marcador; 9) H1-SE; 10) Control
negativo; 11) Control positivo; 12) Marcador 100 pb ladder (Zymoresearch).

Identificacién mediante BLASTn

Los productos de PCR fueron secuenciados por el método de Sanger a partir del cebador
ITS1 y del cebador 1TS4, y las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa
Chromas 2.6.6 con el fin de eliminar regiones ambiguas (Figuras 4 ay b).

B8 P1-F5TS4 - Chromas = [m] E
File Edit Options Help Cerra
= ¥ = H dh = 3

Open Export | Print Mext  Find | Reverse Enhance

Sample: P1-F3_IT54

50 60 70 80 50
" = [] = B m = B ® = = ®m 8 = - ®E ® " ® E = ®E & ®E E § E § = = B E B B ®m m = ® = E ®E E W = E ®
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Figura 4a. Secuenciacion Sanger. Electroferograma resultante de la muestra P1F5
ITS4. Se observa una clara resolucion de los picos a lo largo de toda la secuencia.

B H9-b_TS4 - Chromas - o X
dle  Edit Options Help

= ks =] wil dh =z S
Open Export Print Next Find Reverse Enhance

0
I M A T
\‘A\“ /“\‘ i\ \\ it V\ "f\»‘\ "If‘“

Figura 4b. Secuenciacion Sanger. Electroferograma resultante de la muestra H9-B en

— |sample: H9-b_ITS4
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donde se observa una superposicion de picos, lo que podria indicar multiples secuencias
de ADN en la reaccion de PCR.

La figura 4b muestra el resultado de secuenciacion del producto de PCR del ADN del hongo
H9-B, donde se observa una superposicion de picos, lo que podria indicar multiples
secuencias de ADN en la reaccién de PCR, por lo tanto, no se obtuvo una secuencia clara

para este hongo que permitiera continuar con el analisis bioinformatico.

Las secuencias consenso de la region ITS para cada hongo se obtuvieron con el programa
de alineamiento de secuencias multiples EMBOSS Cons (80) (Figura 5 anexo 3). A partir

de las secuencias editadas en Chromas obtenidas con los cebadores ITS1 e ITS4

Salida de la herramienta Archivos de resultados Detalles de la presentacion
Salida de la herramienta >EMBOSS0001
gatactgtctgtcGaGettgetCacAgactTatecatATecaTAACacctgtgCactigTe
Descargar gogatggcttagtgaAghcCgeaAggttggaactAtccaTCtacTttacataacAAtttat
tAAcaaatGtAgTcTtatTaTAacaTAataAAactTTcAacAACEgATcTctTggeteTe

gcAtcgAtgAAghacgcagegAhatbogaTaadtaaTgTdaatTacAgaAttcAgtgAat
cAtcgaatcTttGaAcgeacctTgegeteccTggtattecggggageatgeectgtttghg
tgTcatgaaaacccTeaallttaGAttggttaacacctttctTtggettggattTggACy
TTiGecgatgathagtCogetegTettaaaagTaatagligdatCtGictegegacathy
TttgacTtggeGTAATAagTattTCgcTaagbacAteTteggatggccGegtTgoahgac
taaagaCcgctttCtaaTcCattgatCttCGgattAAtAtTcttGACatCTggCctcaaa
tcaGgTaggactAccegetgaacTtAageaTatCaTcasatcagdtagga

Figura 5. Andlisis EMBOSS secuencia consenso F1- 3 ITS1. ID emboss_cons-
120250422-235633-0144-43797840-p1m.

Finalmente, la identificacion se realizd con la herramienta de BLAST mediante
comparacion entre la secuencia consenso obtenida y la base de datos “nr” de nucleotidos
del GenBank, y se tomaron como validas solo las que presentaron el porcentaje de identidad

mayor que 95% (Ver tabla 3).
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Cédido Género/ BLAST/ Score | ldentidad |[Cobertura No. Acceso
g especie Evalue (bits) (%) (%) '

Naganishia

F1-3 diflluens 0.0 1061 100.00 96 ON358372

Fp.4 |Candida 1e-73 201 82.75* 62  |MF462179
parapsilosis

Ha-Te [Penicillium 0.0 974 | 100.00 97  |MT722131
corylophilum

H9-B — — — — — —

Ha-He [Penicillium 0.0 833 | 9577 97 | PP989958
chrysogenum
Trichoderma KT278891,

H4-a 5. 0.0 1044 08.48 99 KR812252
Penicillium

H1-SE obscurum 0.0 1047 99 100 KP016815

Tabla 3. Identificacion molecular de los hongos aislados mediante BLAST.

A pesar de haber obtenido producto de PCR del hongo H9B, la secuenciacion no fue

exitosa, por lo tanto, no fue posible la identificacion de este.

8. Discusioén

La presente investigacion se realizd con el fin de ampliar el conocimiento en la microbiota
fangica presente en la Cholupa, una especie fruticola muy importante en nuestro pais, y
establecer un punto de partida en la exploracion de su potencial biotecnolégico en la
agricultura local. Dentro de los hongos y levaduras identificados se destacan los géneros
Penicillium spp., Trichoderma spp. Candida spp. y la especie Naganishia diflluens. De
estos hallazgos es importante resaltar que algunos de los hongos encontrados son
promotores de crecimiento vegetal y tienen actividad biocontroladora, como es el caso de
algunas especies del género Trichoderma. Este resultado se relaciona con estudios previos
como el realizado por Hurtado et al (2020) en su investigacidn en tejidos de Gulupa, quien

reportd la presencia de hongos filamentosos endéfitos, incluido Trichoderma spp. (16),
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género que ha sido descrito como un biocontrolador eficiente de hongos fitopatégenos,
induciendo resistencia a nivel sistémico en la planta, y parasitando un amplio grupo de

hongos perjudiciales (81) (82).

Trichoderma spp. fue aislado de la muestra H4-a (hoja de planta sana). Este es un hongo
ascomiceto cosmopolita que tiene la capacidad de colonizar diferentes nichos, lo que le
permite cumplir diferentes roles en beneficio de las plantas. Ademas, es antagonista contra
hongos fitopatdgenos, participando en el control de plagas y enfermedades (74). Esto lo
hace induciendo las defensas de las plantas, mediante la produccion de enzimas y
metabolitos secundarios; algunos de estos son los compuestos organicos volatiles, los
cuales ejercen funciones en favor de la planta, como mejorar su crecimiento y su estructura
radicular que le permite activar las defensas contra el estrés bidtico y abidtico. Estos
metabolitos se producen con el crecimiento del hongo por separado o en asociacion con la
planta. Trichoderma spp. También posee un mecanismo de biocontrol interactuando con
diversos microorganismos, activando diversas vias bioquimicas, compitiendo por espacio
y nutrientes al interior de la planta. La colonizacién de Trichoderma en los tejidos
vegetales, permite que se desarrolle una respuesta inmune en la planta permitiendo la
proteccion mediante la activacion de la respuesta inmune de manera generalizada en la

planta (82).

En concordancia con lo anterior, existen diferentes especies de Trichoderma, que ademas
de ser importantes promotores del crecimiento de la planta, poseen la capacidad de frenar
no solo el desarrollo de fitopatdgenos, sino también pueden ser entomopatdgeno de plagas
de insectos. Esto lo realiza accediendo hasta la cuticula del artropodo mediante el uso de

sus hifas que se enrollan rodeando el patdgeno, y a su vez secretan quitinasas y glucanasas
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que invaden el cuerpo de estos insectos causandoles la muerte (82). Ademéas de su
aplicacion como biopesticidas, se estd incrementando la evidencia de que diversas especies
de Trichoderma son hongos endéfitos porque se infiltran en los tejidos de las plantas. En
las Gltimas décadas, la bibliografia acerca del rol de los endéfitos de Trichoderma en la

preservacion de los cultivos ha ido en aumento (73).

En los aislamientos primarios se obtuvieron 15 hongos, de los cuales 8 fueron levaduras y
7 hongos filamentosos, de los cuales solo se logré la identificacion molecular de 6
aislamientos. Algunos de los hongos fueron aparentemente de crecimiento exigente, lo cual
causO su pérdida en los siguientes repiques. Por otro lado, los hongos filamentosos
presentaron contaminacion con otros hongos pese a los reiterados intentos de purificarlos.
En cuanto a la muestra H9-B (tallo enfermo), a pesar de que en la PCR se obtuvo un
producto del tamafio esperado para la region ITS amplificada (Figura 3), los resultados de
la secuenciacion muestran picos multiples para el mismo sitio (Figura 4b), lo cual hizo

imposible su analisis, y no fue posible la identificaciéon molecular de este hongo.

El aislamiento F1-3 (de flor de planta sana) corresponde a Naganishia diflluens, la cual
pertenece al orden Filobasidiales, y es sinénimo de Cryptococcus, comprende mas de 20
especies. Los miembros del género Naganishia se distinguen por varias caracteristicas
morfoldgicas y fisiolégicas Unicas, entre estas, se incluye su incapacidad para desarrollar
estructuras reproductivas complejas como basidiocarpos, asi como la ausencia de hifas,
pseudohifas y blastoconidias, que son comunes en otros hongos. En cuanto a su nutricion,
estas levaduras utilizan el nitrato como su unica fuente de nitrogeno, lo que sugiere una

especializacion en su metabolismo nitrogenado (59).
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Naganishia liquefaciens y Naganishia albida han sido reportadas como causantes de
fungemias en humanos (60), al igual que C. neoformans y C. gattii, reportadas como
causantes de criptococosis, una enfermedad de distribucion mundial que causa dafios en el
sistema nervioso central, piel y pulmones (59). Cabe aclarar que el género Naganishia es
distinto a Cryptococcus, pero se reclasificd a partir de ciertas especies caracterizadas como
Cryptococcus albidus. Es decir, comparten similitudes genéticas y fenotipicas, pero son
taxonémicamente independientes. Naganishia se establece como nuevo género en 2015
después de que los analisis moleculares arrojaran diferencias genéticas con Cryptococcus
(61). Se ha encontrado en ecosistemas como el mar, troncos de arboles. Algunas especies
como Naganishia vaughanmartiniae, Naganishia onofrii, Naganishia vaughanmartiniae,
Naganishia onofrii, Naganishia antarcticus y Naganishia albidosimilis han sido descritas
en la Antartida, lo cual indica que se adapta a ambientes frios (62). N. albida fue aislada
en suelo de la Antartida y en arboles de eucalipto en la ciudad de Bogota, Colombia (63).
Recientemente, N. tulchinskyi fue descrita como una especie aislada de superficies de la
Estacion Espacial Internacional mostrando resistencia a la radiacion, informando que era
psicrofilo y psicrotolerante, caracteristica dada por la presencia de genes asociados a la
sintesis de carotenoides y trehalosa y enzimas de reparacion de ADN, comunes en
microorganismos extremofilos; andlisis filogenéticosmuestran a N. tulchinskyi cercana a
N.diffluens. En estrés ambiental se demostrd que desarrolla células de paredes gruesas
como mecanismo de resistencia (66). Leo et al. (2022), con base en una revision detallada
de MEROPS peptidase database, reportan en N. kalamii 219 peptidasas de membrana
clasificadas segun su grupo catalitico como cisteina, metalo, serina, treonina e inhibidores
de proteasa, lo cual puede estar relacionado con la adaptacion a ambientes diferentes, la
regulacion de procesos intracelulares finos y, posiblemente, la interaccion con su hospedero

(67).
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En otro estudio, evaluaron la diversidad de hongos y levaduras asociados a flores en 44
muestras en plantas ornamentales (manzanilla, eucalipto, algoddn, entre otras) y plantas
frutales (mango, guayaba, limén) en la region de Asyut, Egipto. Identificaron 26 especies
de 18 géneros de levaduras, entre ellos, Cryptococcus (C. albidus var. kuetzingii),
Metschnikowia (2 especies), Naganishia (N. diffluens) y Rhodotorula (2 especies) siendo
las especies de levaduras mas comunes. N. diffluens tuvo prevalencia tanto en las plantas
frutales como ornamentales (68). Esto indica que las levaduras suelen ser colonizadores de
las flores por el néctar floral, se cree que esto es por insectos asociados. Sin embargo, se ha
demostrado que las levaduras alteran las propiedades fisicoquimicas del néctar como la
composicion del azlcar. Esto, con el tiempo puede generar cambios en el comportamiento
de los polinizadores (69,70). De acuerdo con esto, se pudo inferir que N. diffluens no tiene
un impacto negativo en la flor de Cholupa, mediante una relacion simbiotica mutualista,
sin embargo, hay que evaluar si tiene los mismos efectos en el néctar de la flor que pueda
afectar a insectos polinizadores. A nivel biotecnoldgico se ha comprobado que N. diffluens
puede funcionar como un catabolizador bioldgico por su capacidad de producir proteasas
que son de uso para la industria alimentaria, textil, farmacéutica que tienen una capacidad
de degradar proteinas, siendo mas ecoldgicas que los catalizadores quimicos, y su alta

capacidad adaptativa facilita el cultivo en diversas condiciones para su produccion. (71).

La Candida parapsilosis es una levadura reconocida principalmente por ser un patégeno
oportunista en el humano, sin embargo, esta fue encontrada en la muestra de la flor de
Cholupa correspondiente a F2-4 (flor de planta enferma). Glushakova et.al (2023) evalu6
la produccion enzimética de Candida parapsilosis en plantas trepadoras por sarcillos
(ahuyama, zucchini, berenjena, zapallo), frutas de consumo como manzana, pera,

melocoton, ciruela, cereza, fresa, frambuesa y rosas., encontrando una alta incidencia de
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esta levadura representada por el complejo C. parapsilosis, el cual comprende las especies,
Céandida parapsilosis sensu stricto y Candida orthopsilosis. EI mecanismo por el cual ella
se introduce en estas plantas es a través de la cuticula mediante la produccion de enzimas
liticas como quitinasas, proteasas y lipasas (65). Es importante resaltar que, muchos
microorganismos endoéfitos entran en los tejidos de las plantas e interactian con el
hospedador de diversas formas, tanto de manera negativa (parasitismo) como neutral para
uno o ambos seres Vvivos. En este caso, existe evidencia del comportamiento de Candida
parapsilosis es de modo parasitismo (65).A pesar de su reconocimiento como patégeno, se
han realizado trabajos en la determinacion de su potencial biotecnolégico como parte del
género Candida, como fuentes de proteinas y polisacaridos microbianos, biocomplejos para
nutricion animal y humana, ademas de la posibilidad de biosintesis de metabolitos como

acido citrico, etanol, xilitol, eritol, y biocatalizadores como las lipasas (84).

Por otro lado, esta levadura fue encontrada en un estudio realizado simultdneamente con
otras levaduras donde se demostrd que algunas eran promotoras de crecimiento vegetal por
la produccion de la fitohormona acido Indol-3-acético, sin embargo, las cepas endofiticas
de Candida mostraron una sintesis de la fitohormona IAA mas baja, por ende, no existe
suficiente evidencia de un impacto positivo en tejidos vegetales donde se ha aislado esta

levadura (72).

Las especies de Penicillium fueron encontradas en H3-TE (tallo), H4-HE (hojas) y H1-SE
(suelo). Este género tiene mas de 354 especies y es importante por la produccion de
metabolitos secundarios como agentes antifingicos, antibacterianos e inmunosupresores
(75). Murali et al (76) demostraron que Penicillium chrysogenum es promotor de

crecimiento en mijo de perla, una especie de graminea, e induce a la resistencia sistémica
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contra el milda velloso causado por Sclerospora graminicola. Esto lo hicieron mediante la
colonizacién de P. chrysogenum en raices y suelo. La proteccion se asocia con la “priming”

(preparacion) de genes de defensa generando una respuesta mas rapida.

Por otro lado, Penicillium chrysogenum es un productor de polisacaridos como el PCPS,
que ha demostrado defensa antiviral contra el virus del Mosaico del Tabaco en plantas de
tabaco, mediante la desestabilizacidn de las particulas del virus e induccion de resistencia
la via de sefializacion Na/H2O: y la activacién de rutas fenilpropanoides, mostrando ser un
biocontrolador eficiente (77). Se han usado filtrados de biomasa de Penicillium
corylophilum para la produccion de nanoparticulas de Selenio (NP-SE) frente a
microorganismos patogenos, especialmente bacterias Gram positivas y Gram negativas
mostrando un mayor impacto en Gram positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis)
que en Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) demostrando que
puede tener aplicaciones para biomedicina y salud puablica (78); adicionalmente se ha
reportado como productor de compuestos bioactivos que pueden tener propiedades
antimicrobianas, antifingicas o insecticidas , lo que los hace de gran interés para el
desarrollo de nuevas drogas, pesticidas y otros bioproductos (). Finalmente, en las bases de
datos consultadas se encontré escasa informacidn sobre Penicillium obscurum, aunque esta
en el mismo clado filogenético de P. corylophilum, por lo tanto, no se puede inferir su
posible impacto en las plantas de Cholupa (Passiflora maliformis), asi como su potencial
biotecnoldgico. Este vacio de conocimiento resalta la necesidad de investigaciones futuras

sobre su papel como enddfito, asi como su potencial biotecnologico.

A nivel general, el género Penicillium se agrupa dentro de los hongos considerados

promotores de crecimiento en las plantas, por ser solubilizadores de fosforo, potasio y
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minerales mejorando la absorcion de nutrientes. En el suelo ayudan a la descomposicion
de materia orgéanica y estimulacion del crecimiento radicular, promoviendo la inmunidad
contra patdgenos, gracias a la produccion de compuestos antifiingicos y a la activacion de
mecanismos de resistencia sistémica en las plantas (79).

Cabe resaltar que, aunque se encontraron 3 especies del mismo género, cada una tiene un
perfil metabdlico Unico que puede influir tanto en la interaccién con la planta como en el
potencial biotecnolégico. Por ejemplo, algunas especies pueden sintetizar enzimas
industriales, antibidticos o incluso compuestos bioactivos con aplicaciones farmacéuticas,

mientras que otras se especializan en la biorremediacion de suelos.

Por otro lado, la mencion de Candida sp y Naganishia considerados patdgenos humanos y
encontrados en microbioma vegetal se relaciona con la dualidad que puede existir ya que
el comportamiento puede variar entre huésped, en la planta se pueden comportar como
como comensales en plantas sanas, sin causar sintomas aparentes, sin embargo, esto puede
variar bajo ciertas condiciones ambientales adoptando un rol patégeno reflejando el papel
de una coexistencia compleja por explorar. En contraste a esto, se puede evidenciar que la
presencia de Trichoderma en la hoja de Cholupa representa papel en la respuesta inmune
de la planta, y el papel antagonista frente a otros patdgenos que son cruciales para
determinar el resultado de esta coexistencia. En definitiva, la coincidencia de
microorganismos entre plantas sanas y enfermas apoya la hipdtesis de una compleja red de
interacciones. En este sistema, los hongos beneficiosos pueden ejercer un control activo
sobre los patdgenos, manteniendo un estado de equilibrio. Sin embargo, este equilibrio es
susceptible a las alteraciones ambientales, que pueden inclinar la balanza hacia una relacion

patogénica latente, desencadenando la enfermedad en la planta (85,86).
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Conclusiones

Se logro aislar 7 hongos filamentosos y 8 levaduras a partir de los tejidos de plantas
sanas y enfermas de Cholupa (Passiflora maliformis) y de su suelo rizosférico en el
municipio de Rivera, Huila.

Se identificaron los hongos filamentosos Trichoderma sp., Penicillium
chrysogenum, Penicillium corylophilum y Penicillium obscurum. y las levaduras
Candida sp. y Naganishia diflluens.

Con base en la revision de literatura, se infiere que como parte del microbiota de
Cholupa, los hongos identificados podrian estar jugando un papel importante en la
promocion del crecimiento vegetal, induccién a la respuesta inmune y el control
biologico de fitopatogenos.

A partir de la literatura consultada se destaca el potencial biotecnologico de
Trichoderma sp puesto que este es un agente biocontrolador frente a otros
patogenos fungicos, esto se lleva a cabo por medio de la produccion de celulasas y
lacasas. Por otro lado Penicillium demostrd ser un productor de polisacaridos como
PCPS, asociado principalmente a la respuesta inmunoldgica contra patdégenos. Por
altimo, el género Naganishia se ha destacado como un catabolizador biologico de
importancia industrial.

La coincidencia de microorganismos entre plantas sanas y enfermas sugiere
dinamicas biologicas complejas en la cual los hongos benéficos pueden estar
limitando la accion de hongos patdgenos, o en algunos casos, mostrando una

relacion latente patogénica bajo ciertas condiciones ambientales.
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Recomendaciones

e Serecomienda hacer estudios in vitro e in vivo de los hongos aislados para poder
evaluar los efectos especificos en Cholupa y su comportamiento frente a
patdgenos como Fusarium spp.

e Hacer monitoreos continuos en los diferentes cultivos de Cholupa en el
departamento del Huila para poder establecer mejor la relacién entre la
microbiota fungica con las condiciones del suelo.

e Estudios metagendmicos de la rizosfera del cultivo para poder caracterizar con
mayor profundidad los hongos y la interaccién que tengan con los factores

abidticos como el pH del suelo, contenido nutricional y clima.
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Anexos

Anexo 1. Protocolo de extraccion Kit Wizard® Genomic DNA Purification para

ok~ w

~

Anexo 2.

levaduras

Centrifugar a 16000 rpm por 2 minutos el caldo previamente inoculado, se
descarta el sobrenadante y se agrega 300 ul de di Nuclei Lysis Solution y se lleva
5 minutos en agua hirviendo y 3 min de vortex (se repite este proceso 3 veces)
Agregar 100ul de Protein Precipitation Solution, llevar a vértex por 20 segundos
y luego 10 minutos en hielo.

Centrifugar a 16000 rpm por 3 minutos.

Transferir el sobrenadante a un tubo Eppendorf.

Agregar 300ul de isopropanol, mezclar suavemente y centrifugar a 16000 rpm
por 2 minutos.

Se descarta suavemente el sobrenadante y agregar 600ul de etanol 70%. Mezclar
suavemente y centrifugar a 16000 rpm por 2 minutos.

Descartar el etanol y dejar secar al aire 15 minutos.

Agregar 100ul de solucion de rehidratacion y llevar a vortex. Incubar toda la
noche a 4°C.

Obtencion de micelio por filtracion

Figura 6. Sistema con embudo de filtracion por membrana al vacio.
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Anexo 3. Protocolo de PCR

Status Program Remaining Sample
Lid heat ITSAccus 01:28:50 19.4°C
l >

0 00:00:30 00:00:30 00:00:50 1/30x 00:00:10

Curve

A.Denaturalizacion inicial (94 °C -3 minutos) B. Denaturalizacion (94 °C - 3 segundos)

C. Anillamiento (55 °C - 30 segundos) D. Extension (72°C 50 segundos). Esto se repitio

en el tiempo de termociclaje con 30 ciclos y continuo con una extension final (72°C por
10 min). Las muestras se conservaron a 4 °C.

Anexo 4. Secuencias consenso

F1-3

>EMBOSS0001
GATACTGTCTGTCGAGCTTGCTCACAGACTTATCATATCCATAACACCTGTGCACTTGTC
GGATGGCTTAGTGAAGACCGCAAGGTTGGAACTATCCATCTACTTTACATAACAATTTAG
TAACAAATGTAGTCTTATTATAACATAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTC
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCCTGGTATTCCGGGGAGCATGCCTGTTTGAG
TGTCATGAAAACCCTCAACCTTAGATTGGTTAACACCTTTCTTTGGCTTGGATTTGGACG
TTTGCCGATGATAAGTCGGCTCGTCTTAAAAGTAATAGCTGGATCTGTCTCGCGACATGG
TTTGACTTGGCGTAATAAGTATTTCGCTAAGGACATCTTCGGATGGCCGCGTTGCAAGAC
TAAAGACCGCTTTCTAATCCATTGATCTTCGGATTAATATTCTTGACATCTGGCCTCAAA
TCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCATCAAATCAGGTAGGA

H1-SE

>EMBOSS0001
TCTGGGTCACCTCCCACCCATGTTTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTCACG
GCCGCCGGGGGGCTTCTGCCCTCTGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCATTGAACACTGTC
TGAAGATTGCAGTCTGAGCAATTAGCTAAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTC
AGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCT
GTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCTTCCC
GGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTT
TGTCACCCGCTCTTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGACAACCATCAATCTTTTTTCAGG
TTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCCGGAGGAA
ACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGACGGAGGAA

H3-TE
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>EMBOSS0001
TCTGGGTCCACCTCCCACCCATGTTTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTCAC
GGCCGCCGGGGGGCTTCTGCCCTCTGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCATTGAACACTGT
CTGAAGATTGCAGTCTGAGCAATTAGCTAAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCC
TGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCTTCC
CGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCT
TTGTCACCCGCTCTTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGACAACCATCAATCTTTTTTCAG
GTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAGGTGACCTCGATC
AGGTA

F2-4

>EMBOSS0001
GATACTGGTCTGTCGGAGCTTGCTCCAGACTTATCATATCCATAACACCAGTGCACATGT
CAGATGGCTTACCCCTTTCAGGAAGGTGGGAACTATCCATCTACCTTACCTAACAATTTA
TTAACAAATGTAGACTTATTATTACGTCGTAAAACTCTTCAACAACAGCTCTCGTTGTGC
TCTCGCATCTGATGACGAACGGCTGCGCGCTGCTATATAGTAATGAGTGCACATAAACCA
GAATCATGTAATCTCTTAAAACACATTGCGCCCTTTGGTGTTCCAAAGGGCATGCCTGTT
TGAGCGTCATTTCTCCCTCATACCCTCAGGTTTGGTGTTGACCGATACTCTGGGTTTTCT
TGACAGAAATGCGCACTATAACCAAAGGCAACCGTTTTTTCCACTTCGTTGATACAAACT
CCAAAAGCTTCTTCCAAATTCGAACCTGAACTCAGTGTAGGGACTACCCCGCTGAACTTC
AGCAGATCTCAGACCCATAAAAGGAAACACTTCCTTTCTTGACATCTGGCCTCAAATCAG
GAGGA

H4-HE

>EMBOSS0001
ATGATTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGATGCGCCTTACTGGGGGGGAGGGGGGCTTAC
GCTCTCGGGCTCGCGCCCGCCGTAACCACTATCCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGT
CTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATAG
ATGAAAAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAG
TCTTTGAACGCGCATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATT
GCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCGGGCGACGGGLCCC
GAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCT
GTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTCGGATCA
GGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAACGGCACGAAGAGATTAAGC

H4-a

>EMBOSS0001
ATGATCCCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACC
CCAATGTGAACGTTACCAATCTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGCGCGTCGCAG
CCCCGGATCCCATGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGT
GCCTCGCGCAGCGGCTCTGTTATACTTTTTTGCTCTGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCG
GGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCT
TTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCA
ACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCGGGCCGCCCCCG
AAATACATGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCGCCC
AACGCGGCGCGGCCACAGCCGTAAAACACCCCAAACTCTGAAATGTGACCTCGGATCA
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