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RESUMEN

La pudricion del fruto en borojé ha sido una enfermedad que ha estado presente por décadas
en las comunidades del pacifico colombiano donde se cultiva esta especie, durante este
periodo de tiempo no se han realizados estudios concluyentes que permitieran identificar el
patégeno asociado a esta enfermedad o plantear estrategias de control para esta patologia. En
este estudio se recolectaron muestras del patégeno de frutos maduros infectados en el
corregimiento N°8 del distrito especial de Buenaventura (Valle del Cauca), con el fin de
identificar por medio de caracteristicas morfolédgicas, morfométricas y moleculares el patégeno
asociado a esta enfermedad; asi mismo, se realizaron experimentos de control de Ia
enfermedad a base de soluciones de carbonato de sodio con concentraciones de 1%, 5% y 10%
bajo condiciones in vitro e in vivo. Los analisis morfolégicos y moleculares indicaron que el
hongo en cuestion pertenece al género Talaromyces, pero no fueron concluyentes a la hora de
identificar la especie. En cuanto a las estrategias de control, los tres tratamientos fueron
efectivos para inhibir el desarrollo del hongo en condiciones in vitro, mientras que la
concentracion de carbonato de sodio al 10 % fue la que presentd mejor efectividad al ser
aplicado directamente en frutos.

Palabras clave: Talaromyces, patologia, in vitro, in vivo, caracteristicas morfoldgicas,
caracteristicas morfométricas, caracteristicas moleculares.



ABSTRACT

Fruit rot in borojé has been a disease that has been present for decades in the Colombian
Pacific communities where this species is grown. During this period of time, no conclusive
studies have been carried out to identify the associated pathogen to this disease or to propose
control strategies for this pathology. In this study, samples of the pathogen were collected from
infected ripe fruits in the corregimiento N°8 of the special district of Buenaventura (Valle del
Cauca), in order to identify by means of morphological, morphometric and molecular
characteristics the pathogen associated with this disease; likewise, control experiments were
carried out with sodium carbonate solutions with concentrations of 1%, 5% and 10% under in
vitro and in vivo conditions. Morphological and molecular analyses indicated that the fungus in
guestion belongs to the genus Talaromyces, but were not conclusive in identifying the species.
As for control strategies, all three treatments were effective in inhibiting fungal development
under in vitro conditions, while the 10% sodium carbonate concentration was the most
effective when applied directly to fruit.

Key words: Talaromyces, pathology, in vitro, in vivo, morphological characteristics,
morphometric characteristics, molecular characteristics.
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INTRODUCCION

El borojé (Alibertia patinoi (Cuatrec.) Delprete & CH Perss.), es una especie que crece y se
desarrolla normalmente en los trépicos himedos del pacifico y la costa atlantica colombiana sin
el acompafiamiento técnico y profesional para su establecimiento, sostenimiento y manejo en
postcosecha, es cultivado tradicionalmente por comunidades de etnias afrodescendientes e
indigenas. “Al ser una fuente de alimentacion humana y debido a las condiciones
edafoclimdticas favorables presentes en estas regiones y a la atribucién de propiedades
medicinales y afrodisiacas” (Hincapié et al., 2012) es considerada una especie con alto potencial
agricola; por lo cual, este fruto puede llegar a ser fundamental para satisfacer algunas de las
necesidades bdsicas de estos grupos étnicos que por mucho tiempo han sufrido problemas
econdmicos y de inseguridad alimentaria.

Debido a las condiciones socioecondmicas particulares que presenta la regiéon pacifica
colombiana y al desconocimiento en produccién agricola por parte de las comunidades rurales,
son pocos los agricultores que establecen unidades productivas extensivas con esta especie
como cultivo principal, por lo que aun es considerada como una especie promisoria. Esta planta
representa ingresos econdmicos para gran parte de los pequenos agricultores dentro de estas
comunidades étnicas, sin embargo, su comercializacion se ha visto restringida al comercio local
como consecuencia de factores internos y externos que generan carencias en el manejo
técnico, agrondmico, agroindustrial y comercial de las unidades productivas agricolas de la
region.

En el Distrito Especial de Buenaventura, se ha observado que el fruto de borojé presenta
problemas fitosanitarios en la etapa de postcosecha, pero, el desconocimiento por parte de los
productores y comerciantes y el desinterés por realizar investigaciones profesionales ha
generado que hasta el momento no se tenga claridad a cerca del género y/o especie del agente
causal de la pudricion del fruto o moho verde del borojd, y por ende, que no se cuente con
alguna practica de manejo sostenible y accesible para los pequefios agricultores que aun no han
logrado solucionar esta problematica que “hasta el momento se creia era causada por hongos
pertenecientes al género Penicillium sp.” (Viafara et al., 2013), “los cuales comunmente suelen
alimentarse de materia organica en descomposicidon, con un amplio rango de distribucién,
pudiendo sobrevivir en diferentes contextos ambientales y con poca oferta nutricional” (Overy
et al., 2005, Pitt & Hocking, 2009); este mismo género de hongos ha sido reportado en cultivos
de citricos, causando significativas perdidas econdmicas. Por tal motivo, es de suma
importancia realizar estudios cientificos concretos que permitan identificar el patdgeno
causante de esta enfermedad quiescente y plantear estrategias de manejo en postcosecha para
disminuir las pérdidas econdmicas a los productores y/o comerciantes de este producto
agricola en esta zona del pacifico colombiano.



Por otra parte, estudios han demostrado que “a partir de diferentes estados teleomdrficos del
género Penicillium sp., se originan los géneros Talaromyces sp., y Eupenicillium sp.” (Pitt, 1979;
Houbraken et al., 2020); estos nuevos géneros presentan caracteristicas macroscépicas y
microscopicas y sintomatologia similares a las reportadas para Penicillium sp. Por ello, es
indispensable realizar la identificacidén del patdégeno usando taxonomia integrativa (morfologia,
morfometria y molecular) que permita establecer la identidad del agente causal de la patologia,
en ese sentido, los caracteres moleculares logrardn determinar la variabilidad intra e
interespecifica entre la especie y los demas géneros.

Los hongos fitopatégenos particularmente suelen identificarse morfolégicamente a través de
estructuras reproductivas, especificamente a partir del micelio; macroscépicamente se puede
reconocer de acuerdo a la forma de la colonia, color y tamafio, y microscépicamente por medio
de sus hifas, distribucidon de conidios y esporas; Pero, “debido a la complejidad y similitud
morfolégica de algunos organismos y a factores ambientales que influyen en la expresiéon
genética, la mayoria de las veces resulta complejo identificarlos” (Saif et al., 2020). “Para lograr
la identificacion de hongos, se emplea con mayor frecuencia la secuenciacidn de las regiones
ITS del ADN ribosomal, especificamente con los primers ITS 1 e ITS 4” (White et al. 1990; Zhang
et al., 2017), las cuales “permiten diferenciar estos organismos por sus caracteristicas intra e
interespecificas, logrando reconocer su filogenia por su alto grado de preservacién y
variabilidad” (Saltos, 2012).

“La pudricidon de frutos se puede presentar en las etapas iniciales como parches blandos,
acuosos, decolorados y de diversos tamanos, esto se ve reflejado en diferentes fragmentos de
los frutos afectados” (Agrios, 2002). Actualmente, no hay claridad acerca de los posibles dafos
morfoldgicos en la parte comestible del fruto (mesocarpio) de borojé y de la cuantia de las
pérdidas econémicas que se pueden llegar a generar por la presencia de este patdgeno. Existen
autores como (Viafara et al., 2013) que afirman que “este patdgeno puede acortar el periodo
de vida del futo en postcosecha”. Mientras que, (Londofio, 1999) dice que “el agente causal de
la pudricion del fruto no incide en dafios en el mesocarpio del fruto, debido a que este se
presenta regularmente en la parte externa (epicarpio)”. Sin embargo, existen altas
probabilidades de que el fruto se vea afectado principalmente en su estética y calidad,
causando rechazo por parte de los consumidores y dificultando su comercializacién.

De acuerdo con lo anterior, es necesaria la implementacion de técnicas de control sostenibles
para esta enfermedad que no generen impactos ambientales o de salud publica por efectos de
residualidad de moléculas toxicas como cominmente sucede con los controles donde se
utilizan productos de sintesis quimica; para esto, es necesario llevar a cabo una descripcion y
analisis de la enfermedad en entornos in vivo e in vitro, sentando las bases para garantizar un
manejo técnico sostenible e inocuo para prevenir o controlar esta patologia.



“Los bicarbonatos y carbonatos son sales que cominmente son utilizados en alimentos para la
regulacion y/o optimizaciéon de procesos como fermentacion, control de pH y podredumbre;
ademas de ser utilizados para controlar algunos organismos fitopatégenos” (Fallik, E. et al 1997;
Miller & Anchorena 2001). Practicas de manejo en poscosecha de la fruta citrica para mejorar
su calidad exportable. El USDA catalogd gran parte de los bicarbonatos y carbonatos como
parte de los ingredientes de productos etiquetados y clasificados como organicos. Segun lo
reportado por (Smilanick et al., 1997; Palou, 2018), “la sumersidn de frutos enfermos por moho
verde en carbonato de sodio en concentraciones bajas, resulta en un buen control para esta
enfermedad en comparacién con fungicidas comerciales”. Se ha demostrado en estudios
previos que el carbonato de sodio (Na,COs) controla el moho verde incluso al ser aplicado
después de haber transcurrido un tiempo considerable desde la inoculacion del patégeno; lo
cual resulta de suma importancia debido a que las infecciones quiescentes en frutos como el
borojo se presentan en heridas causadas durante las etapas de cosecha y pos cosecha.

Esta iniciativa tiene una relevancia social importante, pues las comunidades rurales del pacifico
colombiano comunmente cultivan esta especie como modo de pan coger y no como
agrosistemas a gran escala, no obstante, es una fuente importante de ingresos econémicos
gue contribuyen a satisfacer necesidades bdsicas de las familias pertenecientes a estas
comunidades, por lo que esta propuesta busca generar alternativas de manejo en postcosecha
para este fruto y tener un impacto directo o indirecto en el desarrollo econdmico de este
territorio colombiano.



1. OBJETIVOS

Objetivo General:

Diagnosticar y establecer una estrategia de manejo para agente causal asociado a la podricion
del fruto en borojé (Alibertia patinoi (Cuatrec.) Delprete & CH Perss.), en postcosecha y bajo
condiciones in vitro en el D.E. Buenaventura.

Objetivos especificos:
e Determinar mediante caracteres morfoldgicos el agente causal primario de la pudricién del
fruto o moho verde asociado al fruto de borojé en poscosecha.

e Establecer la identidad taxondmica del agente causal del moho verde en borojé basado en
caracteristicas moleculares.

e Proponer estrategias de manejo para el agente causal asociado a la pudricién del fruto de
borojé utilizando carbonato de sodio (Na,COs) en diferentes concentraciones.



2. MARCO TEORICO

2.1. ASPECTOS GENERALES DEL BOROJO (Alibertia patinoi (Cuatrec.) Delprete & CH Perss.).

2.1.1. Origen

El borojo es un arbusto que se encuentra dentro de la familia de las Rubidceas, es originario de
Suramérica, en el drea comprendida entre el sur de Panama, el pacifico colombiano y el
noroccidente de Ecuador. “Esta planta, tiene como nombre comun “cabeza colgante”,
nombrado asi por las comunidades indigenas Embera que habitan estas zonas del Chocé
biogeografico debido a la forma como los frutos cuelgan de las ramas” (Lasso, 2020).

Figura 1. Arbusto de borojo.

Fuente: Propia.

En Colombia, el borojé es nativo del departamento del Chocd, beneficiado por las
condiciones edaficas y ambientales de esta region y la relacion con las demds especies
arbéreas que se desarrollan en esta zona; es conocida como una especie tropical y
silvestre, por lo cual, fue una planta desconocida por los botanicos durante mucho
tiempo. Desde este departamento se distribuyé el material vegetal de esta especie
(semillas y plantas), el cual permitié la propagacion de la misma a lo largo y ancho de la
region pacifica colombiana, especialmente en el municipio de Buenaventura ubicado en
el departamento del Valle del Cauca (Cérdova, s.f).



2.1.2. Condiciones ambientales favorables

Las regiones donde crece y se desarrolla esta especie, normalmente presentan
precipitaciones por encima de los 4.000 mm anuales, temperatura promedio por afio de
28 °C y con una humedad relativa igual o superior al 85%. Imprescindiblemente, esta
especie necesita del sombrio que origina la vegetacidon arbdrea del bosque. Estas
condiciones, permiten tener alguna aproximacién sobre los requerimientos
edafoclimdticos y los posibles manejos que se deberian contemplar para el
establecimiento del borojé como cultivo; aunque hasta el momento, no se tiene certeza
sobre la posibilidad de que esta especie se pueda extender hacia otras regiones que
presentan condiciones ambientales diferentes (Cérdova, s.f).

2.1.3. Descripcion morfolégica

Esta planta es un arbusto que integra el grupo de las angiospermas, puede llegar a
crecer entre 3 a 5m de altura, presenta un tallo lefioso y erguido, sexualmente son
plantas dioicas (planta macho y hembra) por lo que su polinizacidn es cruzada; la planta
masculina es proveedora de polen, mientras que la femenina es donde se presenta la
formacidn de los frutos. Hasta el momento, la diferenciacidon entre planta macho vy
hembra solo se puede efectuar cuando estas se encuentran en etapa reproductiva. El
tipo de las inflorescencias de la planta masculina es en racimo y de color blanco crema;
mientras que, en las plantas femeninas, sus flores son terminales, solitarias, y de color
similar a las flores macho (Corporacién de Promociéon de Exportaciones e Inversiones
[CORPEI], 2005).

Figura 2. Inflorescencia masculina y flor femenina.

Fuente: Propia.



El fruto de borojo, es una baya carnosa, con un didmetro que oscila entre 7 a 12 cm, su
forma es esférica, al inicio de la formacidon presenta un color verde claro y cuando
alcanza el estado de maduracién su color cambia a café intenso. La parte carnosa del
fruto (mesocarpio) es de color café y con una textura que presenta una sensacion
pegajosa al tacto, cada fruto puede contener entre 90 a 640 semillas y se cosecha
cuando estos caen de la planta (Giraldo et al, 2004).

Figura 3. Fruto de borojoé.

Fuente: Propia.

2.2. EL BOROJO COMO UNIDAD PRODUCTIVA

2.2.1. Técnicas de propagacién

La planta de borojo, se puede propagar por semillas, estas se seleccionan de frutos
maduros regularmente de las mejores plantas. Posteriormente, a las semillas se les
retira los residuos del mesocarpio con agua y se dejan secar durante 48 horas. La
germinacion de la semilla se presenta con mayor regularidad en sustratos organicos con
buena humedad, alta capacidad de infiltracién y en condiciones de sombrio, las semillas
de este fruto pueden tardar en germinar aproximadamente treinta dias; luego de que se
presenta la emergencia, las plantulas son trasplantadas a bolsas de vivero con sustrato
organico, donde permanecen por aproximadamente 6 meses para luego ser plantadas
en sitio definitivo (Lopez, 2000).



El borojo es una especie dioica y presenta una problematica de diferenciamiento sexual
durante su etapa vegetativa, por lo cual, no se puede reconocer el macho (no productor
de fruto) de la hembra (productora de frutos) al momento de realizar la propagacion de
esta especie de manera sexual, por lo cual, el reconocimiento sexual solo se puede
efectuar cuando las plantas se encuentran en etapa reproductiva al identificar el tipo de
flor que presenta cada individuo; lo cual influye de manera negativa en la produccién y
no permite estimar el rendimiento por hectarea (Medina, 2007).

La multiplicacidon vegetal de manera asexual en el borojo se realiza a través de diversas partes
de la planta como acodos y estacas; los acodos, se practican en arbustos hembra que presentan
vigorosidad y buena produccion, particularmente, se usa el acodo aéreo hiriendo una rama de
la planta superficialmente (en la corteza), acomodando suelo en plastico y sujeto en el lugar
para que se den las condiciones de enraizamiento. Aproximadamente en 90 dias el acodo aéreo
estard listo para ser desprendido del arbusto y ser embolsado.

Para el caso de la multiplicacidn por estacas, también se seleccionan arbustos hembra
fuertes y con buena produccion, se debe utilizar la parte terminal de las ramas con una
medida de unos 30 cm aproximadamente; los entrenudos deben ser cortos y se deben
realizar heridas en la base de la misma y colocar en sustrato empleando enraizantes.
Cabe mencionar, que este proceso se debe llevar a cabo con poca luminosidad y con
riego constante; después de algunos dias la estaca estara lista para ser embolsada
(Lépez, 2000).

2.2.2. Siembra

La siembra del borojo se debe realizar en cuadro o al tres bolillo en distancias de
siembra de 4m entre surcos y 4m entre plantas; Cabe mencionar, que las distancias de
siembra pueden aumentar o disminuir segun las condiciones ambientales y la topografia
del lote. Los hoyos para el establecimiento definitivo de cada planta deben tener
medidas de 40 cm x 40 cm x 40 cm como minimo. Cada hoyo debe prepararse con
abono organico y cal agricola como regulador de pH, es relevante sembrar las plantas en
tiempos de lluvia, dado que esta especie requiere de esta condicién para su dptima
adaptacion y desarrollo (Lépez, 2000).

2.2.3. Sombrio

Para este cultivo, es indispensable el sombrio en sus etapas iniciales, por esto, es
importante la asociacion del mismo con alguna especie forestal o de otra especie
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cultivable, por ejemplo, las musaceas son una alternativa eficiente para cumplir esta
funciodn, se plantan antes de establecer el cultivo principal (borojd). El sombrio debe de
iniciar en un 80 % y reducirse prolongadamente a un 30% hasta los 24 meses de edad de
la planta. (Mosquera & Arenas, 1995).

2.2.4. Control de arvenses

El control del arvenses en este cultivo es de suma importancia, por esta razén se debe
realizar controles de las mismas como minimo cada 4 meses o cuando se requiera, sin
embargo, se pueden emplear controles culturales como el establecimiento de especies
leguminosas forrajeras (Corporaciéon de Promocién de Exportaciones e Inversiones
[CORPEI], 2005).

2.2.5. Podas

En cuanto a las podas en el borojd, se deben realizar a partir de los 24 meses de edad de
la planta, esto quiere decir que en el primer afo la planta no requiere de ninguna labor
de poda permitiendo que la planta pueda desarrollarse de manera dptima y presentar
una mayor productividad (Mosquera & Arenas, 1995).

Otra manera de reconocer el momento preciso para efectuar las podas es cuando la
planta alcance los 120 cm de altura, en este momento se puede realizar el despunte con
herramientas de poda, con el objetivo de que la planta emita ramificaciones y no
alcance alturas muy elevadas que compliquen las labores de manejo y cosecha (Lépez,
2000).

2.2.6. Productividad

La produccion del arbusto de borojd inicia a los 36 meses de haber sido establecido en
el sitio definitivo, pero, la formacién de los primeros frutos comienza a partir de los 24
meses. Inicialmente, las plantas producen entre 5 a 6 frutos en promedio, en el
trascurso de los meses aumenta y se normaliza a los 6 afios de edad de la planta,
alcanzando producciones de hasta 40 frutos por arbusto (Lépez, 2000).

Cabe seiialar, que en “las plantas multiplicadas de forma asexual la produccion puede ser mas
prematura” (Mosquera & Arenas, 1995).



El rendimiento estimado con distanciamientos de siembra de 3m entre planta y 4m
entre surcos es de 30.000 frutos al ano. Es importante que el 5 % de los arbustos sean
machos en la unidad productiva, con la principal intencién que haya una buena y
efectiva polinizaciéon (Mosquera & Arenas, 1995).

2.2.7. Cosecha y postcosecha

Los frutos de borojo regularmente se recogen del suelo después de desprenderse de forma
natural del arbusto, lo que indica que estos han alcanzado un 100 % de madurez y son éptimos
para ser consumidos, por lo anterior, se recomienda realizar un monitoreo constate del cultivo
en la etapa de cosecha, garantizando la recoleccidn frecuente de los frutos y asi evitar pérdidas
de frutos por dafios causados por insectos al estar en contacto con el suelo. “En la etapa de
postcosecha, los frutos se lavan con agua limpia y se almacenan en ambientes frescos, con poca
humedad y bajo la sombra” (Nutriward, 2005).

Desde la fecundacion hasta la maduracién y caida del fruto pueden trascurrir de 9 a 12
meses y pese a que este fruto se descompone rapidamente, la pulpa de los frutos puede
almacenarse hasta 6 meses en temperaturas y en recipientes herméticos (Corporacion
de Promocién de Exportaciones e Inversiones [CORPEI], 2005).

2.2.8. Plagas y enfermedades

En el cultivo de borojé no se han reportado plagas y/o enfermedades que afecten
significativamente la produccién y el rendimiento; pero es relevante mencionar, que la
especie Atha cephalotes (hormiga arriera) debe ser controlada oportunamente, ya que
este insecto puede defoliar el arbusto de borojé; su control se puede realizar a traves
del uso de insecticidas o controles culturales (Corporacion de Promocién de
Exportaciones e Inversiones [CORPEI], 2005).

Por otra parte, se ha evidenciado que los frutos de borojé son susceptibles al ataque de un
hongo (moho verde) en la etapa de postcosecha, afectando su calidad y vida util, y ocasionando
pérdidas econdmicas a los productores, ya que los frutos afectados por este hongo son
dificilmente comercializados debido a su mal aspecto.
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2.2.9. Usos del borojé

En la agroindustria, el borojé tiene muchos usos. “En la actualidad, este se usa como fuente de
alimentacion, principalmente como fermentado (chicha), mermelada, salsas, helados, bebidas
artesanales, shampoo, mascarillas, entre otras. Frecuentemente el borojé se comercializa en
pulpa de fruta procesada, principalmente para la elaboracion de jugo” (Nutriward, 2005).

2.3. POSIBLES AGENTES CAUSALES ASOCIADOS A LA PUDRICION DEL FRUTO EN BOROJO

De acuerdo con algunos estudios que se han realizado en el distrito especial de Buenaventura,
basados en la observacion de la sintomatologia y las caracteristicas macroscépicas del patégeno
asociado a la Unica enfermedad que se ha reportado en el fruto de borojo, se ha considerado
hasta ahora que se trata de un hongo perteneciente al género Penicillium sp., posiblemente la
especie P. digitatum pues presenta caracteristicas sintomatoldgicas similares a las asociadas a
este patdgeno en otros cultivos.

2.3.1. Género Penicillium

2.3.1.1. Generalidades

Penicillium es un género de hongos filamentosos, hialinos y saprdéfitos que pertenecen al filo
Ascomycota, los cuales forman micelio haploide que poseen septas, producen conidios y raras
veces producen esporas sexuales llamadas ascosporas; macroscopicamente, las colonias
presentan color azul, gris oliva, verde, tonos rosados o azul verdoso dependiendo de la especie,
y normalmente son de crecimiento rapido.

Este tipo de hongos producen un micelio que contiene ascosporas (esporas sexuales),
septos y conidios (esporas asexuales); a la etapa conidial o asexual se le denomina fase
anaforma o imperfecta, mientras que a la fase sexual se le conoce normalmente como
etapa teleomorfa o perfecta; sin embargo, durante la mayor parte de los estados de
crecimiento no se forman las estructuras sexuales y por ende son dificiimente
encontradas en tejidos vegetales enfermos, en cambio, es muy frecuente encontrar en
plantas enfermas micelio y conidios, los cuales son lo suficientemente utiles a la hora de
identificar al hongo (Agrios, 2005).
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“Este género de hongos produce enfermedades en plantas cultivables que pueden manifestarse
como manchas foliares, tizones, cancrosis, marchitamientos vasculares, pudriciones blandas,
pudriciones de raiz, tallo y fruto y antracnosis” (Agrios, 2005).

De acuerdo con las caracteristicas sintomatoldgicas de la patologia observadas en campo y con
la macro y micro morfologia evidenciada en laboratorio en algunos estudios previamente
realizados para tener claridad acerca del agente causal de la pudricion del fruto en borojé, se ha
conjeturado de que podria tratarse del hongo P. digitatum., causante del moho verde en
cultivos de citricos.

2.3.2. Penicillium digitatum (Pers.) Sacc.

2.3.2.1. Taxonomia

El hongo Penicillium digitatum (Pers.) Sacc., fue clasificado y caracterizado por Saccardo en
1881. Su clasificacién taxondmica indica que pertenece a la clase Fungi, division Ascomycota,
clase Eurotiomycetes, orden Eurotiales, familia Trichocomaceae y género Penicillium.

2.3.2.2. Importancia de la especie

Este hongo es de suma importancia en la agricultura pues es el causante del moho verde
de los citricos, segun un estudio realizado por (Tuset, 1988), P. digitatum es el causante
del 60 al 80% de la pérdida total en postcosecha en naranjas y mandarinas durante la
etapa de comercializacion, y represento del 30 al 55% de la pérdida en lugares de
almacenamiento de las empacadoras de citricos.

Asi mismo, (Ceponis et al., 1986) encontrd “en inspecciones realizadas a citricos procedentes de
Florida California que el moho verde estaba presente en aproximadamente el 30% de los envios
registrados. Del mismo modo”, (Pelser, 1977) reporté que “en Londres el moho verde
representaba el 75% de la descomposicién total en naranjas de la variedad Valencia
procedentes de Sudafrica; e igualmente fue el causante de la pudricion de mas del 50% de
pomelos y limones”.
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2.3.2.3. Proceso de infeccidn

El P. digitatum (moho verde) generalmente causa mayores pérdidas durante la etapa de
comercializacién porque los frutos estan expuestos a condiciones donde predomina la
temperatura ambiente y donde causa la infeccidon a través de las heridas presentes en el
exocarpo. Comunmente, “estas heridas en los frutos son producidas durante las etapas de
cosecha y/o postcosecha o durante su comercializacion, pero en algunas ocasiones esta
infeccidon puede ocurrir antes de que los frutos sean cosechados, a través de heridas causadas
por insectos” (Palou, 2014). Los frutos que son infectados antes de la cosecha normalmente
caen del arbol, pero segun lo reportado por (Eckert & Eaks, 1989; Barkai, 2001), “la fruta
infectada en menos de tres dias antes de la cosecha no puede detectarse como enferma y
puede cosecharse como sana”.

Las esporas de hongos provenientes de frutos que se descomponen en el suelo dentro
de los cultivos, las zonas de almacenamiento, el transporte y los sitios de
comercializacién, son trasladadas numerosamente por accion de las corrientes de aire,
contaminando frutos sanos en zonas cercanas. Sin embargo, si el exocarpo del fruto no
manifiesta lesiones no se presenta la infeccidon, porque los conidios ubicados en la
superficie de la cdscara no pueden germinar. Por el contrario, los conidios situados en
lesiones, rompen las glandulas sebdceas o atraviesan y se ubican en el albedo de la piel
y causan una infeccién irreversible dentro de 48 horas con temperaturas dptimas que
oscilan entre 20y 25°C (Palou, 2014).

2.3.2.4. Sintomatologia

A medida que se presenta el crecimiento del hongo, se desarrolla un micelio adherido al
epicarpio de color blanco en el centro de la lesién, el cual se expande de forma circular.
Generalmente, la esporulacidon comienza entre los 3 a 5 dias a temperaturas ambiente
entre 15 y 28°C, se extiende radialmente y forma una textura aterciopelada. Después
de 7 a 8 dias el centro de la lesidon adquiere color verde oliva y a su alrededor crece un
micelio en forma de banda de color blanco y de textura densa, delimitado por una
porcidon de cdscara en descomposicién bastante firme; con el tiempo, todo el fruto es
cubierto completamente en su superficie por esporas, y el fruto comienza a reducir su
tamario (Palou, 2014).

2.3.2.5. Control de Penicillium digitatum

Debido a su gran importancia econdmica, el control del moho verde y azul, ha sido el mayor
reto en postcosecha para la produccién de citricos en todo el mundo, por tal motivo, es
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importante analizar la eficacia y efectividad de los programas de manejo para esta enfermedad;
ya que durante muchos afos se ha controlado mediante la aplicacién de fungicidas de sintesis
industrial. Sin embargo, a pesar de la eficacia de los fungicidas quimicos industriales, en los
ultimos afios ha surgido la preocupacién sobre la contaminacién ambiental y los riesgos para la
salud humana y animal causados por los residuos de estos fungicidas, lo cual conlleva a prohibir
el uso de algunos de los ingredientes activos disponibles en el mercado.

Del mismo modo, los mercados internacionales exigen cada vez mas productos agricolas con
bajos niveles de pesticidas para garantizar la salubridad y la seguridad de los consumidores. A
su vez, el uso continuo e intensivo de estos compuestos quimicos sintéticos ha generado la
proliferacién de biotipos resistentes a estos fungidas comerciales, lo que disminuye
significativamente la efectividad de estos tratamientos de control y aumenta las pérdidas
econdmicas y los costos de produccidn.

Por tal motivo, se han estudiado diferentes métodos de control para esta enfermedad y
poder ejecutar planes de manejo integrado eficaces que disminuyan las pérdidas
econdmicas por causa de este patdgeno. Algunos de los métodos alternativos para los
fungicidas de sintesis industrial que se han utilizado para controlar esta patologia son:
extractos naturales (aceites), sustancias GRAS (quimicos no tdxicos) como los
carbonatos y bicarbonatos, fungicidas de bajo riesgo a base de azufre o sulfato de cobre,
otros productos quimicos como el perdéxido de hidrogeno, bérax, didxido de azufre,
acido bérico y el etanol (Palou, 2007), al igual que el uso de la temperatura (inmersién
en agua caliente o la refrigeracidn), recubrimiento con ceras, irradiacién con rayos UVy
el control bioldgico con hongos antagonistas.

2.3.3. Género Talaromyces

2.3.3.1. Generalidades

El género Talaromyces fue incluido en 1955 para acomodar especies teleomérficas del género
Penicillium con ascomatas (reproduccion sexual). Posteriormente, “estudios filogenéticos
revelaron que el género Penicillium era polifilético mientras que las especies de Talaromyces y
miembros del subgénero Biverticillium pertenecian a un clado distinto de Penicillium” (LoBuglio
et al., 1993). Por lo cual, todas las especies aceptadas de Penicillium subgénero Biverticillium
fueron transferidas al género Talaromyces.

Antes de entrar a regir el cambio de nomenclatura para la clasificacién de hongos, se
utilizaba el nombre Penicillium como género para las formas clonales (anamorfos) de
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hongos y Talaromyces para las formas sexuales (teleomorfos) de hongos. No obstante,
después de 2013, los hongos fueron reclasificados de acuerdo con su relacion genética
entre si, desde entonces, los géneros Penicillium y talaromyces agrupan especies
capaces de reproducirse solamente de forma asexual y otras que se reproducen de
manera sexual (Universidad de Buenos Aires, 2023).

A partir de alli se han descubierto nuevas especies de hongos pertenecientes a este género;
(Samson et al.,, 2011) “clasificaron 71 especies de Talaromyces”; posteriormente, nuevos
estudios como los realizados por (Yilmaz et al., 2014) sobre la taxonomia detallada del género
Talaromyces utilizando un enfoque polifasico basado en filogenia multigénica, morfologia y
extrolitos de las regiones de los genes ITS, B-tubulina (Ben A) y RPB2; dieron como resultado “la
clasificacién de 88 especies divididas en siete secciones diferentes (Bacillispori, Helici, Islandici,
Purpurei, Subinflati, Talaromyces y Trachyspermi)”. En los ultimos afios han aumentado los
estudios acerca del género Talaromyces dando como resultado que hasta el aflo 2021, se hayan
identificado alrededor de 175 especies, de las cuales 76 taxones abarcan la seccidon
Talaromyces, lo que la convierte en la seccién mas grande de este género.

2.3.3.2. Importancia del género Talaromyces sp.

Segun diferentes estudios, el género Talaromyces contiene especies que tienen gran
importancia en distintas areas como la medicina, la industria alimentaria y la agricultura; por
ejemplo, “se ha reportado que Talaromyces marneffei es un patdégeno que causa una micosis
fatal en personas inmunodeficientes en paises del continente asidtico como Tailandia, China,
Vietnam y Taiwan” (Hien et al., 2001), caso similar a lo reportado por (Yilmaz et al., 2012),
quienes “aislaron Talaromyces amestolkiae y Talaromyces stollii de los pulmones y el esputo de
pacientes inmunodeprimidos”. A demds segun amplios estudios, “se ha reportado que
Talaromyces marneffei es la Unica especie dimérfica perteneciente a este género, que produce
un crecimiento filamentoso a 252C y una fase de levadura a 372C” (Andrianopoulos, 2002).

También se han descrito otras especies de Talaromyces de importancia médica; Por ejemplo,
segun aislamientos realizados por (Weisenborn et al., 2010), “se observé la presencia de T.
indigoticus en lesiones cutaneas y ungueales de un hombre afectado por onicomicosis en el
oeste de Panama”. Por otra parte, se ha identificado la presencia de algunas especies de
Talaromyces asociadas a diferentes enfermedades; por ejemplo, “se ha evidenciado que
Talaromyces piceus causé tanto fungemia” (Horre et al., 2001) y “osteomielitis costal en una
enfermedad granulomatosa crénica ligada al cromosoma X” (Santos et al., 2006).

Por otra parte, se ha reportado que unas pocas especies de este género causan enfermedades
en animales, segun lo descrito por (de Vos et al., 2009), “Talaromyces radicus causd una
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infeccién mortal en un perro pastor aleman”; asi mismo, se reportd por parte de (Tomlinson et
al.,, 2011) que “Talaromyces helicus causé linfadenitis granulomatosa en un perro labrador
retriever”.

Se ha informado también, que “T. stipitatus, T. trachyspermus, T. helicus, T. wortmannii, T.
bacillisporus, T. macrosporus y T. flavus producen ascosporas resistentes al calor que provocan
el deterioro de los jugos y demds productos a base de frutas” (Dijksterhuis, 2007). Del mismo
modo, segun lo reportado por diversos autores, “algunas especies pertenecientes al género
Talaromyces producen micotoxinas dentro de productos alimenticios (T. purpurogenus)
causando dafios hepaticos severos dependiendo el grado de concentracién de rubratoxina”
(Yilmaz et al., 2012). Otra especie de gran interés agricola y médico es T. islandicus, el cual
“afecta el arroz en etapa de pos cosecha causando grandes pérdidas econdmicas por el
deterioro que causa en la estética del producto (amarillamiento), ademas de producir
micotoxinas como luteoskyrin, islanditoxina, cicloclorotina y eritroskyrina, las cuales son
agentes cancerigenos y hepatotoxicos” (Yilmaz et al., 2014).

Del mismo modo, se ha descrito que T. radicus, y T. wortmannii, T. rugulosus y Talaromyces
islandicus, producen Rugulosina y Skirina. “La rugulosina es un pigmento antraquinoide con un
efecto antibacteriano especifico contra las bacterias Staphylococcus aureus” (Yamazaki et al.,
2010) y también “demostré ser moderadamente activo contra Pythium y que podria ser un
hepatocarcinégeno” (Ueno et al., 1980; Mousa & Raizada, 2013).

Igualmente, diferentes autores han reportado que “las especies de Talaromyces comiUnmente
producen pigmentos de color amarillo, naranja y rojo en sus micelios; como lo son los
pigmentos policétidos de azafilona como las mitorubrinas (mitorubrina, mitorubrinol, acetato
de mitorubrinol y 4cido mitorubrinico” (Kalra et al., 2020) y “los pigmentos rojos de Monascus
(N-glutaril monascorubramina, N-glutarilrubropunctamina, monascorubramina, monascina, PP-
Ry otros” (Mapari et al., 2009).

Por otra parte, se ha identificado gracias a diferentes estudios que T. minioluteus, T.
albobiverticillius, T. marneffei, T. atroroseus, T. albobiverticillius, y Talaromyces
purpurogenus producen altas cantidades de mitorubrinas; sin embargo, sélo se ha
identificado que T. atroroseus produce de forma regular y eficiente las familias
biosintéticas de la azafilona, mitorubrinas y pigmentos de Monascus sin contenidos de
micotoxinas y, es por esto, que es una especie de gran potencial para ser utilizada para
la produccién biotecnolégica de estos pigmentos (Frisvad et al., 2013).
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Cabe resaltar que en el ambito de la agricultura “se ha encontrado una especie de hongo
antagonista dentro de este género, Talaromyces flavus, el cual es utilizado como agente de
biocontrol de fitopatdégenos presentes en el suelo como, Rhizoctonia solani, Verticillium
dahliae, Sclerotinia sclerotiorum y Verticillium albo-atrum” (Gohel et al., 2006); ademas, se ha
demostrado en diferentes estudios que “esta especie de hongo antagonista anula de manera
eficiente la marchitez en cultivos como el tomate” (Rezaee, et al.,2010) “la berenjena, la papa,
el algoddn y el pepino” (Naraghi et al., 2010, & Naraghi et al., 2012).

De acuerdo con las caracteristicas particulares que presentan algunas de las especies
pertenecientes a este género, asi como la capacidad para producir enzimas y pigmentos
solubles hace que Talaromyces sea un género importante para la biotecnologia. “Entre las
especies productoras de enzimas se encuentran T. pinophilus que produce endoglucanasa y
celulasa” (Pol et al., 2012), “T. rugulosus la cual produce B-rutinosidasa y fosfatasa” (Narikawa
et al.,, 2000), “T. cellulolyticus que se considera un importante degradador de la celulosa”
(Houbraken et al., 2014) y “T. funiculosus que produce celulasa” (Maeda et al., 2013).

2.4. TECNICAS DE IDENTIFICACION DE HONGOS FITOPATOGENOS

2.4.1. ldentificacién morfoldgica

Para la identificacion de hongos, es de suma utilidad realizar diagndsticos basados en las
caracteristicas morfoldgicas que presentan dichos organismos, de tal forma que pueda inferir
su forma de diseminacidn, su desarrollo y reproduccidn; esta informacidn resulta de gran
utilidad para comprender su comportamiento y poder tomar decisiones de manejo y/o control
de patologias vegetales a las cuales se asocian.

De acuerdo con lo anterior, Los hongos fitopatdgenos se pueden identificar por los sintomas
gue causan en los tejidos vegetales o por los signos o estructuras que presentan al ser
observados por equipos de observacion especializada como estereoscopios y microscopios.

2.4.1.1. Sintomas

Son manifestaciones visuales que aparecen en los tejidos vegetales al ser infectados vy
colonizados por microorganismos fitopatdgenos.

Los sintomas pueden ser de tipo morfoldgicos que se presentan en la parte exterior de
los tejidos enfermos, histolégicos que se presentan internamente y fisioldgicos. Estos
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organismos fitopatégenos pueden producir dos tipos de sintomas; los sintomas
localizados: las necrosis, clorosis y chancros; y los sintomas sistémicos: las pudriciones,
la marchitez, la muerte descendente, los tizones y el Damping Off (Granados — Montero,
2018).

2.4.1.2. Signos

Los signos son estructuras morfoldgicas del hongo que pueden ser de tipo vegetativo o de
reproduccién, que se encuentran presentes en el sintoma caracteristico de la patologia, y que,
en ciertas enfermedades como los mildius, los carbones y las royas permiten la identificacion
del agente causal.

Si el patdgeno se encuentra en etapa asexual es probable observar conidiéforos,
conidios, esporangioforos, picnidios, esporangios, esporodoquios, zoosporas Yy
acérvulos. Por el contrario, si el patégeno se encuentra en etapa sexual se podran
observar estructuras como anteridios, oogonios, peritecios, apotecios, teliosporas,
cleistotecios y oosporas. Tanto en la etapa sexual como en la fase asexual es factible
encontrar micelio, si el hongo presenta hifas cenociticas es factible que el organismo
pertenezca al grupo de los Chromistas; asi mismo, si presentan septos simples es
probable que el hongo sea Ascomicete y si el organismo presenta septos doliporos con
fibulas es un hongo que pertenece al grupo de los basidiomicetes (Granados — Montero,
2018).

2.4.2. |dentificacion morfométrica

“La identificacion morfométrica de hongos fitopatégenos se fundamenta en la visualizacién y
medicion de estructuras especificas que permitan asociarlas a los géneros y/o especies
reportadas de acuerdo con los grupos taxondémicos” (Carris et al., 2012). Las principales
caracteristicas observadas y estudiadas para la clasificacion e identificacion morfométrica de
hongos son:

Morfologia de la colonia, color de la colonia (anverso y reverso), conidios (forma, tamafio), tipo
de esporas (sexuales o asexuales), estructuras (esporangios, conidiéforos o cuerpos fructiferos),
esporas de resistencia (teliosporas o esclerocios), caracteristicas del micelio (septado o
cenocitico, toruloso o liso), forma, color, tamafio y de las esporas y presencia, nimero y tamafio
de flagelos.
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Para realizar la identificacion morfométrica de hongos se deben seguir los siguientes
pasos: a. Localizar las estructuras caracteristicas del hongo y elaborar montajes, b.
Observar los montajes con el uso de un microscopio para determinar el género y/o la
especie del hongo comparando las caracteristicas analizadas con las claves taxondmicas
y las caracteristicas reportadas en la literatura especializada (Servicio Nacional de
Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria [SENASICA], 2018).

2.4.3. |Identificacion molecular

A pesar de que el método de caracterizacion morfolédgica o fenotipica es el estandar
para la identificacién de la mayoria de hongos, los métodos moleculares son una
herramienta indispensable en los estudios que surgieron como consecuencia procesos
complicados de identificacion bioquimica y/o fenotipica. El uso de la enzima TAQ
polimerasa fue el sistema pionero para identificar cepas de hongos en bebidas,
alimentos y en humanos; desde entonces, las pruebas moleculares empezaron a ser
alternativas complementarias a las pruebas de identificacién fenotipica, teniendo como
particularidad el brindar una mayor especificidad y singularidad de los ensayos
(Cifuentes & Espinosa, 2008).

El proceso de identificacion molecular de hongos comienza con la extraccién de ADN de
aislamientos puros, en los que se ve involucrada directamente la gendmica, la
protedmica y la metaboldmica de cada individuo y que son fundamentales dentro de la
clasificacién taxondémica (Lura et al., 2003)

Seguidamente, el ADN se somete a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la cual es una
de las primeras técnicas moleculares y cuya finalidad es la ampliacion de un fragmento de ADN
de la muestra en estudio; alli se amplifica la regién ITS (ITS1 e ITS4) y el gen B-tubulina (Bt2ay
Bt2b).

Posteriormente, se realiza la alineacion de las secuencias obtenidas, utilizando la base de datos
del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI, 2024) mediante el Targeted Loci
Nucleotide (BLAST), el cual permite determinar la identidad del organismo en estudio mediante
la comparacion de la secuencia obtenida con la base de datos para secuencias reportadas de la
region espaciadora transcrita interna (ITS); teniendo en cuenta dos pardmetros para la
identificacion: el E-value, cuyo valor debe estar cercano a 0,0 y la identidad cuyo porcentaje
debe oscilar entre el 90 y el 100 %. Finalmente, “se realiza la construccion del arbol filogenético
con la ayuda de softwares especializados” (Suarez — Contreras et al., 2022).
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2.5. USO DE CARBONATOS Y BICARBONATOS DE SODIO COMO CONTROL DE HONGOS
FITOPATOGENOS

Estudios realizados han demostrado que los carbonatos de sodio son mas eficaces para
controlar el moho gris de la uva, ya que reduce mayormente la germinaciéon de esporas de
Botrytis cinerea en comparacién con los bicarbonatos de sodio y de potasio. Por otra parte, “la
alcalinidad de los carbonatos modifica el pH acido que favorece la actividad enzimatica de los
hongos y por lo tanto este proceso metabdlico es inhibido y los hongos son eliminados” (Anon,
1999; Judrez — Santillan et al., 2022).

Asi mismo, se ha demostrado que la aplicacion foliar de bicarbonato de sodio con una
concentracion del 0,5 % tiene una alta eficacia para el control de la mancha foliar de la
vid (Pseudocercospora vitis) y presentd mejores efectos que la mezcla de cal bordelesa.
No obstante, la aplicacion de bicarbonato sédico causé fitotoxicidad en concentraciones
superiores al 1% (Park et al., 2014).

Segun lo reportado por (Jamar et al., 2007) el bicarbonato de sodio al 1% aplicado en
plantulas de manzano redujo significativamente la severidad de la sarna del manzano
(Venturia inaequalis) en las hojas reduciendo la gravedad de la costra hasta en un 6,9 %;
del mismo modo, Las investigaciones in vitro demostraron que el bicarbonato de sodio
redujo el desarrollo del crecimiento colonial de V. inaequalis a medida que aumentaba
su concentracion.

Por otra parte, también se demostré en un estudio realizado por (Vaca — Castro, 2022)
que el bicarbonato de sodio en concentracién del 2% fue el tratamiento mas efectivo
como control de la antracnosis (Colletotrichum sp.) en frutos de papaya (Carica papaya)
en la etapa de postcosecha, ya que inhibid el crecimiento del hongo patdgeno sin alterar
las caracteristicas fisico-quimicas ni la calidad del fruto.

Del mismo modo, (Rodriguez — Guzman et al., 2022) demostraron que el carbonato de
sodio (Na,COs3) en concentraciéon del 2% provocd una inhibicion del 100% del
crecimiento micelial, germinacién y esporulacion del hongo Geotrichum candidum
agente causal de la pudricion acida del tomate y que hasta el momento se ha
comprobado su potencial para infectar gran variedad de frutas y hortalizas.

Por ultimo, se ha demostrado que la combinaciéon de Bicarbonato de Sodio mas Jabdn
produce un mejor control de Mildiu Polvoriento (Sphaerotheca Fulinginae) en el cultivo
del Melén, disminuyendo considerablemente la severidad de la enfermedad,
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obteniendo mayores rendimientos/hectarea y obteniendo mayores ingresos
econdmicos, estos resultados se atribuyen a que el jabdon actia como coadyuvante lo
gue permite que el Bicarbonato de Sodio se adhiera a la planta por mds tiempo
(Calderén — Correa et al., 2006).

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. LOCALIZACION

Las muestras de borojé se colectaron en el corregimiento N°8 del distrito especial de
Buenaventura (Valle del Cauca), el cual “presenta una precipitacion anual aproximada de 7.000
mm/afio, una temperatura media de 26 °C y una humedad relativa del 89 %” (IDEAM, 2010).

El estudio se llevd a cabo en el laboratorio de fitopatologia del campus principal de la
Universidad del Pacifico ubicada en el barrio el triunfo del distrito especial de Buenaventura,
Valle del Cauca. Coordenadas: 3°50°52”N 76°59’57"0.

3.2. IDENTIFICACION DEL AGENTE CAUSAL BASADOS EN CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y
MICROSCOPICAS

Con el fin de aislar el agente fitopatégeno, se tomaron muestras de frutos de borojé que
presentaban la sintomatologia caracteristica de la enfermedad y posteriormente se realizé el
aislamiento del hongo patdgeno siguiendo la metodologia sugerida por Agrios, (2005). 1. Se
realizo la caracterizacion de los sintomas de enfermedad en las muestras colectadas basados en
forma, color, textura, elevacion y humedad; Seguidamente, se realizaron improntas para
observar caracteristicas microscopicas y/o signos del patdégeno a través de observaciones al
microscopio de luz y usando azul de lactofenol para tefiir las estructuras. 2. Para el aislamiento
de los hongos, se fracciond la muestra en secciones de 25 mm?, tomando tejido enfermo y
sano. 3. Los cortes fueron envueltos en gasa para facilitar la desinfeccion. 4. En cabina de flujo
laminar, se realizd la desinfeccion superficial de los cortes efectuando el siguiente
procedimiento: Se sumergid la gasa con los cortes en etanol al 70% durante 1 minuto;
Posteriormente, se retird el exceso de etanol realizando tres lavados con agua destilada, para
nuevamente, sumergir la gasa con los cortes en hipoclorito de sodio al 2%; Igualmente, se
removio el exceso de hipoclorito con tres lavados con agua destilada. 5. para remover el exceso
de agua, la gasa con los cortes se puso sobre una toalla de papel estéril. 6. Usando una pinza
estéril, se depositd cada corte en una caja petri con PDA acidulado. 7. Las cajas Petri con los
explantes se incubaron a 25 °C durante 5 dias. 8. Seguidamente, se realizaron improntas de las
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colonias para determinar el género del agente causal de la enfermedad mediante la
observacion y andlisis de caracteristicas macro-morfolégicas de los aislamientos del hongo
como la coloracién de la colonia, el diametro y la coloracién al reverso de la colonia; y de las
caracteristicas micro-morfolégicas como la presencia de ramificacion, conidiéforos, fidlides
cleistotecios, conidios y esclerocios para luego “ser cotejadas con las claves taxondmicas”
(Barnet & Hunter, 1972).

3.2.1. Caracterizacién morfoldgica

La caracterizacion morfoldgica se realizé con base en las recomendaciones de identificacion
para el género Talaromyces de Yilmaz et al. (2014). Los caracteres de la colonia se evaluaron en
Agar autolisado de Levadura Czapek (CYA), Agar Extracto de Malta (MEA) y Agar Sacarosa
Extracto de Levadura (YES). Las cepas se inocularon en tres puntos sobre estos medios en cajas
Petri de 90 mm. Las cajas se incubaron en la oscuridad durante 7 dias a 25 °C. El color de las
colonias se determind utilizando la tabla Munsell para tejidos vegetales (SKU M50150). Las
observaciones microscdpicas se realizaron con un microscopio de fase Zeiss Axiolab Al con
camara AxioCaM MRc5 y el software ZEN Bue v. 3.1. Se realizaron 30 mediciones de los conidios
y otras estructuras morfoldgicas para calcular el promedio, la desviacion y los valores minimo y
maximo.

3.3. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

La patogenicidad del aislamiento se determind mediante la inoculacién de discos de
crecimiento activo del hongo (5 mm didmetro) en frutos de borojé sanos en estado de
maduracidn realizada por aspersién a una concentracién de 1 x 10° esporas/ml, los frutos
inoculados estuvieron bajo condiciones de humedad relativa de aproximadamente 90 % y a una
temperatura de 25 °C segun la metodologia de Guédez et al, (2010).

3.4. IDENTIFICACION MOLECULAR DEL HONGO MEDIANTE ADNr Y ADNmt

3.4.1. Extraccion de ADN

El ADN gendmico de cada aislamiento cultivado en PDA durante 7 dias a 25 °C se extrajo
siguiendo el protocolo de Dellaporta et al., (1983) modificado por Veldsquez -Ortiz, (2023). En
donde, el micelio del hongo se recogié en un tubo eppendorf de 1.5 mL. Se adicioné 500 uL del
buffer de extraccidon (100 mM Tris - HCl (pH 7.2), 10 mM de EDTA (pH 8.0), SDS al 10 %) y se
macerd con un pistilo de plastico durante 5 minutos. Posteriormente, se incubd a 65 °C durante
1 hora y se le agregd 500 pL de Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico (25:24:1), se mezcld por
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inversion durante 30 segundos y se centrifugd a 13.000 r.p.m durante 12 minutos a
temperatura ambiente. Se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf y se adiciond
500 pL de Cloroformo/Alcohol Isoamilico (24:1), se mezcld por inversidon durante 30 segundos y
se centrifugd a 13.000 r.p.m durante 12 minutos. El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo
eppendorf y se adiciond 50 plL de Acetato de Sodio 3M pH 5.2 y se mezclé por inversion durante
30 segundos. Se agregd 500 plL de Etanol absoluto frio y se dejo incubando a -20 °C durante 2
horas. Posteriormente, se centrifugd a 13.000 r.p.m durante 15 minutos y se elimind el
sobrenadante. El pellet se lavé con 500 uL de etanol frio al 70 % y se centrifugé a 13.000 r.p.m
por 5 minutos. Se eliminé el sobrenadante y el etanol sobrante se dejé evaporar durante 20
minutos en cabina de flujo laminar. Finalmente, el pellet se suspendid en 25 uL de buffer TE 1X
(10 mM de Tris, 1 mM de EDTA (pH 8)) con RNasa A (10 mg/mL) y se incubé a 37 °C por 30
minutos. El ADN se visualizé en un gel de agarosa al 0.8 % y se almacend a -20 °C.

3.4.2. Amplificacion de ADN y secuenciacion

Mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificé la regién ITS y el gen B-
tubulina, utilizando los cebadores ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’); Bt2a (5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3’) y Bt2b (5'-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3’), respectivamente. Los programas de amplificacién de las
dos regiones se llevaron a cabo en reacciones de PCR independientes, para ITS consistié en una
desnaturalizacién inicial a 95 °C por 3 min, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por
45 seg, una hibridacion a 55 °C por 30 seg, una extensién a 72 °C por 1 min y una extensién final
a 72 °C por 10 min, y para el gen B-tubulina una desnaturalizacién inicial a 94 °C por 5 min,
seguida de 40 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 30 seg, una hibridacién a 59 °C por 1 min,
una extension a 72 °C por 30 seg y una extension final a 72 °C por 5 min en un termociclador
MultiGene Optimax (Labnet International, EE. UU). Los productos de PCR se purificaron
siguiendo el protocolo de purificacion PEG6000 de Schmitz & Riesner (2006). Tras la
purificacién, los productos de PCR se enviaron a secuenciar en ambos sentidos a Bioneer Inc.
(Daejeon, Corea del Sur).

3.4.3. Alineacién de secuencias y andlisis filogenéticos

Las secuencias resultantes de ITS y B-tubulina se editaron utilizando el programa Geneious
versidon 2023.2.1. Las secuencias consenso se sometieron a un analisis de similitud mediante el
programa BLAST de NCBI. La alineacidon de secuencias se realizé con el algoritmo Clustal W
junto con las secuencias ex-tipo reportadas en literatura para cada especie y los arboles
filogenéticos se construyeron en el programa MEGA X utilizando el método de mdxima
verosimilitud (ML) con 1000 bootstrap (BS). Se utilizé el modelo Tamura 3 parametros (T92) con
distribucién gamma (+G) como modelo 6ptimo para la sustitucion de nucledtidos para la region
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ITS y Kimura 2 pardmetros (K2) con distribucidn gamma (+G) como modelo 6ptimo para la
sustitucion de nucledtidos para el gen B-tubulina.

3.5. ESTRATEGIAS DE CONTROL A BASE DE CARBONATO DE SODIO

Con el objetivo de evaluar la efectividad del carbonato de sodio como alternativa de control
para el hongo asociado a la pudricion del fruto de borojo, se realizaron tres ensayos
experimentales, de los cuales dos de ellos se aplicaron directamente a frutos y el restante fue
evaluado en aislamientos del hongo en condiciones in vitro.

3.5.1. Experimento 1

De acuerdo con la metodologia de Smilanick et al., (1997) y ajustada a la morfologia del fruto de
borojo, se realizé un disefio experimental completamente al azar con 4 tratamientos, cada uno
de ellos con 10 repeticiones; los frutos presentaban caracteristicas similares y el mismo estado
de madurez; cada uno fue inoculado con el hongo asociado a la enfermedad (1 x 10® UFC/ul por
fruto). 24 horas después, fueron asperjados en la solucién de carbonato de sodio en
concentraciones de 1% (tratamiento 1), 5% (tratamiento 2), 10% (tratamiento 3) y se contd con
un testigo negativo, el cual solo se asperjé con agua destilada estéril con un pH de 8.3. Después
de aplicados los tratamientos, los frutos fueron almacenados a una temperatura de 27 °Cy una
humedad relativa mayor al 90 % y se realizaron mediciones del didametro de la colonia durante
6 dias.

3.5.1.1. Preparacion del inéculo

Se tomo agua destilada estéril y un cultivo puro del hongo asociado a la pudricién del fruto para
preparar la solucién madre. Luego, se procesaron muestras de 1 pl de la solucién madre en la
camara neubauer determinando que por cada 1 ul de la solucién madre habia 6.550.000
esporas del hongo vy, por ultimo, adicionando agua destilada estéril se llevd esta solucidn a una
concentracion de 1x10° UFC/pl.

3.5.1.2. Inoculacién del patégeno

Se utilizdé un asa micoldgica esterilizada para realizar un corte en el fruto de aproximadamente
4 mm?, Después, se inoculd el patégeno en el fruto con 1 pl de la solucién, que corresponde a
una concentracién de 1 x 10% UFC/ul. Este procedimiento se llevd a cabo en una cdmara de
flujo laminar, los frutos se desinfectaron superficialmente en periodos de 1 minuto con alcohol
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al 70% e hipoclorito al 2% y luego se enjuagaron con agua destilada estéril antes de realizar la
inoculacion.

3.5.1.3. Preparacién de las soluciones de carbonato de sodio

Se usaron 4 probetas de 5000 ml cada 1 destinada a 1 tratamiento. A la probeta del
tratamiento 1 se le agregd 5 g de carbonato de sodio (concentracidon del 1%), a la del
tratamiento 2 se le agregd 25 g de carbonato de sodio (concentracidon del 5%), a la del
tratamiento 3 se le agregd 50 g de carbonato de sodio (concentracion del 10%) y siendo el
tratamiento 4 el testigo, no se le agregd carbonato de sodio. Las probetas se enrazaron a 5000
ml con agua destilada estéril con un pH de 8.3, homogenizando la mezcla con una varilla de
agitacion para finalmente ser depositadas en recipientes atomizadores.

3.5.2. Experimento 2

En el segundo experimento, siguiendo la metodologia de Bernal & Sisnandez, (2001) y bajo
condiciones in vitro, se evalud un disefio experimental con 4 tratamientos, cada uno de ellos
con 10 repeticiones, cada repeticion contd con 10 cajas de petri, Estas fueron esterilizadas
previamente y se les adiciond una solucion de 25 ml de PDA con diferentes concentraciones de
carbonato de sodio. En el tratamiento 1, a las cajas petri se les adiciond una solucién de PDA
con carbonato de sodio al 1%, asi mismo, en el tratamiento 2, la solucién fue de 5% de
carbonato de sodio, en el tratamiento 3, la solucién adicionada fue de 10% de la misma sal y
por ultimo, el tratamiento 4 siendo el testigo, las cajas petri solo contaban con el PDA.
Posteriormente, se tomaron fracciones de micelio de 2mm de ancho por 2 mm de largo de un
cultivo puro del hongo aislado y fueron sembradas en las cajas de petri de los diferentes
tratamientos. La efectividad de los tratamientos se determind midiendo el diametro del micelio
durante 6 dias.

3.5.2.1. Preparacién de PDA con carbonato de sodio

En un beaker de 1000 ml se agregaron 39 g de PDA en un litro de agua destilada y se
homogenizé la mezcla con la ayuda de una plancha de calentamiento y agitacion y dos
magnetos. Seguidamente, se esterilizd el PDA en un autoclave a una temperatura de 120 °Cy
una presiéon de 21 PSI durante 30 minutos. Posteriormente, en una cabina de flujo laminar, se
dividieron los 1000 ml de PDA en 4 partes iguales (250 ml), cada una fue utilizada para un
tratamiento diferente. Para llevarlas a las concentraciones establecidas de carbonato de sodio.
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Para el tratamiento 1, se agregd 2.5 g de carbonato de sodio (concentracién del 1%), para el
tratamiento 2 se agregd 12.5 g (concentracion del 5%), para el tratamiento 3 se agregd 25 g
(concentracion del 10%) y para el tratamiento 4 (testigo) no se le agregd carbonato de sodio. El
carbonato y el PDA se homogenizo con la ayuda de una varilla de agitacion.

3.5.2.2. Cultivo puro

1. Se tomaron muestras de frutos de borojé con sintomas caracteristicos de la enfermedad;
para el aislamiento del hongo, se fracciond la muestra en secciones de 5mm de ancho X 5mm
de largo aproximadamente, tomando tejido enfermo y sano. 2. Los cortes fueron envueltos en
dos capas de gasa. 3. Para realizar una correcta desinfeccién del material, se sumergieron los
cortes en etanol al 70% durante 1 minuto dentro de una cabina de flujo laminar,
posteriormente, se retird el exceso de etanol realizando tres lavados con agua destilada estéril,
Nuevamente, se sumergio la gasa con los cortes en hipoclorito de sodio al 2%, se removid el
exceso de hipoclorito con tres lavados con agua destilada estéril. 4. Se removid el exceso de
agua utilizando una toalla de papel estéril. 5. Usando una pinza previamente esterilizada, se
pasaron los cortes a cajas petri con PDA acidulado. 6. Las cajas de Petri con los explantes se
incubaron a 25 °C durante 5 dias.

3.5.3. Experimento 3

En el tercer experimento, siguiendo la metodologia de Smilanick et al., (1997) ajustada a la
morfologia del fruto y costumbres culturales de manejo del borojé en postcosecha de
agricultores de la regidn, se evalud un disefio experimental completamente al azar con 4
tratamientos, cada uno de ellos con 10 repeticiones, cada repeticién contd con 10 frutos de
borojé, cada fruto adquirié la enfermedad naturalmente dada la alta incidencia de la
enfermedad en la zona. Posteriormente, cada fruto fue sumergido en soluciones de carbonato
de sodio segun el tratamiento: concentracién del 1% (tratamiento 1), 5% (tratamiento 2), 10%
(tratamiento 3) y el testigo solo se sumergié en agua destilada estéril con un pH de 8.3. Cada
repeticion se hizo con tiempos de inmersién de 5 minutos a 40 °C de temperatura. Después de
aplicados los tratamientos, los frutos se dejaron secar totalmente, fueron empacados
herméticamente dentro de bolsas plasticas trasparentes, utilizando el método de embolsado
gue utilizan normalmente los productores y se almacenaron a una temperatura de 27 °C y una
humedad relativa mayor al 90 %. La efectividad de los tratamientos se determind midiendo
durante 6 dias la severidad de la enfermedad en los frutos.
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3.5.3.1. Preparacién de las soluciones de carbonato de sodio

Se usaron 4 recipientes de aluminio de 20 litros cada 1 destinado a 1 tratamiento. Al recipiente
del tratamiento 1 se le agregd 50 g de carbonato de sodio (concentracién del 1%), al del
tratamiento 2 se le agregd 250 g de carbonato de sodio (concentracion del 5%), a la del
tratamiento 3 se le agregd 500 g de carbonato de sodio (concentracién del 10%) y al
tratamiento 4 (testigo) no se le agregd carbonato de sodio. A los recipientes se les adiciond
5000 ml de agua destilada estéril con un pH de 8.3, se homogenizd el agua con el carbonato y
se elevé a una temperatura de 40 °C con la ayuda de planchas de calentamiento.

3.5.3.2. Medicion de severidad

Para medir la severidad, se tomaron datos del progreso de la enfermedad en los frutos
(porcentaje %), estas mediciones fueron realizadas por 10 personas, algunos conocedores y
otros no. A partir de alli, se generaron promedios de las mediciones para hallar la severidad en
cada dia de medicion. Cabe resaltar, que se realizé de esta forma dado que en el borojé ain no
existe una escala de severidad patentada para esta enfermedad.

3.6. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Para los tres experimentos se realizé un ANOVA y una prueba de separacion de medias con un
nivel de significancia de (P > 0.05).

4. RESULTADOS

4.1. IDENTIFICACION MORFOLOGICA

4.1.1. Macromorfologia

Diametro de la colonia (7 dias, en mm): CYA 31-33; MEA 36-38; YES 38-40. Tasa de crecimiento
(cm/dia): CYA 0,47; MEA 0,56; YES 0,59. Caracteristicas de la colonia (25°C, 7 dias): Colonias en
CYA con superficie aterciopelada, ligeramente elevadas en el centro, margenes bajos, planos,
enteros (4 mm), esporulacion densa, pigmentacion verde grisaceo (7.5GY 6/2), pigmento
soluble ausente, exudado incoloro, pigmentacién inversa amarillo palido, centro marrén,
pliegues ausentes. Colonias en MEA con superficie aterciopelada, margenes bajos, planos,
enteros (5 mm), esporulacién densa, pigmentacion verde grisaceo palido (7.5GY 7/2), pigmento
soluble ausente, exudado incoloro, pigmentacién inversa amarillo palido, centro marrdn,
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pliegues ausentes. Colonia en YES superficie aterciopelada, ligeramente elevadas en el centro,
margenes bajos, planos, enteros (2 mm), esporulacién densa, pigmentacién verde grisdceo
(7.5GY 6/2), pigmento soluble ausente, exudado incoloro, pigmentacion inversa marrdn,
pliegues radiales pronunciados (Figura 4, A— B -C - D).

4.1.2. Micromorfologia y Morfometria

Conidioforos: biverticilados a menudo con ramas subterminales.
Estipes: hialinos, lisos, de 139,32 + 42,56 (98,03-184,12) x 30,99 + 1,66 (25,53-39,93) um.

Métulas: de cuatro a seis, divergentes, de 22,01 + 4,53 (17,77-35,33) x 3,35 + 0,22 (3,01-3,71)
um.

Fidlides: acerosas, de 18,21 £ 0,52 (4,25-6,24) x 2,83 + 0,37 (2,45-3,69) um.
Conidios: lisos, elipsoidales, de 5,33 + 0,52 (4,25-6,24) x 4,29 + 0,24 (3,85-4,63) um.
(Figura4,E-F - G).
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Figura 4. Talaromyces sp. A. Colonias, de izquierda a derecha, CYA, MEA, YES. B. Elevacion central. C. Pliegues
profundos. D. Exudados. E-F. Conidiéforos. G. Conidios.

Fuente: Propia.
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4.2. IDENTIFICACION MOLECULAR

En este estudio se obtuvieron un total de 2 secuencias de ADN, correspondientes al segmento
ITS y B-tubulina. Las secuencias para el segmento ITS mostrd una similitud inferior al 99,5% con
las secuencias depositadas previamente en el GenBank para dicho género, lo cual no permitié
establecer la identidad taxondmica hasta nivel de especie. Igualmente, Para el segmento -
tubulina la coincidencia con tres especies del mismo género fue inferior al 99,5 %, por lo cual,
estos porcentajes de similitud no son concluyentes para determinar con certeza la especie
causante de la patologia en borojd, aun cuando los marcadores usados son los sugeridos por
diversos autores, lo que indica que probablemente estamos en presencia de una nueva especie
del género Talaromyces.

Figura 5. BLAST de las secuencias obtenidas de la region ITS.

Sequences producing significant alignments Download ~ Selectcolumns ¥ Show | 100V | @
select all 100 sequences selected GenBank Gaohics' Distance ree of resulls’  MSA Viewer
Yescriotio e A Max Total Query E Per cc
De ~w(pn Sclentl o Namy¢ S ISeoret Corseitvatiae o z Arcesalie

Ta 953 953 1009 00 9818% 12
8 n ala 953 953 100 00 981 233
Ia 52 95 99° 0.0 98 17 5
Ta 952 952 99% 00 9817 61 NR_
Ta 948 94 0 00 9799% 557
; 948 948 10 00 9799 3
Ia 948 948 10 00 9799% 690
Ia g 948 948 10 00 97.99% 1009
v B! g 948 948 100 00 9799 Tl
Ia 948 94 00 0 9799% 915
Ta ) 948 948 10 00 9799% 803
Ta 9 948 10 00 9799% 585
Ta 948 948 10 00 9799% 5

I f 948 94 0 00 9799% 58

Fuente: Propia.
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Figura 6. BLAST de las secuencias obtenidas del segmento B — Tubulina.

Sequences producing significant alignments Download Selectcolumns ~ Show | 100v | @
select all 100 sequences sefected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewar
SuntcNams | (% cooe Cover valwe | ldan | Len | Accession
- - - - - -
Talaromycesou... 468 468  100% Ge-127 86.95% 433 KJI752031
Talargmyges haltouensis strain HR1-T beta-tubylin (Bend) gens. panial cds Talaromyces hait.. 455 455 100% 4e-123 B6.48% 417 MZ0546341
Talaremyges wyshanicus isolate CS17-05 beta-tubulin (BenA) gene. partial cds Talaromyces wus.. 455 455 100% 4e-123 B6.71% 438 MZ3613471
Talargm 41- lin (Bens) gena. parial cds Talaromycas sia. 449 449 100%  2e-121 86.48% 411 ONSES426 1
Talaromyces coidii stirain DTO_269HE bata-tubulin (lub2) gene._partial ods Talaromyces coidil 446 446 100%  3e-120 86.25% 426 KJTIS2171
Talargmyces cnidil strain AS3 15896 beta-tubulin (benA) gane _partial cds Talsromyces cnidll 446 446  100%  3e-120 85.25% 412 MWT272311
Talaromyces siamensis isolale A3S2-39 beta-tubylin gene. pardial cds Talsromycessia. . 446 446  100%  3e-120 B86.25% 464 KITET0381
Talaromyces wyshanicus isolate CS17-04 beta-tubulin (Bend) gene. partial cds Talaromyces wus .. 444 444 100% 1e-119 B625% 438 MZIG13481
Talargmyges macrosporys sirain BCC 14364 beta-tubulin gene. parial sequence Ialsromyces ma... 444 444 100% e-119 8595% 465 AWTSIITIN
Talaremyces flavus strain NERL 2093 beta tubulin gene. partial cds Jalaromyces flavus 442 442 92%  3e-119 B7T.41% 413 EUNZIGE3A
Talaremyces versatills isclate 3708 beta-tubulin (benA) gene. partial cds Talaromyces ver 440 440 93%  fe-118 B722% 672 MKEITI441
Talargmyses srosminensis motate NRRL2STEE bata-tubulin (ET2) oene. sarial cds Talaromyees arg... 440 440 100% 1e-M& 8595% 673 MHT92918.1
Talargmyces argentinensis solas NRBL 28750 bata-tubulin (BT2) gene . partial cds Ialaromyces arg 440 440 100% 1118 B598% 674 MHT2917.1

Fuente: Propia.
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Figura 7. Filogenias ML de ITS para la especie Talaromyces sp.
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Fuente: Propia.
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Se eligié Talaromyces dendriticus como grupo externo. El soporte en los nodos se indica encima
de las ramas gruesas y esta representado por valores de bootstrap superiores al 98 %. Modelo
seleccionado: Tamura 3 pardmetros (T92) + G + | para ITS.

Figura 8. Filogenias ML de BenA para la especie Talaromyces sp.
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Se eligié Talaromyces dendriticus como grupo externo. El soporte en los nodos se indica encima
de las ramas gruesas y esta representado por valores de bootstrap superiores al 98 %. Modelo
seleccionado: Tamura 3 pardmetros (T92) + K2 + G para BenA.

4.3. ESTRATEGIAS DE CONTROL

La grafica 1, Muestra el efecto del carbonato de sodio asperjado a diferentes concentraciones
sobre el patégeno en frutos almacenados a una temperatura de 27 °C y una humedad relativa
mayor al 90 %, como se describe en el capitulo anterior, en ese sentido se pudo observar que la
aspersion de los frutos con agua destilada estéril (testigo) resulto ser el tratamiento mas eficaz
en la inhibicién del crecimiento micelial del patégeno, alcanzando al sexto dia un didmetro de
20mm, seguido por las concentraciones de carbonato de sodio al 1% y 5% con diametros de 21
y 24 mm respectivamente y para la concentracion del 10% se observd un didmetro de 29 mm
aproximadamente al sexto dia.

Grafica 1. Diametro de la colonia para cada tratamiento.
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Fuente: Propia.

34



Los resultados del experimento 2, muestran el efecto in vitro (cajas Petri con PDA) del
carbonato de sodio sobre el hongo Talaromyces sp., en ese sentido se pudo observar que las
diferentes dosis de carbonatos ejercieron inhibicion del 100% del patégeno (grafica 2), por el
contrario el tratamiento testigo mostro un rdpido crecimiento, en ese orden de ideas 24 horas
después de la siembra (hds) ya se observaba un crecimiento de 10mm y aunque el crecimiento
del hongo no se detuvo si se puedo evidenciar que durante las primeras 96 hds el patégeno
estaba la fase de crecimiento lento, seguida por una fase de crecimiento rdpido que ocurrié
entre las 96 y 120 hds pasando de 20mm a 100mm en tan solo 24 horas y a partir de ese
momento se generd lo que llamamos saturacion de la capacidad de carga del sistema.

Grafica 2. Efecto in vitro (cajas Petri con PDA) del carbonato de sodio sobre el hongo Talaromyces sp.
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Fuente: Propia.

La grafica 3, muestra el desarrollo de la patogenicidad (severidad) del hongo siguiendo el
método tradicional del empaque del fruto en los diferentes tratamientos y conforme avanzaba
el tiempo, en ese sentido, se observa que el tratamiento (carbonato 1%) fue quien mostré
mayor severidad alcanzando un 60% en promedio al sexto dia, seguido por el testigo que
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alcanzo un poco menos de 50%, dicha diferencia entre estos dos tratamiento esta relacionada
al porcentaje de humedad a la del experimento, el tratamiento (carbonato 10%) fue quien
mostré mayor eficiencia en la inhibicién del crecimiento del patégeno, en ese sentido mostro
un porcentaje inferior al 30%, cabe mencionar que sin importar la dosis usada en este estudio la
patologia se presentd mostrando un crecimiento logistico.

Grafica 3. Porcentaje de severidad en funcion del tiempo de la enfermedad para cada tratamiento.
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Fuente: Propia.

En la tabla 1, se muestran los promedios por tratamientos para las variables: diametro en el
fruto, diametro en CP (Cajas Petri) y severidad, donde se evidencié que para el didmetro en el
fruto no hubo diferencia estadisticamente significativa entre el testigo y la dosis 1%, sin
embargo, si se observé diferencia significativa entre el tratamiento 10% con respecto a los
demas tratamientos, aunque la concentracion 5% mostro similitud estadistica con los demas
tratamientos. En cuanto al diametro en CP se observd una diferencia estadistica de las
concentraciones 1, 5 y 10% respecto al testigo, finalmente para la variable severidad el
tratamiento 10% se diferencié de los demas tratamientos mostrando mayor eficacia, en ese

sentido entre el testigo y el tratamiento de 1% no se evidencié una diferencia muy marcada
entre ellos.
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Tablal. Prueba de separacion de medias.

Diametro Fruto (mm)

Diametro CP (mm)

Severidad (%)

Tratamiento

Promedio Grupo Promedio Grupo Promedio Grupo
Carbonato 1% 10,8 b 0,0 b 39,8 a
Carbonato 10% 14,2 a 0,0 b 17,7 c
Carbonato 5% 12,6 ab 0,0 b 26,3 bc
Testigo 9,6 b 16,3 a 30,8 ab
Nota: Dentro de una misma columna promedios con igual letra no difieren significativamente (P>0.05).
Tabla2 Andlisis de varianza.
Fuente de Gli Diametro Fruto (mm) Diametro CP (mm) Severidad
Variacion (%)
CM Pr>F CM Pr>F CM Pr>F
Tratamiento 3 0,0236 0,023 0,28 <.0001 0,0046 0,00
Tiempo 5 0,2964 <.0001 0,01 <.0001 0,0045 <.0001
Tratamiento x 15 0,0029 0,979 0,01 <.0001 0,0001 1,00
Tiempo
Promedio 11,8 4,2 28,6
CV (%) 9,4 3,0 3,4

5. DISCUSION DE RESULTADOS

El género Talaromyces sp., tiene una amplia distribucién a nivel mundial y se encuentran en una
amplia gama de ambientes. Se ha evidenciado que es en el suelo donde se han encontrado el
mayor numero de especies, pero asi mismo se han aislado nuevas especies encontradas en
aires acondicionados, clinicas, seres humanos, animales, plantas y miel de abejas, sin embargo,
son pocos los registros de especies fitopatdgenas pertenecientes a este género que causen
enfermedades quiescentes y que tengan una importancia agricola y agrondmica relevante hasta

la fecha.
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Las caracteristicas macro y micromorfoldgicas del hongo fitopatdgeno observadas en este
estudio (figura 4) muestran coincidencia con especies de Talaromyces sp., reportadas
recientemente por Sun et al., (2020). Al realizar una comparacién de los resultados reportados
por este autor se evidencia que el hongo analizado en este estudio comparte similitud general
en las caracteristicas micromorfoldgicas como conidiéforos biverticilados, Estipes hialinos,
Fidlides acerosas y conidios lisos y elipsoidales con Talaromyces aspriconidius; mientras que las
caracteristicas macromorfoldgicas como la forma de la colonia, color superficie, elevacion, tipo
de esporulacidn, pigmentacion, presencia o ausencia de exudado, pigmentacién inversa, color
del centro de la colonia y la presencia o ausencia de pliegues varian de acuerdo a la especie
debido a “la variabilidad intra e inter especifica que pueden ser influenciadas por las
condiciones ambientales del lugar donde se desarrollan” (Sun et al., 2020).

Para la identificacion molecular del patdgeno se siguié la metodologia de (Saltos, 2012), quien
“utilizé la secuenciacién de las regiones ITS, especificamente los primers ITS 1 e ITS 4”; al igual
qgue lo hicieron (Yao & Yi, 2015), en “la identificacion de Alternaria alternata tomando tejidos
enfermos de Ficus microcarpa” y, (Ravi & Nagalakshmi, 2012) en “la identificacién de la misma
especie en Rumex vesicarius a través de la misma técnica”. Pese a que en esta investigacion se
usaron las técnicas de amplificacion realizadas por estos y otros investigadores, no se logré
identificar la especie relacionada con la patologia en estudio. Las secuencias obtenidas después
del andlisis molecular fueron depositadas en la base de datos del Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica (NCBI) y fueron analizadas a través del Genbank, alli se observé que
las secuencias obtenidas del patdégeno pertenecian al género Talaromyces sp., y no al género
Penicillium sp., como se creia inicialmente.

Por otra parte, al comparar mediante el BLAST las secuencias obtenidas con las secuencias
reportadas, se encontré que presentaba un porcentaje de similitud del 98.17 % con
Talaromyces banicus para la region ITS (figura 5 ), lo cual representa un valor muy bajo para
determinar la especie del hongo en estudio; del mismo modo, al analizar las secuencias de la
region BenA o B — tubulina (Bt2a y Bt2b) se encontrd que estas secuencias presentaban un
porcentaje de similitud del 86.95 % con Talaromyces oumae-annae (KJ775203 y KJ775213)
ademads se observé una similitud de 86,4% con Talaromyces haitouensis (MZ054634) vy
Talaromyces wushanicus (MZ361347) (figura 6), lo cual también representa un valor muy bajo
para determinar la especie del patégeno. A través de las filogenias ML se comparé las
secuencias obtenidas con las secuencias registradas en el GenBank de organismos
pertenecientes al género Talaromyces sp., las regiones moleculares analizadas en este estudio
(ITS y B — Tubulina) mostraron que el patégeno analizado se ubicé en un clado aparte y no se
agrupd con ninguna de las especies comparadas; apoyados en la metodologia para el
procesamiento de datos de secuencias de Suarez —Contreras et al.,, (2022), se eligié a
Talaromyces dendriticus como grupo externo (figuras 7 y 8).
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Lo observado en el primer experimento (grafica 1) permitié deducir que los resultados
estuvieron fuertemente influenciados por la forma en la que fueron aplicadas las soluciones de
Carbonato de sodio. Inicialmente, los tratamientos 1 (1%), 2 (5%) y 3 (10%) fueron asperjados
sobre los frutos, mientras que el testigo no fue asperjado con ninguna solucidn, siguiendo la
metodologia utilizada en estudios anteriores como el de (Park et al.,, 2014), los cuales
reportaron que la aspersion foliar con bicarbonato de sodio controld eficazmente la mancha
foliar de la vid (Pseudocercospora vitis). Por lo cual, la variacidon en los resultados de esta
investigacion, contrastados con los reportados por estos autores tiene que ver con el drgano
vegetal donde se aplicaron los tratamientos y la etapa fenoldgica en la que se aplicaron, puesto
qgue al aplicar las soluciones en hojas de la vid in situ, el aire y las condiciones climaticas de la
zona jugaron un papel determinante en la evaporacion del exceso humedad; mientras que al
aplicar este mismo método en frutos de borojé en etapa de postcosecha y bajo las condiciones
ambientales del Distrito Especial de Buenaventura, se produjo un aumento en la humedad de
los frutos al ser empacados y con ello, se dieron las condiciones ideales para el crecimiento y
desarrollo del patégeno.

Dado los resultados iniciales, Al tercer dia se procedié a elevar la humedad relativa en el
testigo, aplicando a cada fruto agua destilada estéril. Los resultados obtenidos después de
realizar esta modificacion evidenciaron que la humedad es un factor determinante en el
desarrollo del patdgeno, puesto que el desarrollo de las colonias en el testigo, se vieron
afectadas inicialmente por la baja humedad que presentaban los frutos en su almacenamiento,
en comparacién con los tratamientos donde se utilizé las soluciones de carbonato de sodio
(grafica 1). Al encontrar que (Smilanick et al., 1997) reporté una “alta efectividad controlando el
moho verde en naranjas al sumergir los frutos en carbonato de sodio”; se dedujo que
probablemente, el método de aspersion de las soluciones de carbonato de sodio en los frutos
de borojé no permitieron una mejor adherencia del mismo, lo que lo hizo que este método no
tuviera la eficacia esperada para el control de Talaromyces sp.; por tal motivo, se procedid a
realizar el experimento 3 utilizando la metodologia anteriormente mencionada.

Los resultados del experimento 2 (grafica 2) fueron contundentes, las diferentes
concentraciones de carbonato de sodio aplicados al PDA inhibieron totalmente el desarrollo de
Talaromyces sp en las cajas de Petri, resultados muy similares a los reportados por (Rodriguez —
Guzman et al., 2022) en experimentos in vitro donde controlaron la germinacion y esporulacion
del hongo Geotrichum candidum al 100 % utilizando carbonato de sodio en Agar PDA al 2%. Al
igual, que (Bernal & Sisndndez, 2001) quienes controlaron el crecimiento de Penicillium
digitatum en medios de cultivo con el uso de carbonato de sodio en concentraciones menores
al 1%. Por otro lado, cabe mencionar que, en las soluciones de carbonato de sodio con PDA
realizadas en esta investigacion, la temperatura influyé en la activacion y disolucién de la sal.
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De acuerdo con lo reportado por varios autores como (Palou et al., 2001), el efecto del
carbonato y bicarbonato de sodio como controlador de hongos fitopatégenos se debe a
la inhibicién en la expresion y la secreciéon de las poligalacturonasas, las cuales son
enzimas que causan la rotura de las paredes celulares y el ablandamiento y
malformacién de tejidos vegetales.

A la hora de analizar y evaluar severidad de la enfermedad en funcidn del tiempo (grafica 3), se
pudo determinar que la concentracidn mas alta de carbonato de sodio, ejerci6 mayor control
sobre el desarrollo de Talaromyces sp. Estos resultados se asemejan a los reportados en las
investigaciones realizadas por Park et al., (2014) con el uso de bicarbonato de sodio y, Smilanick
et al.,, 1997 & Rodriguez — Guzman et al., (2022) utilizando carbonato de sodio para el control
de hongos fitopatdgenos.

Asi mismo, este ensayo permitié determinar que el agua a una temperatura de 40 °C permitio la
solubilidad total del carbonato de sodio, y a su vez, el periodo de inmersién de 5 min
proporciond una mejor adherencia de la sal en el fruto con la ayuda del embolsado tradicional
que efectian los agricultores del pacifico colombiano, lo que permitid la conservacién
hermética del fruto con porcentajes bajos de humedad; Resultados similares fueron reportados
por (Smilanick et al., 1997) al “realizar estudios para controlar el moho verde en naranjas, con
la diferencia que se realizd el almacenamiento de los frutos a bajas temperaturas después de
aplicado los tratamientos”; Sin embargo, los autores descartan la influencia de la temperatura
como control de la especie Penicillium digitatum.

Pese a que la temperatura del agua utilizada para la inmersiéon de los frutos no causd
afectaciones al fruto, es importante mencionar que esta estrategia de manejo propuesta en
este experimento debe realizarse con sumo cuidado y siguiendo todas las recomendaciones, ya
gue el uso de agua con temperaturas que sobrepasen los 40 °C, pueden ocasionar heridas y mal
formaciones en los frutos.

Las pruebas estadisticas (tablas 1 y 2), corroboraron lo visto graficamente. El diametro de la
colonia con el tratamiento de carbonato de sodio al 10 % registré el valor promedio mas alto,
difiriendo significativamente con el testigo y los demads tratamientos, pero, pese al
favorecimiento de condiciones de humedad que hubo en el testigo, este no presentd
diferencias significativas con los tratamientos 1 y 2. Por el contrario, el andlisis estadistico
evidencid que al implementar la estrategia de control de sumersién de los frutos en carbonato
de sodio junto con las técnicas tradicionales de empacado se pudo constatar que, a una mayor
concentracion de carbonato de sodio, mejor control ejerce sobre el hongo fitopatdogeno
Talaromyces sp, ya que se presentd un mayor control con el tratamiento 3 cuya concentracion
de CS era del 10 %, mostrando diferencias significativas con el testigo y los demas tratamientos;
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estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos por Smilanick et al.,, (1997) &
Rodriguez — Guzman et al., (2022). Finalmente, las mediciones del experimento in vitro
(diametro CP), muestran que el carbonato de sodio ejerce un control eficaz y eficiente del
patégeno interrumpiendo su alimentacién e inhibiendo totalmente el crecimiento y desarrollo
de micelio en las cajas Petri, como lo reportan Bernal & Sisnandez, (2001); & Rodriguez —
Guzman et al., (2022).

El efecto sales como carbonato de sodio sobre hongo fitopatégenos se ha documentado y
explicado los modos de accidn por diferentes autores, en ese sentido, “el carbonato de sodio
inhibe o/y retrasa procesos como la germinacién de las esporas (conidios) y formacion del tubo
germinativo” (Ilhan et al., 2006; Karabulut et al., 2006; Hasan et al., 2012 y Yaiiez et al., 2014)
los resultados de esta investigacion presentaron similitud con los obtenidos por (llhan et
al., 2006) y (Deliopoulos et al., 2010), quienes afirman que “las propiedades antifungicas de los
carbonatos y bicarbonatos cuando son aplicados en dosis que van desde el 5 al 10%”, del
mismo modo (Yildirim et al., 2002; Hasan et al., 2012), al “indican que disminuyen su capacidad
en la formacién de esporas”.

Ademas, se ha revelado otros métodos de acciones de estas sales, ya que pueden
incrementar en pH en la superficie donde son aplicadas generando un colapso celular
del patégeno debido desequilibrio del ion sodio y la deshidratacién la pared celular de
las conidias del hongo, condiciones que demuestran la efectividad de Ia
fitomineraloterapia (Davide et al., 2004; Avis, 2007; Hasan et al., 2012 y Yaiiez et al.,
2014) la fitomineraloterapia es importante porque logra contralar de manera eficiente
el hongo y ademas de eso reduce el uso de fungicidas quimicos, disminuyendo las
posibilidades de la generacidn de progenies de resistencia del patdgeno vy el riesgo que
trae para los humanos, animales y al ambiente el uso de moléculas quimicas.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos fueron determinantes para identificar el agente causal de la pudricidn
del fruto de borojoé a nivel de género (Talaromyces sp.) y refutar la hipdtesis que se habia
planteado hasta la fecha, la cual afirmaba que esta patologia era causada por hongos
pertenecientes al género Penicillium.

La caracterizacion macro y microscépica permitié observar que el microorganismo fitopatégeno
perteneciente al género Talaromyces, presenta homoplasia con organismos del género
Penicillium, principalmente en las caracteristicas microscépicas especificas, como tipo de
conidio, esporas y la forma de los fidlides, por lo cual, la caracterizacion morfoldgica no es lo
suficientemente concluyente y eficaz cuando se pretende identificar especies del género
Talaromyces.

La comparacion de las secuencias obtenidas de las regiones ITS y B - tubulina, no presentaron
similitud suficiente con alguna especie registrada en el GenBank, por tal motivo, los resultados
sugieren que el organismo estudiado probablemente sea una nueva especie para la ciencia.

Los tratamientos con carbonato de sodio, presentaron efectividad total a la hora de controlar el
organismo fitopatégeno Talaromyces sp., bajo condiciones in vitro, en donde todas las
concentraciones evaluadas de carbonato de sodio inhibieron eficazmente el desarrollo del
hongo, por lo que no hubo expresidn del patdégeno en ninguno de estos tratamientos; mientras
gque en las estrategias de control con carbonato de sodio implementadas en frutos, los
tratamientos con concentraciones del 10% presentaron un control significativo y eficiente de la
patologia.

Por ultimo, es importante mencionar que los estudios realizados y los resultados obtenidos en
esta investigacion ampliaron nuestro conocimiento sobre la patologia y agente causal de la
pudricion del fruto de borojé (Talaromyces sp.), por lo cual, los futuros estudios se centraran en
analizar molecularmente las regiones RPB1, RPB2 y CALM; con el fin de tener total certeza
acerca del hallazgo de una nueva especie de hongo; y de ser asi, seguir los protocolos
correspondientes para clasificar, nombrar y reportar dicho descubrimiento.
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7. RECOMENDACIONES

Al comprobar que el carbonato de sodio ejerce un control eficiente sobre el hongo
fitopatdgeno en estudio bajo condiciones in vitro e in vivo, es importante plantear y desarrollar
futuros experimentos que implementen métodos de aplicacion diferentes a los realizados en
esta investigacidn; asi como realizar ensayos con concentraciones mas altas de carbonato de
sodio como 12, 15 o0 20 %, y evaluar tanto su eficacia y efectividad como las alteraciones en el
sabor del fruto, la residualidad del producto y las posibles afectaciones en la salud humana.

Ya que el hongo Talaromyces sp., se ve favorecido por la alta humedad, se podrian emplear
métodos de almacenamiento con baja humedad que eviten la proliferacién de este
microorganismo y reducir considerablemente la incidencia y severidad de esta patologia.

Es importante que se realicen estudios acerca de la influencia de la temperatura del agua al
realizar la estrategia de control de inmersion de frutos en la solucidn de carbonato de sodio y
evaluar las posibles afectaciones en la estética del fruto.

Por ultimo, es indispensable que los conocimientos obtenidos en esta investigacion sean
compartidos a los productores del Distrito Especial de Buenaventura y del litoral pacifico donde
se cultive este fruto y se presente este problema fitosanitario, con el fin de contribuir con el
desarrollo productivo y econdmico del sector rural en la regidn pacifica colombiana.
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ANEXOS

Anexo 1. Conidiéforos de Talaromyces sp. a 40X con azul de metileno.

Fuente: Propia.

Anexo 2. Conidios de Talaromyces sp. a 100X con azul de metileno.

Fuente: Propia.
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Anexo 3. Frutos de borojé del corregimiento empelados en los disefios experimentales.

Fuente: Propia.

Anexo 4. Inoculacién del fitopatégeno Talaromyces sp. en frutos de borojé.

Fuente: Propia.
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Anexo 5. Soluciones de carbonato de sodio a diferentes concentraciones.

Fuente: Propia.

Anexo 6. Almacenamiento de frutos de borojd, tras ser inoculados con Talaromyces sp.

Fuente: Propia.
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Anexo 7. Expresion del hongo en frutos inoculados con Talaromyces sp.

SRR Bl
TR

Fuente: Propia.

Anexo 8. Peso del carbonato de sodio en balanza analitica de precision.

Fuente: Propia.
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Anexo 9. PDA a diferentes concentraciones de carbonato de sodio.

Fuente: Propia.

Anexo 10. Almacenamiento de experimento in vitro.

Fuente: Propia.
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Anexo 11. Monitoreo de experimento in vitro.

Fuente: Propia.

Anexo 12. Clasificacion de frutos para los disefios experimentales.

Fuente: Propia.
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Anexo 13. Secado de los frutos después de la sumersion en los tratamientos.

Fuente: Propia.
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