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RESUMEN

La enfermedad conocida como secadera se considera el problema patoldgico mas importante
en el cultivo de granadilla en Colombia, ocasionando la perdida de grandes zonas de
produccién. Debido al desconocimiento del agente causal de esta enfermedad, se planted esta
investigacion, con el objetivo de identificar la especie asociada con sintomas como
marchitamiento vascular, amarillamiento y muerte de la planta de granadilla. Se recolectaron
muestras provenientes de fincas productoras de los municipios de Ancuya, San Pablo y
Guaitarilla, en el departamento de Narifio; obteniendo treinta y cuatro (34) aislamientos, los
cuales fueron caracterizados morfolégica y molecularmente. La identificacion morfoldgica se
realiz6 mediante diferentes claves taxondmicas, teniendo en cuenta caracteres primarios. La
caracterizacion molecular se llevé a cabo haciendo uso de PCR con los primers ITS1 - 1TS4 y
TEFla. Las secuencias de los productos de PCR se compararon con el NCBI (National Center
for Biotechnology Information) y se alinearon usando Clustal W. Los andlisis filogenéticos se
realizaron empleando el coeficiente de similitud del vecino méas cercano con 1000 réplicas
(Bootstrap) usando el programa MEGA X. Los resultados de secuenciacion para los
marcadores indicaron que Fusarium oxysporum fue la especie encontrada en todos los
aislamientos y puede estar relacionada con la enfermedad de la secadera, en su forma especial
Fusarium oxysporum f. sp passiflorae. El analisis filogenético permitié determinar que existe
poca diversidad entre los aislamientos evaluados, no mostrando ningin agrupamiento en
relacion con el origen geografico de las muestras. Los caracteres morfologicos confirmaron los
resultados del analisis molecular.

Palabras clave: Secadera, Fusarium oxysporum f. sp passiflorae, morfologia, ITS, TEF la,

filogenia.



ABSTRACT

The disease known as wilt is considered the most important pathological problem in sweet
granadilla crops in Colombia, because it causes the loss of large production areas. Due to the
lack of knowledge to the causal agent of this disease, this research was proposed, with the
objective of detecting the species associated with symptoms such as vascular wilt, yellowing
and death of the sweet granadilla plant. Root samples were collected from plants in farms
located in the municipalities of Ancuya, San Pablo and Guaitarilla, in the department of Narifio.
Thirty-four (34) isolates was obtained which were characterized morphologically and
molecularly. The morphological identification was made with taxonomic keys using primary
characters. Molecular characterization was carried out using PCR with primers ITS1 - ITS4
and TEFla. The sequences of the PCR products were compared with the NCBI (National
Center for Biotechnology Information) and it was aligned using Clustal W. Phylogenetic
analyzes was made by Neighbor Joining method with 1000 replicates (Bootstrap) using MEGA
X program. The sequences for the primers indicated that Fusarium oxysporum was the species
found in all the isolations and can be related to the disease of wilt in the special form Fusarium
oxysporum f. passiflorae. The phylogenetic analysis determined that there is a certain diversity
among the isolates evaluated, and there isn’t grouping in relation with the geographical origin
of the samples. The morphological characters confirmed the results of the molecular analysis.

Key words: Wilt, Fusarium oxysporum f. sp passiflorae, morphology, ITS, TEF 1a,
phylogeny.
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1. INTRODUCCION

Colombia es uno de los principales productores de granadilla Passiflora ligularis Juss a nivel
mundial, con una produccion que alcanzo las 48.705 toneladas durante el afio 2018, obtenidas
de 5.720 hectareas sembradas en todo el territorio nacional, con rendimientos promedios de
12,34 toneladas por hectarea al afio (MinAgricultura, 2018). La fruta es comercializada de
manera exitosa en los mercados nacionales e internacionales, principalmente en el continente
Europeo (Analdex, 2016). El departamento de Narifio para el afio 2018 contd con un area
sembrada de 814 hectéreas de granadilla, con una produccién anual de 2.819 toneladas y
rendimiento promedio de 3.80 Ton/ha (MinAgricultura, 2018). El cultivo genera alrededor de
210 jornales/ha por afio y contribuye sustancialmente a la economia campesina, por su

constante produccion y rentabilidad (Rivera et al., 2002).

La secadera se considera el problema patol6gico mas importante en el cultivo de granadilla. En
los afios 90°s se presentd una devastacion ocurrida en cultivos de la zona de Urrao, Antioquia
(Tamayo, 1999). Es una enfermedad fungosa cuyo agente causante es Fusarium sp. Este hongo
puede sobrevivir por mucho tiempo en el suelo y en residuos de cosecha; generalmente requiere
heridas para penetrar a la planta y colonizar sus tejidos (Garcia et al., 2007). Estas heridas
pueden ser cuarteaduras naturales de la corteza, heridas causadas por insectos, nematodos o
por el hombre durante las labores culturales de desyerba y trasplante. Cuando esta enfermedad
ataca desde la etapa de semillero, las plantulas presentan amarillamiento, crecimiento

deficiente y finalmente la muerte (Tamayo, 2001; Melgarejo et al., 2015).

En Colombia, se han realizado algunos estudios para identificar el agente causal de la secadera
en cultivos de pasifloras. De este modo, Henao et al. (2017); realizaron la caracterizacion
molecular de Fusarium sp. asociado a maracuya (Passiflora edulis) en el Valle del Cauca,
obteniendo que las especies causantes de esta enfermedad correspondieron a: Fusarium
incarnatum, Fusarium proliferatum y Fusarium solani, siendo la primera, la de mayor
ocurrencia en las muestras evaluadas. Asi mismo, Ortiz (2012) realiz6 el diagnoéstico del agente
causal de patologias asociadas a fusariosis en gulupa (Passiflora edulis Sims) en la region del
Sumapaz (Cundinamarca), dando como resultado que las especies: Fusarium oxysporum y

Fusarium solani, estan asociadas a esta enfermedad.



Los métodos moleculares que se fundamentan en la comparacion de secuencias de ADN son
actualmente los mas utilizados para el estudio de genética de poblaciones, taxonomia, filogenia
y sistematica de Fusarium. La secuenciacion de maltiples loci, como el factor de elongacion
de la traduccion 1a (EF-1a, TEF) y las regiones ITS del ADN ribosomal se han utilizado para
sistematica molecular (Balajee et al., 2009; Salazar, 2016). El gen EF 1a, ¢l cual codifica una
parte esencial de la maquinaria de traduccion de la proteina, tiene una alta utilidad filogenética.
Este gen parece que produce una copia Unica en Fusarium, y muestra alto polimorfismo en

especies estrechamente relacionadas (Wulff et al., 2010; Salazar et al., 2016).

Las investigaciones sobre la variabilidad del hongo que causa la secadera de la granadilla han
demostrado que este organismo es muy cambiante pudiendo aumentar o disminuir su
agresividad, lo cual hace mas dificil el control (Tamayo, 1999). Los estudios dirigidos a evitar
la diseminacidn de la secadera en condiciones de cultivo, demostraron la ventaja de erradicar
oportunamente las plantas enfermas y la necesidad de efectuar un seguimiento y deteccion
oportuna de la enfermedad en semilleros y almécigos de granadilla, para evitar llevar las plantas
enfermas al campo; cuando una planta de granadilla muere, los residuos de tallos afectados

sirven de foco de la enfermedad (Tamayo, 1999).

Es asi como la identificacion precisa y rapida de la especies de Fusarium es critica para predecir
el potencial patégeno de dichos aislamientos y administrar el mejor tratamiento (Alastruey-
Izquierdo et al., 2008; Landlinger et al., 2009; Sampietro et al., 2010). Por lo tanto, para el
establecimiento de estrategias de manejo y control de la secadera se requiere un adecuado
conocimiento a nivel taxonémico y filogenético de los organismos causantes de la enfermedad.
De esta manera se planteo la presente investigacion, en la cual se caracterizo morfologica y
molecularmente aislamientos de Fusarium provenientes de zonas productoras de granadilla de

los municipios de Ancuya, San Pablo y Guaitarilla en el departamento de Narifio.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Localizacion. La investigacion se realizo en el laboratorio del Grupo de Investigacion en
Sanidad Vegetal (GRISAV), asi como también en el laboratorio de Biologia Celular de la
Universidad de Narifio, ubicada a una altura de 2488 msnm; geograficamente localizada a
1°14°00.89” LN y 77°17°38.66” LO, con una temperatura promedio de 14°C.



2.2. Procedencia de material vegetal. Los aislamientos de Fusarium sp. se obtuvieron a partir
de plantas de granadilla con sintomas de la enfermedad como son: clorosis 0 amarillamiento
de las hojas, necrosis del tallo, con una fuerte marchitez de las hojas y arrugamiento de los
frutos (Garcia et al., 2007). El muestreo se realizo al azar en 6 fincas productoras de granadilla
de los municipios de Ancuya, San Pablo, y Guaitarilla en el departamento de Narifio
(Colombia). Se tomaron muestras de raices y tallos sintomaticos las cuales se acondicionaron
en bolsas ziploc. Todo el material colectado fue transportado al laboratorio para su posterior
andlisis (Leslie y Summerell, 2006; Gomez, 2008).

2.3. Aislamiento. El aislamiento se hizo mediante siembra directa del tejido afectado, segun
la metodologia propuesta por Leslie y Summerell (2006). En la camara de flujo laminar, y con
un bisturi estéril, se realizaron cortes de tejido enfermo y sano. Las muestras se depositaron
en hipoclorito de sodio (NaOCI) al 2.5 % por un minuto, luego en alcohol al 70% durante un
minuto y finalmente se realiz6 un lavado intenso con agua destilada estéril. Posteriormente, de
tres a cuatro secciones se sembraron por cada caja Petri de 100 X 15 mm que contenia medio
PDA (Papa-Dextrosa-Agar), previamente tratado con antibiotico (Rifampicina, 1 ml/Litro)
para evitar el crecimiento de bacterias. Las cajas Petri se sellaron con Vinipel y se colocaron
en una camara de incubacion marca Thermo Scientific por 48 horas a 25°C (Nelson et al.,
1994).

2.4 Obtencion de cultivos monosporicos. Con el objetivo de tener aislamientos puros
generados a partir de una sola espora; se obtuvo una suspension de baja concentraciéon de
conidios de Fusarium sp. en agua estéril, por medio de diluciones, a partir del cultivo inicial.
Posteriormente se tomé 0.5 mL de dicha suspension, se coloco en una caja Petri con medio
agar-agua y se disperso con una varilla de vidrio estéril. Luego se observo la germinacion de
los conidios bajo el estereoscopio a intervalos de tiempo regulares (24, 48 y 72 horas). Cuando
éstos iniciaron su germinacion, con una aguja previamente esterilizada a la flama, se ubicaron
los conidios encontrados en forma aislada. Luego, se transfirio uno por uno los conidios en
germinacion a cajas Petri individuales que contenian medio PDA y por Gltimo se descartd
aquellos que mostraron un crecimiento concéntrico doble o triple, ya que este patron indicd
que fue transferida mas de una espora durante el trabajo con la aguja bajo el estereoscopio
(Ortega et al., 2008).



2.5. Ildentificacion morfologica de Fusarium spp. Los aislamientos monospéricos se
caracterizaron de forma macroscépica teniendo en cuenta el diametro de crecimiento de la
colonia en 8 dias y el color del micelio; comparando la pigmentacién presentada en el anverso
y reverso de las cajas Petri con el catdlogo de colores (The online Aduction Color Chart®,
2004). Los parametros microscopicos evaluados fueron: forma de macroconidios (célula basal
y célula apical), microconidios, presencia o ausencia de clamidosporas y fidlides (Leslie y
Summerell, 2006).

Para el célculo de la tasa de crecimiento radial (TCR, mm dia-1), los aislamientos se
almacenaron en incubadora a 25°C, durante ocho dias (Garcés et al., 2001); en este tiempo se
tomaron registros donde se hizo una comparacion del crecimiento de cuatro dias con el de tres
dias, el de seis dias con el de cinco dias. La TCR se calcul6é mediante la formula propuesta por
Osorio-Gutiérrez y Castafio-Zapata (2011).

TCR= [Cf—Ci]

TE-Ti
Donde

TCR = Tasa de crecimiento radial

Cf = Crecimiento final (didmetro en mm)

Ci= Crecimiento inicial (didmetro en mm)
Tf=Tiempo final (dias)

Ti= Tiempo inicial (dias)

Los valores de crecimiento inicial (Ci) y final (Cf), asi como el tiempo inicial (Ti) y final (Tf)
corresponden a la diferencia de un dia en crecimiento y tiempo transcurrido. Los aislamientos
se agruparon teniendo en cuenta las categorias de crecimiento: lento (<10 mm de crecimiento
por dia), medio (>10-12 mm de crecimiento por dia) y rapido (>12 mm de crecimiento por dia)
(Dubey et al., 2010).

Para la caracterizacion microscopica, se realiz6 la preparacién de medio agar hojas de clavel
(CLA), teniendo en cuenta que las hojas estuvieran frescas y libres de residuos de fungicidas o
insecticidas. Inmediatamente despues de la recoleccion, las hojas de clavel se cortaron en
pedazos y se secaron en un horno microondas (Electrolux 0.7PC EMDN20) durante tres
minutos. Las piezas secas se empacaron en un contenedor de aluminio y se esterilizaron con
luz UV durante 15 minutos (Leslie y Summerell, 2006). Luego, se prepard agar agua al 2%

(20g de agar en 1 L de agua) y se afiadieron de 4 a 6 piezas de hojas de clavel estériles de 3 a



5 mm? por cada caja Petri, en las cuales fueron sembrados los aislamientos (Nelson et al.,
1983).

La caracterizacion se llevo a cabo despueés de 8 dias de crecimiento de los aislamientos; de los
cuales se tomo una porcion de micelio y se coloco sobre un portaobjetos con una gota de agua.
Este se observé al microscopio con los objetivos 4, 10, 40 y 100 x. A partir de las observaciones
realizadas se identifico las especies de Fusarium, de acuerdo a las claves taxonomicas de Leslie
y Summerell (2006) y Nelson et al. (1994).

2.6. Caracterizacion molecular de Fusarium spp.

2.6.1. Extraccion de ADN. Los aislamientos seleccionados de cultivos monospéricos y
sembrados en medio de cultivo PDA en una camara de flujo laminar, fueron incubados a una
temperatura de 24°C durante 10 dias, tiempo suficiente para el desarrollo del hongo.
Transcurrido el tiempo de incubacion, y utilizando una espatula metalica estéril, se recogio el
micelio del aislado de Fusarium, depositandolo en microtubo Eppendorf de 1.5 mL, y se
mantuvo en hielo (0°C) (Gémez, 2008).

Para la extraccion de ADN se utilizé el método descrito por Caetano et al. (2015) con algunas
modificaciones; asi, en cada tubo con micelio se afiadié 500 pl de solucién tampén (250 ml
Tris-HCI 100 mM pH 7,2; 250 EDTA 100 mM pH 8 y 250 ml dodecil sulfato sédico (SDS) al
10% pH 7,2). Posteriormente, se realizO un macerado utilizando puntas de micropipeta
estériles, con el fin de romper las paredes celulares. Luego los tubos se incubaron a 65°C
durante una hora a bafio maria (memmert WNB 7). Transcurrida la incubacion se adiciono a
cada tubo 500 ul fenol/cloroformo/alcohol isoamilico, en proporcién de 25:24:1, los tubos se
agitaron por inversion durante cinco minutos y se centrifugaron a 13000 rpm durante 12
minutos, en una centrifuga (HERMLE Z 216 M). Los sobrenadantes fueron transferidos a
microtubos, a los cuales se les adiciono 500 ul de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), por
tubo; posteriormente, se agitaron por inversiéon durante cinco minutos y se centrifugaron a
13000 rpm durante 12 minutos. Los sobrenadantes fueron transferidos a microtubos, luego se
afiadieron 50 pl de acetato de sodio y 800 pl de etanol absoluto frio para precipitar el ADN.
Los tubos se dejaron a una temperatura de -20°C durante una noche. Transcurrido este tiempo,
se centrifugaron a 13000 rpm durante 12 minutos, luego se eliminé el sobrenadante y el pellet
contenido en la fase inferior del tubo se dejé secar a temperatura ambiente durante dos horas
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en la cdmara de flujo laminar. Finalmente, el ADN fue diluido en 30 ul de agua milig, para
luego determinar mediante apreciacion visual en gel de agarosa su integridad. Posteriormente,

se almaceno a -20°C hasta su uso para amplificar la region ITS y TEF 1 a.

2.6.2. PCR para amplificar la region ITS1 — ITS4. La region ITS del ADNr se amplifico
con los primers universales descritos por White et al., (1990) y Salazar, (2016); ITS1 (5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4. (5TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’),
sintetizados por Macrogen, Corea. La mezcla para la amplificacion se realizd en un volumen
de 30 pl, se adicionaron 15 pyL de Green Master mix (Biolabs ®), 1 uL de cada primer (10uM),
se agregaron 3 uL de ADN vy se complet6 con el agua libre de nucleasas. La amplificacion se
realizé en un termociclador (Labnet MultiGene™ OptiMax, de 96 pozos programable). Se
siguieron los ciclos de temperatura asi: 95°C por un minuto, para desnaturalizar las muestras,
35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, 55°C por un minuto para alineamiento,
extension de 72°C por 45 segundos, finalmente, elongacion a 72°C por cinco minutos y

terminacion a 4°C por cinco minutos.

2.6.3. PCR para amplificar la region TEF 1 a. Se amplifico la region del gen TEF Efla y
Ef2a con los cebadores 5ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3 y 5-
GGAGGTACCAGTGCATCATGTT-3, sintetizados por Macrogen, Corea (O’Donnell et al.,
1998; Salazar, 2016).

La reaccion de PCR se realiz6 en un volumen final de 30 pl, se adiciond 15 pl de Green Master
mix (Biolabs ®) 1 ul de cada iniciador, 3 pl de ADN y se complet6 con el agua libre de
nucleasas que contiene el kit. EI programa de PCR comprendié una desnaturalizacion inicial a
95°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos,
hibridacion a 56°C por 30 segundos, extension de 72°C por 1 minuto y una elongacion final de
72°C por 10 minutos y la terminacion a 4°C por cinco minutos. Las amplificaciones se llevaron

a cabo en un termociclador (Labnet, MultiGene™ OptiMax, de 96 pozos programable).

2.6.4. Electroforesis en gel de agarosa. Para la lectura se usé un marcador de peso molecular
de 100pb (Biolabs ®) en un gel de agarosa al 1,2%, revelando con HydraGreen™ (HydraGene),
luego este gel se corrio a 70 Voltios por 40 minutos en una camara de electroforesis horizontal.
Los geles obtenidos fueron observados en un transiluminador (Fotodyne 3-3500 Foto/Prepl
UV) para determinar la amplificacion de la banda esperada en las regiones ITS y TEF 1 a.
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2.6.5. Secuenciacion. Los productos de PCR se enviaron a secuenciar mediante el méetodo de
Sanger en el laboratorio de Macrogen, Corea Y se utilizo el software Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST, 2019) del NCBI (National Center for Biotechnology Information) para
la comparacion de las especies.

2.6.6. Analisis filogenético. Los resultados de la secuenciacién fueron editados con el
programa informético BioEdit (version 7.0.5.3). Tras la edicion de las secuencias, se realiz6 un
alineamiento multiple por ClustalW, mediante el programa informatico MEGA X (version
10.0). Con el mismo programa y a partir del alineamiento maultiple se construyé el arbol
filogenético, mediante el coeficiente de similitud del “vecino mas cercano” (Neighbor - joining
tree) (Lin et al., 2014); con un Bootstrap de 1000 réplicas y empleando el modelo de 2
parametros (Kimura, 1980).

Las secuencias de Trichoderma sp (Accesion N°MF185948.1) para TEF 1 a y (Accesion N°
MK108405.1) para ITS, depositadas en la base del GenBank, fueron seleccionadas para tener

una especie de referencia en la construccion del arbol filogenético.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Obtencidn de aislamientos. En total se obtuvieron 34 aislamientos de Fusarium sp. De
estos, 23 provinieron del municipio de San Pablo, seis del municipio de Ancuya y cinco del
municipio de Guaitarilla (Anexo 1). Se descartaron aquellos aislamientos que tenian

caracteristicas distintas a las que presenta el género Fusarium.

3.2. Caracterizacién morfoldgica de caracteres macroscopicos. A nivel macroscépico, se
observo diversidad en cuanto a color de las colonias, presentando apariencia algodonosay color
blanquecino-rosado a un rojo purpura en los primeros estados de desarrollo. Posteriormente,
conforme el micelio se desarrollo, se torno de un color levemente purpura en el centro del
mismo Yy otros tomaron un color rojo mas intenso. Por el reverso de la caja de Petri, se observé
un color morado oscuro hacia el centro en la mayoria de aislamientos y de un tono mas claro
hacia el borde externo (Anexo 2); estos resultados concuerdan con lo registrado por Retana et

al., (2017) como caracteristicas de Fusarium oxysporum.
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La tasa de crecimiento radial (TCR) dio como resultado un crecimiento rapido (>12 mm de
crecimiento por dia), en 29 aislamientos; esto concuerda con estudios realizados por Rodriguez
(2013) quien afirma que el crecimiento rapido en medio PDA es una caracteristica de Fusarium
oxysporum. Ademas en cinco aislamientos se encontr6 un crecimiento medio (10- 12 mm de
crecimiento por dia), correspondientes a SP 19, 21, 22, AN 24 y 26, esto posiblemente se debio
a la influencia del medio de cultivo utilizado, generando una variacion en la expresion de los
caracteres macroscopicos, como lo demuestran Lépez y Ldpez, (2004) en su investigacion,
donde indican que el pH y el tipo de medio son determinantes en el crecimiento de Fusarium

oxysporum (Anexo 3).

3.2.1. Caracterizacion morfoldgica de caracteres microscopicos.

Tabla 1. Morfologia microscépica de aislamientos evaluados.

Macroconidios Microconidios
(%]
g £
& @ 0 3 2 Especi
E 2 © = g © © 8 specie
© ) £ o @ <) = © g
z @ 5 = o % 5 i £
< g s < = L 8
P =z O
SP1 3 Medianas Redondeada Levemente 1 Ovalada Monofialides ~ Abundantes  F. oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada
SP2 3 Medianas Redondeada Levemente 0 Ovalada Monofialides  Abundantes  F. oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada
SP3 3 Medianas Redondeada Levemente 0 Ovalada Monofialides ~ Abundantes  F. oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada
SP4 4 Medianas Redondeada Levemente 0 Ovalada Monofialides ~ Abundantes  F. oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada
SP5 4 Medianas Redondeada Levemente 0 Ovalada Monofialides ~ Abundantes  F. oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada
SP5 3 Medianas Redondeada Levemente 0 Ovalada Monofialides ~ Abundantes  F. oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada
SP7 3 Medianas Redondeada Levemente 0 Ovalada Monofialides ~ Abundantes  F. oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada
SP8 3 Medianas Redondeada Levemente 0 Ovalada Monofialides ~ Abundantes  F. oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada
SP9 3 Medianas Redondeada Levemente 0 Ovalada Monofialides ~ Abundantes  F. oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada
SP10 3 Medianas Redondeada Levemente 1 Ovalada Monofialides ~ Abundantes  F. oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada
SP11 3 Medianas Redondeada Levemente 1 Ovalada Monofialides  Abundantes  F. oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada




SP12 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . OXysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

SP13 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . OXysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

SP14 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . OXysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

SP15 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . OXysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

SP16 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . OXysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

SP17 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

SP18 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

SP19 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

SP20 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

SP21 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

SP22 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

SP23 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

AN24 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . OXysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

AN25 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . OXysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

AN26 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . OXysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

AN27 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . OXysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

AN28 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . OXysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

AN29 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

GU30 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . oxysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

GU31 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . OXysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

GU32 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . OXysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

GU33 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . OXysporum
ligeramente curvado cortas
curvada

GU34 Medianas Redondeada Levemente Ovalada Monofialides ~ Abundantes . OXysporum
ligeramente curvado cortas

curvada




A nivel microscoépico, los macroconidios presentaron la forma tipica de Fusarium oxysporum,
aunque con algunas diferencias entre ellos, puesto que unos fueron un poco mas cortos y otros
menos curvos. En promedio cada uno tenia de 3 a 5 septos, con una célula apical redondeada
y una célula basal levemente curvada (Figura 1A). En el caso de los microconidios se observo
mas comunmente la forma oval, en la mayoria sin septos (Figura 1B), también se formaron
monofialides cortas (Figura 1C). Ademas se pudo observar clamidosporas de pared lisa, de
manera intercalar o terminal sencillas, en pares o en cadenas (Figura 1D) y la formacion de
microconidios creciendo en falsas cabezas (Figura 1E). Estos resultados se asemejan a los
obtenidos por Nelson et al., (1983), donde en sus estudios realiz6 la caracterizacion

morfoldgica de las especies de Fusarium sp.

Figura 1. Estructuras morfoldgicas de Fusarium oxysporum. A. Macroconidio septado, con célula apical y basal
alargada y ligeramente curvada. B. Microconidios ovales septados. C. Monofialides cortas. D. Clamidiosporas
de pared lisa. E. Microconidios creciendo en falsas cabezas.

3.3. Caracterizacion molecular. Se pudo determinar que en la mayoria de aislamientos se
obtuvo una buena cantidad de ADN, observando bandas claras e integras, de entre 260/ 280

(ng/0.5u0).
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Figura 2. Gel de agarosa al 1.2 % en TBE 0.5X para determinar la presencia de ADN en los aislamientos de
Fusarium evaluados (No. 1-15), (M) Marcador Lambda DNA, (Thermo scientific™).

3.3.1. Amplificacion por PCR de la region ITS y TEF 1a. La amplificacion por PCR, con
los cebadores ITS1 - ITS4 confirmaron la presencia de aislamientos del género Fusarium en
los aislamientos evaluados, dando como resultado amplificados de aproximadamente 560 pares
de bases (Figura 4). La region ITS es sin duda la mas usada a nivel mundial para la
amplificacion y deteccion de hongos como Fusarium sp. EI NCBI (2019) registra alrededor de
908145 secuencias de nucledtidos de las cuales 250764 corresponden a hospedantes de plantas.
Encontrandose cerca de 3856 articulos publicados hasta la fecha. Sin embargo, el nimero de
estos en los ultimos cinco afios se ha reducido debido a la introduccion de nuevos primers que

ofrecen mayor especificidad en los genes de interés (Salazar, 2016).

560 Pb

Figura 3. Gel de agarosa al 1.2% en TBE 0.5X para determinar la amplificacion de la banda de ITS 560 pb en los
aislamientos evaluados. MP (Marcador de peso molecular 100pb ADN ladder, (Thermo scientific™). N
(negativo) + (Positivo).

La amplificacion por PCR, con los cebadores Efla y Ef2a presentaron como resultado
amplificados de aproximadamente 700 pares de bases (Figura 5), siendo esta la banda esperada
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para el género Fusarium. La region TEF-1a posee un alto nivel de polimorfismo y genera una
sola copia que permite encontrar informacion de gran utilidad filogenética a nivel de especie
(O'Donnell et al., 1998).

700 Pb

Figura 4. Gel de agarosa al 1.2% en TBE 0.5X para determinar la amplificacion de la banda de TEF-10 a 700 pb
en los aislamientos evaluados. MP. Marcador de peso molecular 100pb ADN ladder, (Thermo scientific™.

3.3.2. Secuenciacion de la region ITSy TEF-1a. Para la region ITS, se pudo identificar que
los 34 aislamientos evaluados pertenecieron a Fusarium oxysporum. Se observd una
coincidencia absoluta en 22 aislamientos con 100 % de identidad, 10 aislamientos presentaron

un porcentaje mayor a 95% y dos aislamientos presentaron valores de 77 y 85 % de identidad.

El analisis de BLAST para la region TEF-1a en los 34 aislamientos dio como resultado que
todos pertenecieron a Fusarium oxysporum; de estos, se pudo determinar que 14 aislamientos
presentaron forma especial Fusarium oxysporum f. sp. Passiflorae. Se observé que 25
aislamientos presentaron un alto nivel de identidad con un porcentaje mayor a 98%, seis
aislamientos tuvieron un porcentaje mayor a 95% Yy tres aislamientos presentaron valores de
identidad de 85,90 y 91 % (Tabla 2).

Tabla 2. Identificacion a nivel de especie mediante analisis de porcentaje de similitud y cddigo
de accesién (segin GenBank) de las secuencias obtenidas en la region ITS (espacio interno
transcrito) y TEF-1a (Factor de elongacion de la traduccion).

cddigo ITS Accesion % TEF Accesion %
SP1 Fusarium oxysporum MK246922.1 100 Fusarium oxysporum MH582354.1 99
SP2 Fusarium oxysporum MK271759.1 100 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae JF332039.1 98
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SP3 Fusarium oxysporum MK246922.1 100 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae JF332039.1 96
SP4 Fusarium oxysporum MG251531.1 98 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae KX434919.1 99
SP5 Fusarium oxysporum MK212364.1 100 Fusarium oxysporum MH582354.1 97
SP6 Fusarium oxysporum MH752510.1 100 Fusarium oxysporum KU361438.1 99
SP7 Fusarium oxysporum MK246922.1 100 Fusarium oxysporum MF327628.1 90
SP8 Fusarium oxysporum MH221085.1 100 Fusarium oxysporum MH401561.1 99
SP9 Fusarium oxysporum MK246922.1 100 Fusarium oxysporum KY657530.1 99
SP10 Fusarium oxysporum KY910856.1 100 Fusarium oxysporum EU091046.1 100
SP11 Fusarium oxysporum MH115588.1 100 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae JF332039.1 98
SP12 Fusarium oxysporum MK239978.1 100 Fusarium oxysporum MH172303.1 100
SP13 Fusarium oxysporum MG975622.1 95 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae FJ985362.1 99
SP14 Fusarium oxysporum LS479732.1 95 Fusarium oxysporum MH582353.1 99
SP15 Fusarium oxysporum GQ121320.1 77 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae FJ985362.1 99
SP16 Fusarium oxysporum KU982608.1 99 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae JF332039.1 100
SP17 Fusarium oxysporum MH913119.1 100 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae KX434919.1 99
SP18 Fusarium oxysporum MH115588.1 100 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae KX434919.1 99
SP19 Fusarium oxysporum MK246922.1 99 Fusarium oxysporum MH401561.1 99
SP20 Fusarium oxysporum MK212364.1 100 Fusarium oxysporum HQ731058.1 91
SP21 Fusarium oxysporum MG798785.1 100 Fusarium oxysporum MH582354.1 97
SP22 Fusarium oxysporum KX823406.1 100 Fusarium oxysporum EU091046.1 85
SP23 Fusarium oxysporum MK156696.1 100 Fusarium oxysporum KX215038.1 96
AN24 Fusarium oxysporum MK204578.1 100 Fusarium oxysporum MH119941.1 96
AN25 Fusarium oxysporum MK185381.1 100 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae KX434919.1 99
AN26 Fusarium oxysporum MF280112.1 100 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae JF332039.1 99
AN27 Fusarium oxysporum MG407704.1 96 Fusarium oxysporum HQ731058.1 99
AN28 Fusarium oxysporum MH752510.1 100 Fusarium oxysporum JF794777.1 96
AN29 Fusarium oxysporum JN859839.1 99 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae KX434919.1 99
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GU30 Fusarium oxysporum MG975622.1 99 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae KX434919.1 99
GU31 Fusarium oxysporum MG975622.1 98 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae JF332039.1 98
GU32 Fusarium oxysporum MG272267.1 85 Fusarium oxysporum LS423229.1 99
GU33 Fusarium oxysporum KT223907.1 99 Fusarium oxysporum MF327621.1 98
GU34 Fusarium oxysporum MH752510.1 100 Fusarium oxysporum KY657530.1 98

3.3.3. Andlisis filogenético de la Region ITS

Figura 5. Arbol filogenético de las secuencias de Fusarium con el primer ITS 1-ITS 4 (Espacio interno transcrito)
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usando el coeficiente de similitud de Neighbor joining NJ. El arbol se elabor6 con un bootstrap de 1000 réplicas.

(SP: San Pablo; AN: Ancuya; GU: Guaitarilla).

A partir del arbol generado se puede ver un grupo claramente diferenciado que corresponden a
las especie Fusarium oxysporum. Ademas dentro de la especie existen cuatro subgrupos. En el
subgrupo uno se encuentran los aislamientos (SP10, SP12, AN28, SP23, SP7, SP2, SP1, SP5,
SP20, SP6, SP19, SP3, SP9, AN24, AN25, SP22, AN29, GU34, SP13, SP15, SP16, SP17,
SP11, SP18, SP21, AN27, GU30 y GU31); en el subgrupo dos se encuentran los aislamientos
(GU32, GU33, SP4 y SP8); en el subgrupo tres se encuentra el aislamiento (AN26) y en el
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cuarto subgrupo aparece el aislamiento (SP14). También, se puede apreciar que en la primera
parte del arbol se encuentran las minimas distancias entre los aislamientos evaluados,
mostrando una amplia similitud dentro del grupo, lo que indicd que la mayoria de estos
provenian de un ancestro comun debido a la homologia de sus secuencias (Geisser et al., 2013).

En un estudio realizado por Varon et al. (2009), donde llevaron a cabo una caracterizacion
patogénica y molecular de aislamientos de Fusarium sp procedentes de plantas de granadilla
con sintomas de secadera en el departamento del Huila, determinaron que la especie asociada
a esta enfermedad correspondi6 a Fusarium oxysporum, siendo igual al resultado obtenido en

esta investigacion utilizando la region ITS.

3.3.4. Andlisis filogenético de la Regién de TEF 1a
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Figura 6. Arbol filogenético de las secuencias de Fusarium con el primer TEF-1a (Factor de elongacién de la
traduccion) usando el coeficiente de similitud de Neighbor joining NJ. El arbol se elabord con un bootstrap de
1000 réplicas. (SP: San Pablo; AN: Ancuya; GU: Guaitarilla).

Se determind que para el cebador TEF1a, 14 aislamientos evaluados se clasificaron como
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (SP11, GU31, SP2, SP3, SP13, SP4, AN25, SP16,

GU30, AN29, SP18, SP15, SP17, AN26), provenientes de los Municipios de Ancuya, San
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Pablo y Guaitarillay 20 como Fusarium oxysporum (SP9, SP21, SP8, SP1, SP23. SP19, AN27,
GU33, AN24, SP6, AN28, GU34, SP22, SP5, SP10, GU32, SP20, SP7, SP12, SP14),

provenientes de los Municipios de Ancuya, San Pablo y Guaitarilla.

Entre las secuencias de aislamientos de F. oxysporum evaluados se observd que existe poca
diversidad dentro de este grupo, mostrandose una relacion entre las especies que presentan la
forma especial Passiflorae. Sin embargo, en este caso no se aprecia un agrupamiento con
relacion al origen geografico donde fueron tomadas las muestras. La variabilidad entre la
misma especie que se muestra en el arbol filogenético pudo deberse a que los diferentes
aislamientos pertenecian a un origen filogenético o linaje diferente (Nelson et al., 1994; Leslie
et al., 2006; O"Donnell et al., 2008; Balajee et al., 2009)

Los resultados de esta investigacion concuerdan con lo reportado por Patifio et al, 2015 quienes
realizaron el diagndstico del agente causal de la secadera en granadilla en Colombia, por medio
de la secuenciacion del espaciador intergénico (IGS) rDNA, obteniendo que las especies
causantes de esta enfermedad fueron Fusarium oxysporum y Fusarium solani, siendo este

ualtimo el de mayor ocurrencia en las muestras evaluadas.

Ademas, Londofio (2012), realizé la caracterizacion molecular de aislamientos de Fusarium
asociados a la secadera de Maracuya en el Valle del Cauca, obteniendo que Fusarium
oxysporum estaba entre los causantes de esta enfermedad; mostrando ademas que dentro del
grupo de F. oxysporum, se formaron otros subgrupos, lo cual demostrdé que existio una
variabilidad intraespecifica. Se considera que la fuente de variabilidad para esta especie que no
presenta reproduccion sexual, estaria asociada con mutaciones. Este fendmeno le facilita al
hongo la transferencia genética via anastomosis de hifas y a su vez la presencia de elementos
transposones; lo cual permite que con la reproduccion asexual se establezcan linajes clonales
dentro de la poblacién (Jacobson y Gordon, 1991; Salazar, 2016). Los elementos transposones
actian como generadores de la diversidad debido a que su actividad produce mutaciones
espontaneas y por consiguiente variabilidad en el genoma (McDonald et al., 1992; Daboussi y
Langin, 1994).

Fusarium oxysporum es un complejo de especies econémicamente importante, porque causa
dafios a una amplia variedad de cultivos agricolas (Baayen et al., 2000). Se han descrito méas
de 150 formas especiales que se caracterizan por presentar propiedades fisiologicas que le
otorgan la especializacién patogénica a determinadas especies, géneros o grupos de plantas
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(Arbeldez, 2000; Baayen et al., 2000); por lo que se ha asumido que estan altamente
relacionadas y presentan morfologia similar ain cuando pertenecen a diferentes grupos
bioldgicos (Kistler, 1997; Alanis et al, 2015).

Es asi como el estudio de la biologia de F. oxysporum es dificil al no poder distinguir formas
especiales del hongo con criterios exclusivamente morfologicos y, por tanto, no poder definir
que es una poblacion como tal dentro del complejo de especies F. oxysporum (Casado del
Castillo, 2017). La combinacion del concepto forma specialis con la definicidn tan amplia de
F. oxysporum a nivel morfolégico, ha hecho que durante mucho tiempo se haya considerado a
cada forma especial como un grupo monofilético (Leslie y Summerell, 2006) con un Unico
origen; sin embargo, trabajos recientes realizados con marcadores moleculares demuestran que
especies con la misma forma especial presentan origenes independientes (Alves-Santos et al.,
1999; Baayen et al., 2000; Kistler y Benny, 1988; O’Donnell et al., 1998). Las formas
especiales, a su vez, se subdividen en razas en funcion de la capacidad patogénica sobre una
serie de variedades de la planta huésped (variedades diferenciales). Asimismo, dentro de cada
raza se clasifican las estirpes segun el grado de virulencia mostrado frente al hospedador
(Alves-Santos et al., 2002; De Vega-Bartol et al., 2011).

4. CONCLUSIONES

La especie Fusarium oxysporum fue el hongo aislado en los tres municipios productores de
granadilla del departamento de Narifio y puede estar relacionado como el agente causal de la
Secadera en granadilla, en su forma especial Fusarium oxysporum f. sp Passiflorae. Ademas
las caracteristicas morfoldgicas de los aislamientos se correlacionaron con las reportadas para

esta especie.

El andlisis filogenético permitioé determinar que existio poca diversidad entre los aislamientos
evaluados, no encontrandose ninguna variacion en relacion con el origen geografico de las
muestras. Esto pudo suceder debido al uso de un solo ecotipo entre los productores,

denominada granadilla criolla.

Es necesario realizar pruebas de patogenicidad en todos los aislamientos obtenidos para
determinar el grado de afectacién que cada uno pueda tener en plantas de granadilla y verificar

la virulencia.
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6. ANEXOS

Anexo 1. Aislamientos obtenidos de plantas de Granadilla con sintomas de la enfermedad
conocida como secadera.

Numero codigo Municipio  Vereda Georreferenciacion Altura
aislamiento Aislamiento (msnm)
2 SP1 San Pablo Alto de laPlaya N 1°40°56.76" -W 77°1°24.74” 2052
3 SP2 San Pablo Alto de laPlaya N 1°40°55.84"" -W 77°1°23.17" 2052
4 SP3 San Pablo Alto de laPlaya N 1°40°56.25"" -W 77°1°25.14” 2052
6 SP4 San Pablo Alto de laPlaya N 1°40°57.84"" -W 77°1722.13" 2052
7 SP5 San Pablo Alto de laPlaya N 1°40756.22"" -W 77°1728.36" 2052
8 SP6 San Pablo Alto de laPlaya N 1°40°57.45"" -W 77°1°32.27" 2052
9 SP7 San Pablo Alto de laPlaya N 1°40°51,52""- W 77°1742.23" 2052
10 SP8 San Pablo Altode laPlaya N 1°4051,13""- W 77°1°42.72" 2052
11 SP9 San Pablo Altode laPlaya N 1°40°50,02""- W 77°1°43.58"" 2052
12 SP10 San Pablo Altode laPlaya N 1°4051,86""- W 77°1°43.21" 2052
13 SP11 San Pablo Altode laPlaya N 1°40°50,31""- W 77°1°42.23" 2052
14 SP12 San Pablo Altode laPlaya N 1°40°51,14""- W 77°1°42.13” 2052
15 SP13 San Pablo Altode laPlaya N 1°40°50,73""- W 77°1°43.44” 1910
16 SP14 San Pablo Altode laPlaya N 1°40°51,62""- W 77°1°43,36"" 1910
17 SP15 San Pablo Altode laPlaya N 1°40°51,75"- W 77°1°42.05” 1910
18 SP16 San Pablo Altode laPlaya N 1°40°50,84""- W 77°1°42.19” 1910
19 SP17 San Pablo Altode laPlaya N 1°40°51,32""- W 77°1°42.28" 1910
20 SP18 San Pablo Altode laPlaya N 1°41°09,54""- W 77°00°48.81"" 1910
22 SP19 San Pablo Alto de laPlaya N 1°41°10,01""- W 77°00°49.67"" 1910
23 SP20 San Pablo Alto de laPlaya N 1°41°09,14""- W 77°00°48.96" 1910
24 SP21 San Pablo Alto de laPlaya N 1°41°10,52""- W 77°00°49.74” 1910
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25 SP22 San Pablo Alto de laPlaya N 1°41°10,63""- W 77°00°48.81"" 1910
26 SP23 San Pablo Alto de laPlaya N 1°41°09,54""- W 77°00°49.56” 1910
28 AN24 Ancuya Indo N 1°12°43.55""-W 77°32°47.20” 2024
29 AN25 Ancuya Indo N 1°12°43.55""-W 77°32°47.20” 2024
30 AN26 Ancuya Indo N 1°12°43.55""-W 77°32°47.20” 2024
32 AN27 Ancuya El collal N 1°13" 02.65"-W 77°32°28.42"" 2278
33 AN28 Ancuya El collal N 1°13" 02.65"-W 77°32°28.42"" 2278
34 AN29 Ancuya El collal N 1°13" 02.65"-W 77°32°28.42"" 2278
36 GU30 Guaitarilla El Paramillo N 1°9°30.75" -W 77°29°1.54” 2221
38 GU31 Guaitarilla El Paramillo N 1°9°30.75" -W 77°29°1.54" 2221
41 GU32 Guaitarilla San Alejandro N 1°9736.23" -W 77°30710.18"" 2219
42 GU32 Guaitarilla San Alejandro N 1°9736.23" -W 77°30710.18"" 2219
43 GU34 Guaitarilla San Alejandro N 1°9736.23" -W 77°30710.18"" 2219

Anexo 2. Caracterizacion morfolégica de los aislamientos evaluados, de acuerdo a su
pigmentacion del micelio, comparado con el catalogo de colores The online Aduction Color

Chart® 2004.
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Anexo 3. Tasa de crecimiento radial de las muestras evaluadas.

Codigo Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento Didmetro Diadmetro
aislamiento radial (mm)/  radial (mm)/  radial (mm)/  radial (mm)/  radial (mm)/ radial (mm)/ Crecimiento  crecimiento dia
dia 3 dia 4 dia5 dia 6 dia7 dia 8 dia 4-3 6-5
SP1 40 55,3 63 77,4 85 87 15,3 14,4
SP2 42 57,7 65,7 79,5 82,5 90 157 13,8
SP3 39,8 56 60,7 74 86 89 16,2 13,3
SP4 38 52,6 64 76,8 86,5 87,5 14,6 12,8
SP5 40 56 60 73 84 89,5 16 13
SP6 39 58,7 62,3 75 85,7 87 19,7 12,7
SP7 42 56 60,3 73,2 87 92 14 12,9
SP8 43 56,7 65,8 79,3 86,7 90 13,7 13,5
SP9 43 55,6 63 78,6 88,7 91 12,6 15,6
SP10 45 58,9 68 815 82,5 86,5 13,9 13,5
SP11 43 57 64 77,6 89 90 14 13,6
SP12 42 55,7 64,5 79 78 85 13,7 14,5
SP13 39 534 60,8 74 86,5 90 14,4 13,2
SP14 45 65,2 74 88 86 90,5 20,2 14
SP15 43,0 58 65 79,6 90 92 15 14,6
SP16 43 58,2 66 79 88,6 91 15,2 13
SP17 43 55,6 65,4 77,8 89 91 12,6 12,4
SP18 44 58,6 60,6 74 86 89 15 13,4
SP19 43 54 63,6 73,8 77 88,6 11 10,2
SP20 40 53,1 64 725 80 87,5 13,1 8,5
SP21 39,4 50,6 63,2 74,2 85,2 89 11,2 11
SP22 45 56 64,3 75,1 86 90,4 11 10,8
SP23 41 58,8 67 79,8 86 915 17,8 12,8
AN24 43 54,2 62 73,7 85,6 87,6 11,2 11,7
AN25 38 52 64,9 78 89 90,2 14 131
AN26 43 54,6 67,8 78,4 88,7 89 11,6 10,6
AN27 44,6 59 78 90 92 92 14,4 12
AN28 42 56 75,6 88,6 92 92 14 13
AN29 42 55,8 66 78,6 89,6 90 13,8 12,6
GU30 40 54,8 66 80,5 87,6 92 14,8 14,5
Gu3l 42 57 70 84 88,6 91,5 15 14
GU32 45 57,4 68 80,6 90 92 12,4 12,6
GU33 42,7 57,2 69,6 86,9 92 92 14,5 17,3
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Gu34

57

69

84,5

90

92

15
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