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Resumen

Delgado-Méndez C.G., J. Castaño-Zapata, B. Villegas-Estrada: Caracterización del agente causante de 
la Roña del Maracuyá (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener) en Colombia. Rev. Acad. Colomb. Cienc. 37 
(143): 215-227, 2013. ISSN 0370-3908.

Los cultivos de maracuyá y otras pasifloras en Colombia regularmente son afectados por la Roña, una enferme-
dad degenerativa que afecta diferentes tejidos de la planta, sin embargo la etiología de la enfermedad no es bien 
conocida, lo que motivó esta investigación con el objetivo de establecer la verdadera etiología de la enfermedad 
a partir de pruebas de patogenicidad y caracterización morfológica del agente causante, complementadas con 
la caracterización molecular del patógeno utilizando la amplificaron de las regiones ITS del ADNr y del gen 
Actin, enzimas de restricción y secuenciación; concluyendo que la especie del hongo Cladosporium cladospo-
rioides, es la causante de la Roña del maracuyá en Colombia.

Palabras clave: patogenicidad, morfología, RFLP, secuenciación, Cladosporium cladosporioides.

Abstract

The passion fruit and other passion flower crops in Colombia regularly are affected by scab, a degenerative 
disease that attacks different parts of the plant, however the etiology of the disease is not completely known, 
which led to do this research to establish the etiology of the disease through pathogenicity tests and morpho-
logical characteristics of the causal agent, complemented with molecular characterization using the amplified 
rDNA ITS region and Actin region gen, restriction enzymes and sequencing, concluding that Cladosporium 
cladosporioides is the causal agent of passion fruit scab in Colombia.

Key words: pathogenicity, morphology, RFLP, sequencing, Cladosporium cladosporioides.
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Introducción

En Colombia, las pasifloras que se cultivan comercialmente 
son: maracuyá (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener), gra-
nadilla (P. ligularis Juss) y gulupa (P. edulis f. edulis Sims); 
y de manera artesanal, badea (P. quadrangularis L.) y curuba 
(P. mollissima Bailey) (Jaramillo, 1993). Dada la gran de-
manda de estos productos en el ámbito internacional, se han 
ido extendiendo las áreas de cultivo y se ha mejorado el ma-
nejo técnico debido a investigaciones acerca de la fisiología 
y control de plagas y enfermedades (Jaramillo, 1993).

Dentro de los problemas fitosanitarios del cultivo de mara-
cuyá, se destaca una enfermedad conocida como Roña, de 
la cual se han escrito reportes que muestran un escaso co-
nocimiento respecto a la identidad del agente causante de la 
enfermedad. Esta enfermedad fue descrita por primera vez 
en Australia sobre frutos de maracuyá (Simmonds, 1932). 
La enfermedad se describe como “Verrugosis” debido a los 
hinchamientos sobre el fruto, y se destaca su importancia a 
causa del deterioro de su apariencia y por consiguiente la 
disminución del valor comercial de la fruta (Figura 1). Si-
mmonds (1932), en Australia identificó a Cladosporium 
herbarum, sin embargo, existen muchas discrepancias entre 
investigadores acerca del patógeno causante de esta enfer-
medad (Goes, 1998).

Cladosporium oxysporum fue reportado como el agente cau-
sante en Zimbabwe y Australia y C. cladosporioides y C. 
herbarum en Brasil (Bates, 1954; Persley, 1993; Barreto 
et al., 1996). 

Los hongos del género Cladosporium Link, pertenecen a 
la clase Deuteromycetes, orden Moniliales, familia De-
matiaceae. Son clasificados como hongos imperfectos y la 

especie tipo del género Cladosporium es C. herbarum, su 
fase perfecta o teleomorfo es Mycosphaerella tassiana Jo-
hans (Ellis, 1971), y según Kirk et al. (2001), pertenece a 
la clase Ascomycetes, subclase Dothydeomycetidade, orden 
Mycosphaerellales, familia Mycosphaerellaceae. Esta espe-
cie presenta gran abundancia de esporas asexuales, llamadas 
conidios. Los conidios son producidos en conidióforos gran-
des y oscuros que pueden ramificar en el ápice, y siempre 
están dispuestos sobre conidióforos en grupos ramificados.

C. oxysporum, produce conidióforos, rectos o ligeramente 
flexuosos, de color marrón pálido y hasta 500 μm de largo y 
3-5 μm de ancho, con hinchazones intercalares de 6-8 μm de 
diámetro (Ellis, 1971). Los conidios son cilíndricos y con los 
extremos redondeados, elipsoidales, o subesféricos, de color 
marrón pálido o subhialinos de 5-30 x 3-6 μm, y se producen 
solos o en cadenas ramificadas (Ellis, 1971).

Los conidióforos de C. cladosporioides y C. herbarum son 
de color marrón claro y producen conidios desde la parte 
central hasta la parte superior del conidióforo (Domsch et 
al., 1980). Los conidióforos de C. cladosporioides son de 
2-6 μm de ancho y hasta 350 μm de largo, y producen coni-
dios unicelulares elipsoidales color marrón de 3-7 × 2-4 μm. 
Los conidióforos de C. herbarum son de 3-6 μm de ancho 
y hasta 250 μm de largo, y producen conidios color marrón 
amarillentos de 5,5-13 × 3,8-6,0 μm, que normalmente son 
unicelulares.

Cladosporium, también es un hongo saprófito de plantas en 
descomposición, textiles, cuero, caucho y madera, además 
es parásito de Gramíneas fundamentalmente, sus esporas en 
general son de tamaño aproximado de 10 μm de largo y 4 
μm de ancho, de forma elipsoidal y de color hialino a marrón 
amarillento (Agrios, 2005). También produce conidióforos 
largos y oscuros que crecen en posición vertical, sus coni-
dios son ovalados, irregulares o cilíndricos de color marrón 
oscuro o negro, y puede consistir de una a tres células, y 
dan al hongo una apariencia aterciopelada oscura. La germi-
nación de los conidios es favorecida por una alta humedad 
ambiental y pueden causar lesiones en hojas, ramas o frutos 
(Agrios, 2005).

Las técnicas de caracterización morfológica y molecular, 
constituyen herramientas importantes que permiten una 
identificación completa de microorganismos. Debido a que 
en Colombia, no existe un trabajo de investigación que es-
tablezca la verdadera identidad de aislamientos patogénicos 
de Cladosporium spp. causando la Roña en plantaciones de 
maracuyá, esta investigación tuvo como objetivo identificar 
morfológica y molecularmente el agente causante de esta en-
fermedad. 

Figura 1. Sintomatología de Roña en un fruto de maracuyá.
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Materiales y métodos

Obtención de cultivos monospóricos

Se colectaron 40 muestras de frutos enfermos de maracuyá, 
granadilla y gulupa con síntomas típicos de Roña en los de-
partamentos de Huila (cinco de gulupa, cuatro de granadilla, 
cuatro de maracuyá), Caldas (diez de maracuyá), Valle del 
Cauca (tres de granadilla, tres de maracuyá, uno de gulupa), 
Boyacá (cuatro de gulupa), Cundinamarca (tres de maracuyá, 
uno de gulupa) y Tolima (uno de granadilla, uno de gulupa).

Las muestras se codificaron de acuerdo con el hospedante 
y lugar de origen. Se procesaron individualmente cortando 
fragmentos de tejido sano y enfermo de aproximadamente 
2 mm2, se lavaron con agua destilada estéril (ADE) durante 
10 min, y luego se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 
1% durante 1 min. Luego se enjuagaron con ADE y fueron 
sumergidos en etanol al 70% durante 1 min, finalmente se 
enjuagaron con ADE (Álvarez et al., 2004). Posteriormente 
se realizó siembra directa sobre cajas Petri conteniendo pa-
pa-dextrosa-agar, PDA (39 g/L), agar nutritivo, AN (42 g/L), 
y agar-jugo V8, AV8 (200 mL de jugo V8/ L). Finalmente, 
las cajas Petri se marcaron y sellaron con papel vinipel y 
fueron incubadas a una temperatura de 23°C y luz continua.

Para obtener cultivos monospóricos se sembró por agota-
miento una asada de esporas del aislamiento puro, en cajas 
Petri con agar-dextrosa, AD (agar 15 g, dextrosa 20 g/L), 
incubándolas a 27°C en oscuridad por 24 h. Los aislamientos 
se observaron al estereoscopio ubicando esporas individua-
les germinadas, se marcó el sitio con un micro gancho sobre 
el medio y luego se verificó en el microscopio la presencia 
de esporas individuales. Se transfirió un fragmento del me-
dio con la espora seleccionada a una caja Petri con PDA + 
estreptomicina (300 mg/L), teniendo la precaución de que la 
espora quedara en contacto con el medio. Se obtuvieron 40 
aislamientos, Los cuales fueron conservados en papel filtro 
a 4ºC y -20ºC, utilizando sobres de papel kraft, para evitar 
la contaminación y conservar su viabilidad y patogenicidad. 
Luego de ser almacenados, se reactivaron los aislamientos 
cada dos meses para verificar su viabilidad y utilizarlos en 
las pruebas de patogenicidad (Aricapa & Correa, 1994). 

Caracterización morfológica

Se registró tasa de crecimiento, textura y color de la colonia, 
y forma y tamaño de los conidios. De cada aislamiento de-
sarrollado en medio PDA + estreptomicina, se tomaron dis-
cos de aproximadamente 3 mm de diámetro de crecimiento 
micelial del hongo y se transfirieron a cajas Petri con PDA 
+ Acido láctico al 25%. Finalmente las cajas se incubaron a 
24ºC durante 15 días.

La tasa de crecimiento micelial (cm. día-1) se determinó me-
diante la fórmula propuesta por Mead et al. (1993): 

TC= (Cf-Ci) / (Tf-Ti)

Donde:

Cf = Crecimiento final
Ci= Crecimiento inicial
Tf= Tiempo final
Ti= Tiempo inicial

La caracterización morfológica de las colonias se inició a los 
8 días de la siembra, se evaluó el diámetro, textura y color 
de las colonias durante 8 días (Manzo et al., 2001; Jiménez, 
2008). Para tal fin, los conidios, se montaron en portaobje-
tos y se observaron mediante un microscopio de luz, marca 
Revelation III LW Scientific, a través de los objetivos 40X y 
100X. La determinación del tamaño de las esporas se realizó 
mediante un micrómetro marca B&L, midiendo el largo y 
ancho de 20 conidios elegidos al azar de cada aislamiento 
(Castaño-Zapata, 1998). 

Se realizó un análisis de varianza para cada uno de los tra-
tamientos (aislamientos) previa comprobación de la norma-
lidad, y la separación de medias según la prueba de Tukey a 
nivel del 5%.

Pruebas de patogenicidad

Las pruebas fueron ejecutadas bajo condiciones de campo 
en la granja Luker, utilizando hojas y frutos sanos de ma-
racuyá variedad Luker, de aproximadamente dos semanas 
de edad. Las condiciones agroecológicas de la granja son: 
temperatura media 22,5ºC, altitud 1.100 msnm, precipitación 
anual 2.074 mm y brillo solar 1.791,4 h. Las inoculaciones 
se realizaron el mismo día para que los aislamientos tuvieran 
las mismas condiciones ambientales. Se inocularon 10 hojas 
y 10 frutos con cada aislamiento. las hojas y frutos antes de 
la inoculación, se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 
1%, luego se les produjeron heridas pequeñas mediante una 
aguja estéril, e inmediatamente después se les asperjó una 
suspensión de 1 x 106 conidios/mL de agua, cubriendo com-
pletamente el área herida (Figura 2). Para tal efecto se usó 
un aspersor marca “Plastihogar” de 200 mL de capacidad. 
Los frutos y hojas inoculados se mantuvieron adheridos a 
las plantas y fueron cubiertos con una bolsa de tul, que fue 
sellada con plastilina para evitar la entrada de insectos que 
pudieran alterar el ensayo. El testigo consistió en hacer heri-
das pequeñas mediante una aguja estéril y asperjar agua des-
tilada estéril a las hojas y los frutos, cubriendo por completo 
los tejidos (Saldarriaga-Cardona et al., 2008; Dhingra & 
Sinclair, 1985; FAO, 1985; French & Hebert, 1982). Las 
variables registradas fueron periodo de incubación e inciden-
cia de la enfermedad.
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Los 40 aislamientos obtenidos de tejidos de maracuyá, gra-
nadilla y gulupa fueron inoculados siguiendo los postulados 
de Robert Koch. 

Caracterización molecular

La caracterización molecular se realizó en el laboratorio de 
patología de yuca y frutas tropicales del Centro Internacional 
de Agricultura Tropical-CIAT, Palmira, donde se aplicaron 
tres diferentes técnicas como son: amplificación de los espa-

A
D

ciadores internos transcritos (ITS, por sus siglas en inglés), 
amplificación del gen Actin y análisis del Polimorfismo en la 
Longitud de los Fragmentos de Restricción (RFLP, por sus 
siglas en inglés) para determinar una o varias especies de 
Cladosporium como causantes de la Roña.

Obtención del micelio

Los aislamientos se sembraron en Erlenmeyer de 250 mL con 
100 mL de medio papa-dextrosa, PD (extracto de papa 200 g, 

A

B

C

D

Figura 2. Metodología de inoculación en condiciones de campo de Cladosporium spp. A) Selección del fruto. B) Punción del fruto con aguja 
estéril. C) Aspersión de la suspensión conidial en el fruto. D) Cubrimiento del fruto con bolsa de tul sellada con plastilina. 
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dextrosa 20 g, agua destilada estéril 800 mL), se incubaron a 
23ºC en una incubadora marca WTB binder, durante 12 días. 
Se hizo un filtrado del hongo colocando el micelio sobre pa-
pel filtro Whatman Nº2 dentro de un embudo de cerámica 
(Buchner funnel) unido a un Erlenmeyer y a una bomba de 
vacío, haciendo un lavado con agua destilada estéril.

Se tomó el micelio del papel filtro y se pasó a cajas Petri, las 
cuales fueron conservadas en una incubadora marca Thermo 
scientific, a 37°C por 8 h para extraer la humedad, poste-
riormente el micelio se maceró con nitrógeno líquido y se 
depositó en tubos eppendorf estériles de 2 mL de capacidad, 
los cuales se conservaron a -20°C.

Extracción y cuantificación de ADN

La extracción se realizó siguiendo el protocolo descrito por 
Álvarez et al. (2004), modificado por Delgado (2011). Se 
cuantificó la concentración del ADN en un espectrofotóme-
tro NanoDrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilming-
ton, DE) y se utilizó a una concentración de 5 ng/μL.

Amplificación de las regiones ITS del ADNr

Para la amplificación de las regiones ITS del ADN riboso-
mal (ADNr) se utilizaron los cebadores universales ITS1/
ITS4 e ITS4/ITS5 ITS1: (5´-TCCGTAGGTGAACCT-
GCGG-´3), ITS4: (5´TCCTCCGCTTATTGATATGC-´3), 
ITS5: (5´GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-´3) (White, 
1990). Las reacciones de PCR fueron calculadas para 30 μL; 
se utilizó las condiciones de amplificación reportadas por 
Wirsel et al. (2002).

Los resultados se evaluaron mediante electroforesis en geles 
de agarosa al 1,2% teñidos con el reactivo Gel red sobre Bu-
ffer TAE 1X y visualizados bajo luz UV. En la electroforesis 
se utilizó un marcador molecular de ADN HyperLadder II 
(Bioline; Batch #: H2K2-1008).

Amplificación del gen Actin

Para la amplificación del gen Actin de los 30 aislamientos, se 
utilizaron los cebadores específicos para el género Clados-
porium CladActF1-CladActR1 y CladActF3-CladActR3. El 
coctel de la reacción de PCR contenía 0,5 μL de una solución 
de ADN fúngico en 50 μL de mezcla de reacción (1 X PCR 
buffer (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth, Alemania), 
1,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTPs, 0,5 mg/mL BSA bovine 
serum albumin, 0,3 μL de cada primer, y 0,04 U/μL de Taq 
Polimerasa (MBI Fermentas). Las condiciones de amplifica-
ciones se hicieron de acuerdo con las reportadas por Wirsel 
et al. (2002), ligeramente modificadas por Delgado (2011).

RFLP

Se utilizaron las enzimas de restricción HaeIII, HpaII, RsaI, 
AluI, y TaqI con el fin de encontrar diferencias entre la se-
cuencia de nucleótidos de los 30 aislamientos de Cladospo-
rium seleccionados. 

Posteriormente se hizo una electroforesis en gel de agarosa 
al 3,0%, con Buffer TAE 1X y se visualizaron los resultados 
bajo luz UV. Para la observación de los fragmentos se utilizó 
un marcador molecular de ADN HyperLadder II (Bioline; 
Batch #: H2K2-1008). 

Secuenciación

El ADN amplificado para las regiones ITS1, ITS4 e ITS5 
del ADNr de 13 aislamientos y para el gen Actin de 10 ais-
lamientos fue secuenciado en la Universidad del estado de 
Iowa, Estados Unidos. Se limpiaron y se ensamblaron las 
secuencias con el programa ChromasPro versión 1,5 (Tech-
nilysium Pty Ltd.) donde se desplegaron los electroferogra-
mas. Posteriormente, con el programa Blast se hizo la anota-
ción y se buscó la identidad del patógeno en la base de datos 
del Centro Nacional para la Información Biotecnológica 
(NCBI, por sus siglas en inglés).

Adicionalmente, se construyó un árbol filogenético con las 
secuencias, utilizando la herramienta Geneious Tree Builder, 
empleando el modelo de distancia genética de Jukes – Can-
tor mediante el método de Evolución mínima y análisis esta-
dístico de probabilidad (bootstrap) con 500 réplicas.

Análisis filogenético

El análisis filogenético fue hecho usando las secuencias am-
plificadas de las regiones ITS1, ITS4, ITS5 y Actin del ADNr 
de los aislamientos amplificados en el paso anterior. las se-
cuencias forward y reverse, fueron limpiadas y ensambladas 
en el programa ChromasPro versión 1,49; una vez completas 
las bases, los nucleótidos fueron alineados usando el pro-
grama CLUSTALW. Luego se utilizó el programa MEGA 
versión 4,0 de donde se obtuvo una secuencia completa y se 
realizó el análisis filogenético. Los grupos de múltiples datos 
fueron generados a través de la opción bootstrap y analiza-
dos por el método de parsimonia de ADN.

El método de neighbor-joining fue usado para analizar la 
distancia de las matrices producida de los grupos de múlti-
ples datos y para generar los arboles filogenéticos. Después 
del alineamiento se generaron mapas de sitios de restricción 
usando el programa pDRAW32 versión 1,1.110 y los ma-
pas fueron alineados manualmente para su comparación, 
también fueron examinados por concordancia con sitios de 
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restricción previamente identificados por la digestión enzi-
mática y comparados con las de las regiones ITS y del gen 
Actin de C. herbarum, C. oxysporum, C. cladosporioides, 
C. tenuissimum, Cladosporium sp., Mycosphaerella grami-
nicola y Septoria tritici seleccionadas de la base de datos del 
Gen-Bank. Por último se realizaron cortes virtuales con las 
enzimas de restricción BsiEI, BtgZI, TifI y TspDTI a todas 
las secuencias incluidas en el ensayo para verificar la simili-
tud de las secuencias de nuestros aislamientos con las obte-
nidas en el Gen-Bank de las otras especies de Cladosporium 
para evidenciar su similitud o diferencia.

Resultados 

Colección y obtención de los aislamientos

De cada muestra colectada se obtuvo un aislamiento para 
una colección de 40, 30 pertenecientes al género Cladospo-
rium y 10 al género Colletotrichum. El cultivo de los aisla-
mientos en PDA incubados a 24ºC en ausencia de luz por 12 
días fue la más efectiva para la obtención y esporulación de 
los hongos.

Pruebas de patogenicidad

Se reprodujeron los síntomas de la enfermedad en hojas y 
frutos de maracuyá en condiciones de campo con los 10 
aislamientos de Cladosporium spp. procedentes del depar-
tamento de Caldas.

Las hojas empezaron a manifestar síntomas de la enferme-
dad (periodo de incubación) después de 4-6 días. Los prime-
ros síntomas consistieron en manchas pequeñas, de aproxi-
madamente 1mm de diámetro, redondeadas, de color marrón 

oscuro (Figura 3A). La esporulación del hongo (periodo de 
latencia), se observó después de 6 días de la aparición de los 
primeros síntomas (Figura 3B).

Los síntomas en frutos se manifestaron a través de lesiones 
pequeñas de color blanco o gris abultados, de forma circular 
que a través del tiempo se convirtieron en costras erupentes 
amorfas (Figura 3C). Los síntomas primarios fueron evi-
dentes después del sexto día de la inoculación. Las lesiones 
fueron aumentando su tamaño y afectaron varias partes del 
fruto, sin embargo ésta es una enfermedad que no afecta la 
pulpa, presentándose sólo superficialmente. Las lesiones va-
riaron en forma y tamaño, y las costras aumentaron de tama-
ño a medida que el fruto creció. Los frutos que se emplearon 
como controles permanecieron sanos.

Caracterización morfológica de los aislamientos

Los aislamientos seleccionados para la caracterización mor-
fológica fueron del género Cladosporium, debido a que fue-
ron los únicos que produjeron patogenicidad

Dichos aislamientos después de 8 días de sembrados en PDA 
+ AL y conservados a 24°C, presentaron diferentes tonalida-
des de color, en el 67% de los cuales predominó consistente-
mente el color verde oliváceo como fondo del aislamiento y 
algunas veces rodeado por un color gris claro (Figura 4A). El 
20% de los aislamientos tuvo un color verde claro amarillen-
to (Figura 4B) y el 13% restante mostró un color gris claro 
con círculos concéntricos (Figura 4C). 

La textura de los aislamientos varió desde aterciopelada y 
corrugada en el centro, que con el tiempo presentó algún tipo 
de masa algodonosa en el centro, hasta una textura atercio-
pelada.

A

Figura 3. Prueba de patogenicidad de Cladosporium spp. sobre maracuyá. A) Síntomas de Roña en hoja. B) Esporulación de Cladosporium 
spp. después de 6 días de la inoculación. C) Síntomas de Roña en fruto de maracuyá.

A B C
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Tasa de crecimiento in vitro

El análisis de varianza mostró diferencia altamente signifi-
cativa entre los aislamientos. La mayor tasa de crecimiento 
la tuvo el aislamiento GRLUK-MA-9 con 0,370833 cm/día 
y la menor, el aislamiento HUGA-GU-1 con 0,270833 cm/
día. En general todos los aislamientos que tuvieron patoge-
nicidad presentaron una tasa de crecimiento diaria alta, entre 
0,33 y 0,37 cm/día. 

Tamaño y forma de los conidios

El análisis de varianza mostró diferencias significativas entre 
la longitud de los conidios de los aislamientos analizados. 

Los valores fluctuaron entre 6,46µm y 7,595 µm. El ancho 
de los conidios presentó valores significativamente diferen-
tes y en promedio fue de 3,035µm. Los 30 aislamientos de 
Cladosporium produjeron conidios en conidióforos gran-
des y oscuros, dispuestos sobre conidióforos en grupos ra-
mificados, los conidios tuvieron forma ovalada, irregular o 
cilíndrica de color marrón oscuro o negro. Estos conidios 
típicamente mostraron una cicatriz pequeña en sus extremos 
formada por la gemación sucesiva del conidio anterior (Fi-
gura 5).

Figura 4. Coloración de Cladosporium a los 10 días de crecimiento en PDA-acidificado. A) Aislamiento de color verde oliváceo.
B) Aislamiento de color verde claro amarillento y C) Aislamiento de color gris claro con círculos concéntricos. 

A B C

Figura 5: Morfología de los conidios de un aislamiento de Cladosporium spp. vista al microscopio de 
luz con el objetivo de 40X, mostrando longitudes aproximadas de 7,5µm de longitud y 3,0µm de ancho.
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Caracterización molecular 

Los 30 aislamientos de Cladosporium crecieron en medio lí-
quido PD y se obtuvo un crecimiento puro al cabo de 12 días.

Extracción y cuantificación de ADN 

El procedimiento de extracción del ADN de los 30 aislamien-
tos permitió obtener un ADN limpio en cantidades entre 280 
y 700 ng/µL de ADN. Al final, para el proceso de amplifica-
ción con cebadores para ITS y Actin todos los aislamientos 
se utilizaron a una concentración de 5 ng/µL. 

Amplificación de las regiones ITS y Actin

La amplificación mediante PCR con los cebadores ITS1/
ITS4 e ITS4/ITS5 mostró fragmentos de ADN de 560 bp, 
mientras que la amplificación del gen Actin con cebadores 
específicos para el género Cladosporium: CladActF1-Cla-
dActR1 y CladActF3-CladActR3, mostró fragmentos de 
ADN de 440 bp, en los 30 aislamientos, lo cual indicó que 
todos los aislamientos pertenecen al género Cladosporium. 
(Figura 6).

RFLP’s

La digestión de las secuencias ITS y Actin indicaron patro-
nes idénticos para los 30 aislamientos de Cladosporium.

Los patrones de restricción invariables entre los aislamientos 
evidenciaron que no hubo una diferencia molecular notoria 
entre estos con cualquiera de las cinco enzimas utilizadas, lo 
que sugiere que los aislamientos de Cladosporium obtenidos 
pertenecen a una misma especie (Figura 7). 

Secuenciación de las regiones ITS y Actin

La secuencia de nucleótidos de las regiones ITS del ADNr 
editadas con el programa ChromasPro produjo un alinea-
miento general de 539 pb. La secuencia de nucleótidos del 
gen Actin con los cebadores CladActF3-CladActR3 generó 
un alineamiento de 401 pb. El alineamiento de las secuencias 
de las regiones ITS y Actin indicó que no había diferencias 
entre los aislamientos de Cladosporium, las secuencias fue-
ron idénticas para los 13 aislamientos amplificados con ITS, 
ITS4 e ITS5, el mismo resultado se obtuvo para las secuen-
cias del gen Actin de los 10 aislamientos seleccionados. 

El análisis Blast en el Gen-Bank de una única secuencia de 
nucleotidos representativa de las regiones ITS de los 13 ais-
lamientos secuenciados indicó que los aislamientos de Cla-
dosporium obtenidos en el muestreo de campo, pertenecen 
a la especie C. cladosporioides, con una similitud entre se-
cuencias de nucleótidos entre 94 y 100% (Tabla 1).

Figura 6. Productos amplificados con los cebadores ITS y Actin. El pozo M corresponde al marcador de peso molecular, 
los pozos 1-6 indican productos de PCR amplificados con ITS 1-4; los pozos 7-12 indican productos amplificados del 

gen Actin con los cebadores CladActF1 y CladActR1.
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Tabla 1. Secuencias de las regiones ITS-ADNr de los aisla-
mientos obtenidos comparadas con secuencias almacenadas 

en el Gen-Bank.

Accesión
Pun-

tuación 
máxima

Identi-
ficación 
máxima

Identidad Espacios

HQ832794 Cladospo-
rium cladosporioides 
LH14

992 100% 537/537 
(100%)

0/537 
(0%)

HQ717404 Cladospo-
rium sp. LH-CAF5 991 98% 527/537 

(98%)
2/537 
(1%)

HQ631003 Cladospo-
rium sp. TMS-2011 991 99% 536/537 

(99%)
1/537 
(1%)

Cladosporium
phaenocomae 
strain CPC 18221 18S

990 97% 522/537 
(97%)

6/537 
(2%)

HM559431 Pteris
vittata ecotype LD 990 96% 519/537 

(96%)
12/537 
(3%)

HM559430 Pteris
vittata ecotype KM 990 95% 519/537 

(96%)
14/537 
(4%)

HM559425 Pteris
vittata ecotype GZ 990 96% 521/537 

(97%)
13/537 
(3%)

HM559422 Pteris
vittata ecotype DP 990 96% 520/537 

(97%)
14/537 
(3%)

HM559421 Pteris
vittata ecotype DC 990 95% 518/537 

(96%)
10/537 
(3%)

HM559418 Pteris
vittata ecotype CX 990 95% 518/537 

(96%)
12/537 
(3%)

GU054204 Uncultured 
fungus clone L042885-
122-065-10

990 94% 515/537 
(96%)

15/537 
(5%)

Análisis filogenético

El análisis filogenético y la utilización de cladogramas per-
mitió realizar un agrupamiento específico entre las especies 
de Cladosporium obtenidas a partir de la secuenciación y la 
base de datos del Gen-Bank. Este agrupamiento refleja la 
similitud filogenética que tienen los aislamientos obtenidos 
en este ensayo con la especie C. cladosporioides al mismo 
tiempo que se diferencian de especies como C. oxysporum, 
C. tenuissimum, C. herbarum y Cladosporium sp.

Los resultados del análisis filogenético entre las secuencias 
de los aislamientos seleccionados de regiones ITS y gen Ac-
tin con las accesiones obtenidas del Gen-Bank mostraron 
varias metodologías para agrupar los aislamientos de Cla-
dosporium, y en este caso el método de evolución mínima 
permitió obtener un cladograma de mejor definición (Figura 
8). Las secuencias de la región ITS de los aislamientos ob-
tenidos en este estudio y de las especies de Cladosporium 
obtenidas del Gen-Bank comparadas con la secuencia de M. 
graminicola formaron cladogramas completamente aparte y 
sin ninguna relación entre estos (Figura 8A), al igual que 
los resultados de las secuencias de la región del gen Actin 
comparados con S. tritici (Figura 8B). Para el caso de los 
aislamientos obtenidos en este trabajo, el agrupamiento los 
llevó hacia la especie C. cladosporioides (Figura 8).

Los aislamientos obtenidos en este estudio se agrupan en el 
árbol con el código de cada aislamiento; en cada nodo los 
valores representan el respectivo valor de “bootstrap”, obte-
nido a partir del análisis con 500 repeticiones.

El análisis de la secuencia obtenida de las regiones ITS y Ac-
tin imitando cortes con enzimas de restricción y posteriores 

Figura 7. RFLP de las secuencias ITS digeridas con la enzima Taq I. 
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A B

Figura 8. Cladogramas del análisis de las secuencias de nucleótidos de la región ITS del ADNr (A) y del gen Actin (B) para 
13 y 10 aislamientos de Cladosporium spp. respectivamente, aislados de pasifloras.

Figura 9. Comparación de patrones de RFLP y digestiones virtuales de las regiones ITS 
1/4/5 de A) C. herbarum, B) C. cladosporioides y C) Aislamiento GRLUK-MA-7. MW: 

Marcador de peso molecular estándar.
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electroforesis simuladas por computador mostraron patrones 
específicos de corte cuando se realizó la comparación de la 
secuencia obtenida de Cladosporium con secuencias de otras 
especies de Cladosporium obtenidas del Gen-Bank. 

Las digestiones virtuales se realizaron con la secuencia de la 
región ITS de uno de los 30 aislamientos de Cladosporium 
obtenidos en este estudio codificado como GRLUK-MA-7 
(Figura 9C). La comparación de esta secuencia con las de 
cinco especies de Cladosporium como son C. herbarum (Fi-
gura 9A), C. oxysporum, C. tenuissimum, Cladosporium sp. 
y C. cladosporioides (Figura 9B) obtenidas del Gen-Bank, 
permitió determinar que los cortes hechos a la secuencia de 
GRLUK-MA-7 fueron similares a los encontrados en la se-
cuencia de C. cladosporioides, lo cual confirmó que nuestros 
aislamientos pertenecen a esta especie (Figura 9). 

Discusión

Diversas especies del género Cladosporium han sido des-
critas, las cuales van desde micoparásitas, saprófitas y fito-
patógenas hasta patógenas de humanos (Ellis, 1971; David, 
1997; Moricca et al., 1999). En este trabajo se obtuvo un 
cepario conformado por 30 aislamientos de Cladosporium 
obtenidos a partir de frutos enfermos de pasifloras (17 de 
maracuyá, 11 de gulupa y 2 de granadilla), procedentes de 
seis departamentos de Colombia con diferente ambiente cli-
mático y características edafológicas, lo que confirma que 
este género está ampliamente distribuido en el medio am-
biente y que la abundancia de sus esporas se debe a su tama-
ño promedio de 7,02µm de largo por 2,92µm de ancho y a la 
habilidad para crecer en un rango amplio de sustratos como 
caucho, suelo, y alimentos (David, 1997).

La diseminación de esporas de Cladosporium en los culti-
vos de pasifloras se debe principalmente a plantas infectadas, 
aire y a salpicaduras de agua, la semilla de las pasifloras no 
parece ser un medio útil de transporte del hongo para produ-
cir la Roña. Manicom et al. (2003), reportan que aunque los 
conidios de Cladosporium son encontrados frecuentemente 
sobre semillas de maracuyá no hay evidencia de disemina-
ción conidial por este medio.

Los conidios obtenidos en este estudio a partir de los aisla-
mientos de C. cladosporioides, tuvieron un tamaño que fluc-
tuó entre 7,595µm y 6,46µm de largo y en promedio tuvieron 
un ancho de 3,035µm, lo cual coincide con lo descripción he-
cha por Domsch et al. (1980). La obtención de síntomas de 
Roña en frutos de maracuyá inoculados con esta especie, es 
uno de los más grandes aportes de este trabajo. Las condicio-
nes ambientales en el campo y el empleo de una alta concen-
tración conidial, permitieron establecer las mejores condi-

ciones para presentarse la enfermedad. Bueno et al. (2002), 
destacan la dificultad para reproducir los síntomas de Roña 
en maracuyá. Nuestros resultados son importantes debido a 
que confirman la patogenicidad de Cladosporium en hojas y 
frutos sanos de maracuyá. Resultados similares obtuvieron 
Barreto et al. (1996) cuando a partir de plantas de Passiflora 
edulis, afectadas por necrosis en hojas y “corchos” en frutos 
obtuvieron aislamientos que fueron identificados como C. 
cladosporioides, que posteriormente utilizaron para inocular 
plantas sanas mantenidas en invernadero que después de dos 
semanas presentaron síntomas de necrosis en hojas y frutos. 

La Roña de las pasifloras es una enfermedad ampliamente 
distribuida en el mundo y muchos investigadores han desta-
cado sus trabajos con el fin de definir la etiología del agente 
causante de la enfermedad. Se ha planteado que C. oxys-
porum es el responsable de la enfermedad en Zimbabwe y 
Australia, mientras que C. cladosporioides y C. herbarum 
en Brasil (Bates, 1954; Persley, 1993; Barreto et al., 1996).

Rocha y Menezes (1997), indican que plantas sanas de ma-
racuyá inoculadas con C. herbarum reprodujeron síntomas 
de “Cladosporiosis” y que los síntomas en frutos aparecie-
ron después de siete días de la inoculación, lo cual concuerda 
con nuestros resultados donde en promedio, al séptimo día se 
presentaron los síntomas de la enfermedad en frutos. Sin em-
bargo, los mismos autores reportan que en hojas los síntomas 
tardaron 12 días en manifestarse, mientras que en nuestro es-
tudio se presentaron los síntomas en hojas a los 4 días. Por 
otra parte, Santos (2008), reporta que los primeros síntomas 
en hojas de plantas sanas inoculadas con Cladosporium spp., 
aparecieron después de 10 días, que corresponde al periodo 
de incubación, y que los primeros signos fueron observados 
al decimo segundo día, correspondiente al periodo de latencia. 

La diferencia de tiempo en ocurrir la enfermedad se debe a 
varios factores como: manera de inoculación, concentración 
conidial, factores edafoclimáticos y microorganismo inocu-
lado, lo que haría pensar que la especie C. herbarum necesita 
de condiciones distintas a las de C. cladosporioides.

La temperatura es sin lugar a dudas uno de los factores más 
importantes para lograr el establecimiento y la infección de 
un patógeno en un cultivo, por esta razón se han realizado 
trabajos para definir este factor en diferentes patógenos re-
portados como causantes de la enfermedad. Es así como 
Domsch et al. (1980), concluyeron que la temperatura óp-
tima para que se presente la enfermedad para C. oxysporum 
es: 19,5-24°C; C. cladosporioides: 20-28°C; y C. herbarum: 
28-30°C. 

En esta investigación los aislamientos obtenidos a partir 
de muestras de maracuyá correspondientes a la especie C. 
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cladosporioides fueron patogénicos en maracuyá, pero nin-
gún aislamiento obtenido a partir de granadilla o gulupa fue 
patogénico en maracuyá. Estos resultados muestran la in-
capacidad de aislamientos que aunque fueron identificados 
también como C. cladosporioides no pudieron producir la 
enfermedad en otro hospedante, lo que llevaría a pensar en 
un posible movimiento de cepas regido por las condiciones 
agroclimáticas y edafológicas de cultivos de maracuyá, gra-
nadilla y gulupa. 

Los síntomas de alteración del tejido, pueden presentar una 
considerable variación debido al comportamiento de las 
plantas infectadas por un hongo, la afección del tejido tam-
bién varía dependiendo de la especie del hongo, e incluso 
pueden presentarse varias razas con un grado de patogeni-
cidad distinto dentro de cada una de las especies del hongo 
(Agrios, 1991).

Considerando el hecho de que los aislamientos identificados 
molecularmente como C. cladosporioides, presentaron dife-
rencias culturales y patogénicas, se sugiere la existencia de 
razas del hongo en cultivos de maracuyá, granadilla y gulupa. 
Esta opinión se ha comprobado en otros cultivos como el to-
mate de árbol, donde según Corpoica (1999), tres materiales 
de tomate de árbol (rojo común, tamarillo y amarillo), pre-
sentan una reacción diferente a cada cepa de Colletotrichum 
o aislamiento del hongo causante de la Antracnosis; y cada 
material en particular responde también de manera diferente 
a todos los aislamientos. Dodd et al. (1991), consideran que 
las diferencias en la patogenicidad de una cepa pueden ser 
consecuencia de las interacciones del medio ambiente, la se-
creción de enzimas del hongo y el genotipo del hospedante.

En la identificación molecular, el método de extracción de 
ADN reportado por Álvarez et al. (2004) permitió extraer 
el ADN total de 30 aislamientos obtenidos a partir de mate-
rial vegetal de pasifloras. La calidad y el método de ajuste 
de concentración del ADN obtenido fueron adecuadas para 
la amplificación de la región ITS –ADNr y su posterior di-
gestión con enzimas de restricción. Muy buenos resultados 
también obtuvieron otros investigadores que reportan el mé-
todo de extracción como exitoso para otros hongos, como 
Mycosphaerella fijiensis, Colletotrichum acutatum y Rhizoc-
tonia spp. (Ospina, 2002; Álvarez et al., 2004).

Por otra parte, la utilización de la técnica de PCR con ceba-
dores ITS del ADNr y del gen Actin mostró excelentes resul-
tados para confirmar el género y la especie de aislamientos 
de Cladosporium. También se podría pensar en establecer 
cebadores específicos para diferenciar posibles razas de C. 
cladosporioides, con la amplificación de la región ITS (Ál-
varez et al., 2001; Freeman et al., 2000; Freeman et al., 
1996; Freeman et al., 1998; Sreenivasaprasad et al., 1996). 

Además Zeng et al. (2006), utilizaron una técnica muy sen-
sible, la técnica de qPCR o PCR en tiempo real donde pu-
dieron identificar especies de Cladosporium patógenas de 
humanos, obtenidas a partir de cajas de Petri expuestas al 
ambiente, lo que describe la posibilidad de implementar esta 
técnica para usos fitopatológicos y construir cebadores para 
qPCR.

En la literatura se encuentran pocos estudios como los de 
Oliveira et al. (1994) y Santos (2008), que hacen referencia 
a estudios de resistencia en pasifloras a diferentes especies 
de Cladosporium, los cuales solo pueden realizarse par-
tiendo del conocimiento pleno del agente involucrado en la 
enfermedad y bajo condiciones controladas de invernadero, 
donde se limita la influencia ambiental así como los efectos 
de las interacciones con insectos que jugarían un papel muy 
importante cuando de producir heridas en frutos se trate, de-
jando las condiciones apropiadas para la entrada de conidios 
de Cladosporium.

Conclusiones

Las metodologías de diagnóstico morfológico y molecular 
utilizadas en este trabajo permitieron establecer la especie de 
los aislamientos obtenidos y definir que el agente causante 
de la Roña del maracuyá es Cladosporium cladosporioides, 
lo cual constituye un aporte importante para la fitopatología.

Primer reporte con pruebas de patogenicidad en maracuyá, 
bajo condiciones de campo, y pruebas morfológicas y mo-
leculares para identificar a Cladosporium cladosporioides 
como causante de la Roña. 

Ciertos caracteres morfológicos entre los aislamientos de 
Cladosporium como la longitud de los conidios, la tasa de 
crecimiento y la coloración de las cepas, variaron en gran 
medida, lo que hizo pensar, en la presencia de varias espe-
cies del género Cladosporium dentro de la colección de ais-
lamientos, sin embargo, todos los aislamientos se identifica-
ron molecularmente como C. cladosporioides, lo cual pone 
en evidencia la dificultad de establecer la especie del hongo 
mediante caracteres morfológicos.
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