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INTRODUCCION

Las enfermedades son un factor limitante y depresivo de la produccién y calidad
de los cultivos en el ambito mundial destacandose las producidas por hongos,
bacterias, virus y nematodos, entre otros. Los hongos son uno de los renglones de
mayor importancia ya que prevalecen en una amplia variedad de formas
reproductivas, tanto asexuales como sexuales. Se han descrito en la actualidad
aproximadamente 8.000 especies de hongos patdgenos en plantas y son de
particular importancia aquellos que estan directamente relacionados con la calidad
de los cultivos y sus productos, lo cual depende entre otros factores, de la
proteccion que tengan estos contra el ataque de dichos patégenos (Herrera vy
Ulloa, 1990). Es asi como el cultivo de name Dioscorea spp, cultivo de gran
importancia socioecondémica para los pequefios productores de la Costa Atlantica
ha sido afectado por un numero considerable de estos organismos los cuales
requieren especial atencién no soélo por las pérdidas ocasionadas, sino porque los
problemas producidos por sus dafios se han venido incrementando en forma
notoria en areas donde este cultivo tiene importancia econdmica (Lopez y
Gamero, 1998).

Entre los problemas fitosanitarios presentes en el cultivo se destacan las
enfermedades producidas por hongos Fusarium oxisporum causante de la
marchitez de la planta y Colletotrichum gloeosporioides causante de la antracnosis
(Osorio y Ramirez, 1989). En la actualidad esta ultima enfermedad es
considerada como la mas grave y de mayor diseminacion en Colombia ya qt
causado pérdidas drasticas afectando la produccion del cultivo hasta mas del

del area sembrada (Negrete y Redondo, 1997).

El hongo que ocasiona la enfermedad conocida como antracnosis en fame,
Colletotrichum es uno de los géneros de hongos patdgenos de plantas mas

importantes y de mayor distribucion en el mundo ya que ataca especialmente



cultivos de regiones tropicales y subtropicales. (Waller and Brigde, 2000; Manners
et al.,, 2000). La sintomatologia se presenta en las hojas, peciolos y tallos.
Inicialmente las hojas afectadas presentan puntos rojizos, las lesiones crecen en
forma irregular y se unen entre si ocasionando necrosis total de la hoja (Negrete y
Redondo, 1997).

En cuanto a las condiciones que mas favorecen la enfermedad estan los periodos
de lluvias intensas y fuertes con alta humedad relativa, ocasionando en muy poco
tiempo brotes epidémicos severos que comprometen casi toda la planta en
desarrollo (Melotto et al., 2000). La severidad de la antracnosis ha llevado a los
productores a realizar aplicaciones excesivas de fungicidas, causando
contaminacion ambiental, un aumento en los costos de produccion y en algunos

casos el abandono total del cultivo ante el fracaso de ésta practica.

El agente causal de la antracnosis es el Colletotrichum gloeosporioides el cual ha
tomado una gran importancia en los cultivos ha nivel mundial, ya que se intentan
desarrollar sistemas que simulen los procesos de infeccion y mecanismos de
resistencia bioquimica para tener mayores conocimientos que sustenten el manejo

del patégeno (Rodriguez y Redman, 2000).



1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL:

Identificar y caracterizar Colletotfrichum spp como agente causal de antracnosis en
Dioscorea spp mediante técnicas convencionales a partir de aislamientos
provenientes de las principales zonas productoras de fiame del departamento de

Sucre.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Aislar y purificar las cepas de Colletotrichum spp causantes de antracnosis en
Aame en los municipios de Ovejas, Toluviejo, Sampués, Sincelejo, San Juan

de Betulia, Los palmitos y Corozal.

» Caracterizar morfolégicamente las cepas de Collefofrichum spp causantes de

antracnosis a través de microscopia directa en medio de cultivo.

> Establecer un cepario a partir de los aislamientos de Colletotrichum spp

obtenidos del campo.

» Caracterizar mediante métodos de infeccion controlada la variabilidad
patogénica de Colletotfrichum spp a partir de los aislamientos obtenidos sobre

clones de fiame tolerantes y susceptibles al patégeno



2. JUSTIFICACION

En Colombia existe deficiente informacion a cerca de la biologia del Colletotrichum
gloeosporioides, su diversidad genética, patogénica y epidemiologia de la
enfermedad lo cual restringe y obstaculiza el conocimiento sobre la estructura
poblacional del hongo que se constituye en una herramienta importante para
formular estrategias de manejo (Romero, 1999). Las estrategias de manejo se
hacen necesarias debido a la alta incidencia de la antracnosis en fiame
especificamente en los departamentos de Coérdoba, Bolivar y Sucre causada por
el hongo Collefotrichum gloeosporioides 1o que llevdé a la reduccién del area
sembrada en un 94%, produciendo la desaparicion de clones comerciales, pero
susceptibles a la enfermedad con la consiguiente reduccién de la variabilidad
genética en la poblacién. Igualmente causé el deterioro econdmico y social de la
region con perdidas por mas de 18000 millones de pesos en los afios de 1989 y
1990 (Lopez y Gamero, 1998). Por tal razdn, los estudios sobre variabilidad
morfolégica y genética, el conocimiento de los procesos de infeccidbn y su
interrelaciéon con los recursos genéticos cultivados son de gran utilidad en
procuras de generar alternativas de solucién con las cuales se contribuya a reducir
el dafio producido por el patégeno y a la vez aumentar la productividad en los
cultivos con materiales seleccionados, reducir el uso de agroquimicos,

minimizando gastos y evitando afectar negativamente el medio ambiente.



3. ANTECEDENTES

3.1 GENERALIDADES DEL NAME Dioscorea spp

El Aame Dioscorea spp es uno de los tubérculos tropicales mas importante con
una produccién anual superior a 25 millones de toneladas (Pérez, 1993).
Comprende alrededor de 600 especies consideradas de gran importancia
econdmica; entre las que se encuentran D. rofundata, D. cayanensis 'y D. alata
(Perea y Buitrago, 2000). Dioscorea alata es uno de los iames de mayor tamafio
y con mayor importancia econémica de todas las especies cultivadas, esta especie
genera una de las mas altas producciones en la regién caribe colombiana, en
donde es cultivado principalmente en la zona costera del departamento de
Codrdoba, la subregion natural de los montes de Maria en los departamentos de
Sucre y Bolivar, y algunos municipios del departamento del Cesar y La Guajira.
(Alvarez, 2000; Guzman vy Fontanilla, 2000), constituyéndose en parte

indispensable de la dieta alimenticia de la region caribe (Osorio y Ramirez, 1989).

3.1.1 Botanica del hame Dioscorea spp

El genero Dioscorea presenta plantas monocotiledoneas anuales la mayoria de
estas especies tienen hojas simples y cordadas, soportadas por un peciolo largo.
La distribucion de las hojas alrededor del tallo puede ser opuesta o alterna, los
tallos son generalmente bastante débiles e incapaces de soportar su propio peso,
por lo que requieren un buen tutor para su crecimiento (Montaldo, 1983).

Son plantas dioicas de flores pequefias, rosadas o cremas con forma de capsulas
triloculares secas y transparentes. Produce semillas pequefias de colores claros y

aplanados. Su cosecha produce tubérculos comestibles después de ocho a diez



meses y con un periodo de dormancia de tres a cuatro meses. Es de anotar que
en la region caribe no se da la presencia de frutos y si se presentan no son viables

para la reproduccion sexual.

3.1.2 Morfologia del fhame: El tubérculo subterraneo del vastago es la parte
econdmicamente mas importante de la planta y la que se utiliza para la siembra.
Este tubérculo tiene forma y tamafo variable dependiendo de la especie y de las
condiciones ambientales presentandose tres partes: la cabeza, el cuerpo, y la
cola, presenta raices adventicias y una estructura llamada cormo. En la forma
anatdémica del tubérculo maduro se aprecian varias capas: la peridermis formada
por la corteza, y una capa de tejido meristematico que permite la brotacién central

y tejidos vasculares xilema y floema (Pérez, 1990; Leverkusen, 1998).

3.1.3 Ubicacién taxondmica del iame: Segun, IITA (1993).

Reino: Vegetal

Division: Angiosperma
Clase: Monocotiledonea
Orden: Dioscoreales
Familia: Dioscoreaceae
Genero: Dioscorea
Especie: varias

3.1.4 Limitantes de la produccidn: El cultivo de hame es afectado por diferentes
factores depresivos de la produccion, tanto de orden bidtico como abidtico,

destacandose por su mayor importancia los factores biolégicos, en la actualidad la



atencion esta centrada en las enfermedades causadas por virus y hongos,
principalmente la antracnosis causada por Colletotrichum gloeosporioides, la cual
se registra en Colombia en todas las areas productoras con un alto indice de
dafio agronémico-econdmico, existiendo datos estadisticos que muestran
pérdidas hasta del 100% dependiendo de las condiciones de susceptibilidad de los
clones, lo cual conlleva a un incremento en los costos de produccion para su
control por parte de los productores (Osorio, Ramirez, 1989). Esta enfermedad
también ha sido encontrada en Nigeria, Islas Salomén, Puerto Rico, EEUU, en

India y en paises de Africa Occidental y Oriental (Hadden and Black, 1992).

3.2 GENERALIDADES DE LA ANTRACNOSIS:

Con el termino antracnosis se acostumbra a designar a las enfermedades cuya
caracteristica es presentar en los tallos, hojas y frutos de las plantas afectadas,
lesiones tipicas necroéticas (tejidos muertos), esta enfermedad la causan los
hongos pertenecientes a los géneros Collefofrichum, Glomerella, Gnomia,
Marzzonia, Mycospharella, Neofabre y Pseudopezzia que afectan numerosos
cultivos (Garcia, 1988).



3.2.1 Sintomas de la antracnosis en Aame: Los primeros signos de la infeccion
son pequefas manchas café, algunas con bordes amarillentos principalmente en
las hojas de las partes bajas de las plantas, circulos concéntricos de color marrén
claro-oscuro y una decoloracion de las hojas en la region de las venas las cuales
al madurar conservan su tono palido rojizo en el haz, mientras que por el envés
son de color café muy oscuro y de aspecto brillante. De estas lesiones
caracteristicas se ha aislado consistentemente el hongo, Colletotrichum
gloeosporioides. Muchas veces su aparicion se encuentra asociada con la etapa

de tuberizacion, que coincide con el ciclo lluvioso de Agosto-Octubre.

3.3 EL PATOGENO DE LA ANTRACNOSIS

3.3.1 Ubicacién taxonémica del hongo (Agrios, 1996)

Reino: Fungy
Division Il: Eumicota

Subdivision 4: Deuteromicotina

Clasel: Coelomicetes

Orden: Melanconiales
Género: Colletotrichum
Especie: Varias

3.3.2 Generalidades del patégeno: El genero Collefofrichum comprende una
amplia gama de especies en donde C. gloeosporioides, C. acutatum 'y C.
orbiculare son las mas importantes (Cannon et al., 2000) éste presenta un micelio

ramificado, inmerso, septado, que toma coloracion hialina hasta un castano palido.



El acérvulo es subcuticular, epidermal, formando tonos hialinos o a veces

castafos, con una pared densa o gruesa.

Las setas presentes o ausentes, originalmente irregulares, mas o menos fuertes
con una pared gruesa septada. Conidiéforos septados, ramificados en la base de
color castano claro o completamente hialinos, presentan conidias hialinas,
aseptadas de forma cilindrica, fusiforme que durante la germinacion se torna de

color castafno palido y forma el apresorio (Holliday, 1995).

La presencia o ausencia de setas puede diferenciar los géneros Gloeosporium de
Colletotrichum, aunque algunos autores mencionan que este criterio se ve
modificado por la formacion de estas estructuras en diferentes condiciones

externas.

Las formas de Collefotrichum pueden ser determinadas por un sinumero de
patrones naturales, entre los que figuran desde saprofitos hasta parasitos
especializados con un amplio rango de hospederos. La conidia se produce en
masas mucilaginosas, de color rosado, bastante conspicuas y tipicamente
hundidas; el patégeno forma lesiones necréticas en tallos, hojas, frutos, siendo

denominada Antracnosis segun Jenkis, (1993).

Colletotrichum gloeosporioides ocasionalmente produce sus ascosporas en
peritecios sobre frutos invernantes y cangros de algunos hospederos, como en el
tomate de arbol (Romero, 1999) pero casi nunca forman dichas estructuras
reproductoras en otros hospederos. Sin embargo, en todos los hospederos el
hongo se reproduce profusamente y forma masas rosadas de conidias en forma

de acervulos.



3.3.3 Epidemiologia: La infeccién inicial puede ser causada por esporas y
micelio que infecten las semillas, las plantas que se desarrollan a partir de estas
semillas desarrollan lesiones en el hipocotilo y en el cotiledén, cuando maduran
estas plantas producen una abundancia de esporas. Los primeros estadios para
el desarrollo de la enfermedad son esencialmente los mismos para todas las

especies de Colletotrichum.

Los restos de hojas, tallos y frutos dentro del dosel constituyen también fuentes
de inoculo para el comienzo de brotes de enfermedades estacionales, lo cual
enfatiza la importancia de las habilidades saprofiticas de muchas especies de
Colletotrichum. La existencia de patégenos que hacen parte de la poblacién
microbiana del filoplano o como infecciones latentes de tejidos aparentemente
sanos en el hospedero, también son fuentes de inoculo desde las cuales las
enfermedades epidémicas pueden desarrollarse, aun cuando las fuentes mas

obvias de sobrevivencia saprofitica se han removido.

Cuando el patégeno se encuentra fuera del hospedero, el desarrollo de las
enfermedades esta restringido por el requerimiento de agua durante todas las
fases del ciclo de la enfermedad ya que las esporas de la antracnosis necesitan
una pelicula de humedad en la superficie de la planta para su germinacién y
penetracion a la epidermis, una vez desarrollada la Infecciion las lesiones se
amplian y se producen esporas nuevas que son ligadas por una sustancia

gelatinosa a la lesion de tal forma que no puede ser separada por el viento.

Es igualmente evidente la variabilidad en la susceptibilidad del patégeno al estrés

de humedad ya que en los meses de sequia esta condicion afectd



significativamente la capacidad infectiva del hongo. Este comportamiento se ha
identificado en otras investigaciones como indicativo de quiescencia en el hongo,
inducida por condiciones desfavorables descritas por Bailey, (1992) y Harvis,
(1994) citado por Aranzazu et al., (1998).

Las condiciones ambientales que favorecen la infeccion involucran un rango de
temperatura entre 22°C y 32 °C y una humedad relativa mayor al 92%. Asi
mismo, las lluvias frecuentes facilitan la diseminacién de las conidias en el campo.
El hongo presenta una alta variabilidad genética la cual se manifiesta en la
existencia de muchas razas fisioldgicas del patégeno que difieren en su grado de

patogenlicidad.

Los residuos de cosecha infectados son las fuentes principales de inoculo para
causar epidemias, el hongo puede sobrevivir como espora o como micelio en
residuos de estas hasta por dos anos. Esta capacidad que tiene Colletfotrichum
para sobrevivir en estado latente como apresorio en la superficie hospedera, o
como infeccién oportunista en los tejidos hospederos cuando las condiciones
medio ambientales o fisiolégicas del hospedero impiden su continuo desarrollo, es
una caracteristica Unica que permite que el patégeno rehuya vacios
epidemioldgicos que ocurren entre diferentes estados de susceptibilidad del
cultivo, permitiéndole cumplir también el papel de oportunista. Una vez
Colletotrichum deja su fase latente e inicia su fase activa en los tejidos jovenes
susceptibles, permite un ciclo epidémico rapido, de tal forma que los niveles de
enfermedad crecen aceleradamente durante los breves periodos cuando las fases
susceptibles del cultivo coinciden con las condiciones de humedad (Prusky et al.,
2000).



La variabilidad de latencia del patégeno representa una adaptacibn muy
importante a las condiciones de la fisiologia del tejido y a los patrones climaticos
que ocurren durante el ciclo de los cultivos perennes. Asi mismo, esta variabilidad
se convierte en un gran impedimento para la aplicacion de medidas de control
exitosas (Waller, 1992).

La antracnosis ha causado perdidas considerables en numerosos cultivos
tropicales debido a la baja en la produccién como se ha observado en los cultivos
de mango Mangifera indica en Méjico razon por la cual (Menas et al., 1999)
realizaron estudios sobre la epidemiologia y control de la antracnosis durante
cuatro afios consecutivos, encontrandose que la mayor concentracion de esporas
de Colletotrichum gloeosporioides coincide con la mayor humedad relativa, por lo
cual durante este estudio el area total del fruto afectado no supero el 2% debido a
la baja humedad relativa que se presento durante el desarrollo del fruto ( menor al
70%) puesto que para el desarrollo de la enfermedad es necesaria una humedad
relativa mayor al 95%. Estudios epidemioldgicos similares fueron realizados por
SANINET en cultivos de frijol afectados por Collefotrichum lindemuthianum en
Méjico encontrandose que las condiciones ambientales que favorecen la infeccion

coinciden con las reportadas en Waller., (1992).

3.3.4 Etiologia del hongo: Después de la infeccion inicial que produce el hongo
mediante la adhesion de sus conidias a los tejidos sanos, el micelio crece
intercelularmente durante cierto tiempo antes de que las células empiecen a
colapsarse y pudrirse. EIl micelio del hongo produce entonces acervulos, estos
constan de un estroma micelial que puede contener pocas o muchas capas de
células de espesor y se forma inmediatamente por debajo de la cuticula, la cual
rompe al ejercer presion hacia el interior de la masa de conidioforos y conidios en
proceso de desarrollo. Los conidios se mantienen unidos en una masa viscosa,

firme, y dura cuando el clima es seco, pero en climas calidos humedos los



conidios son liberados en una masa rosacea y pueden ser transportados por la

lluvia, el viento y los insectos (O'Conell et al., 2000).

El hongo inverna en tallos, hojas y frutos enfermos de las plantas en forma de
micelio o esporas; cuando se forman las ascosporas producen lesiones primarias
en la primavera, el micelio sobreviviente produce conidios los cuales a su vez
producen lesiones primarias y subsecuentemente infecciones secundarias durante
toda la estacion de crecimiento en tanto la temperatura y la humedad sean
favorables. Los conidios liberados son los encargados de producir nuevas
infecciones, requiriendo de temperaturas y humedad favorables para tener una
mayor actividad (Wilson, 1968; Agrios, 1996).

3.3 ENFERMEDADES CAUSADAS POR DIFERENTES ESPECIES DE

Colletotrichum:

El género Collefotrichum es uno de los mas grandes entre los géneros de hongos
patogénicos; contiene diversas especies que causan enfermedades en una amplia
gama de plantas cultivables importantes desde el punto de vista econdmico entre
las que se encuentran: Mango, tomate y fresa (Timmer and Brown, 2000; Legard,
2000; Adaskaveg and Forsters, 2000). Colletotrichum posee un amplio rango de
hospederos, se ha registrado una gran variedad de especies de Collefotrichum en
cultivos anuales y perennes; en todos estos cultivos se denota la presencia del
patogeno (Korsten and Jeffries, 2000), ademas de los citricos que son los mas
frecuentemente afectados, el hongo ataca plantas ornamentales como se registro
en un estudio hecho por Cabrera y Alvarez en especies de Aglaonema y Singonio
de donde fueron aisladas dos especies de Collefotrichum, dematium y
gloeosporioides., El| estudio demostré que C. dematium y C. gloeosporioides
producian manchas similares en las plantas ornamentales pero diferian en sus
caracteristicas morfometricas. Es asi como C. dematium presenta setas negras

numerosas, cirro grisaceo, conidios unicelulares falcados o fusciformes mientras



que C gloeosporioides presentan setas castafias de numero variable, cirro color

salmon y conidios rectos.

Estudios morfoldégicos sobre el genero Collefotrichum muestran que C. acutatum
se caracteriza por presentar colonias con centro gris y margen color salmén con
conidias hialinas, unicelulares, rectas, fusiformes con ambos extremos terminados
en punta y con tamanos de 12 —16 um de largo y 3-4um de ancho, el micelio
inmerso forma conidioforos uni y bicelulados, el hongo no produce cerdas, ni el

estado sexual /in vitro e in situ. (Cedefio y Carrefio, 1996).

Entre los estudios realizados en el ambito mundial cabe destacar el trabajo hecho
por Waller, (1992), en donde hace una breve recopilacion de las principales
especies de Colletotrichum causantes de enfermedades en los cultivos de
regiones tropicales destacandose los de mayor importancia socioeconémica.
Colletotrichum no sélo es conocido por la produccién de antracnosis sino también

por dar origen a patologias conocidas como moteados, pudriciones y tizones.

En Colombia se han hecho estudios sobre el patdégeno y los cultivos afectados
como el realizado por Buritica citado por Romero, (1999) quien realiz6 una amplia
y completa recoleccidon de las diferentes especies del genero Collefotrichum que
han sido reportados en Colombia como agentes causales de enfermedad en un
sinnumero de especies cultivadas en las diferentes zonas agricolas, observandose
de manera general que su incidencia y severidad registran igualmente cambios
significativos en los diferentes cultivos afectados; sin embargo se puede afirmar
que las pérdidas causadas por estas enfermedades en su mayoria ocurren como

una reduccion directa de la cantidad y calidad de la produccion cosechada.



Romero (1999) realizé un estudio preliminar del patégeno en tomate de arbol en
Colombia evidenciando una amplia variedad morfolégica, patogénica y molecular,
caracteristicas que por lo reducido de su muestra no pudieron ser identificados y
confirmados en su totalidad. Se pudo confirmar que el material comercial del

tomate de arbol es completamente susceptible a todas las variantes del patégeno.

3.5 METODOS DE MANEJO DE ANTRACNOSIS EN NAME EN LA COSTA
CARIBE:

Debido a las considerables perdidas por la antracnosis en fiame se han realizado
trabajos en busca del control de la enfermedad, es asi como en 1983 y 1984 se
hicieron experimentos de laboratorio y de campo con diferentes fungicidas para
comparar su eficacia en el control del hongo (Colletotrichum gloeosporioides.
penz); agente causal de la antracnosis del hame (Dioscorea spp). Teniendo como
resultado que las aplicaciones cada tres semanas de Benomil corrigen
significativamente la enfermedad y permiten obtener un incremento en los
rendimientos entre un 20 y un 23% por hectarea (Osorio y Ramirez, 1989). Mas
tarde Acosta y Cepeda (1994) trabajaron en la fertilizacion del iame en suelos de
Turipana y Carmen de Bolivar logrando incrementar la produccion hasta en un
67% de los sitios estudiados haciendo aplicaciones al suelo de 120 Kg de NP,0s5
por hectarea, 60 Kg/Ha de NP,0s5,180 Kg/Ha K-O.

La Corporacion colombiana de Investigacion Agropecuaria (Corpoica) realizdé una
investigacion a cerca del comportamiento de clones de name tolerantes a la
antracnosis en tres sistemas cultivo en la regién caribe; en donde los clones
comerciales 86-1104 presentaron los mejores rendimientos al igual que otros
tubérculos no comerciales (Lopez y Gamero, 1998). El clon 86-1138 comparado

con los otros clones presenta diferencias en cuanto al mas bajo rendimiento



comercial (6.89Ton/Ha) y un rendimiento total (7.52Ton /Ha) como respuesta al

fertilizante.

Debido a la alta susceptibilidad a la antracnosis de las variedades cultivables se
presento desaparicion de las siembras lo que conllevo a que se realizara, una
coleccion de fiames cultivados en los departamentos de Coérdoba y Sucre.
Durante el segundo semestre de 1994 y el primer semestre de 1995 Los
tubérculos colectados fueron codificados y caracterizados morfolégicamente
para futuros trabajos de preservacion, caracterizacion y mejoramiento genético.
Es asi como Durango et al, (1999) formulan alternativas para mejorar la
propagacion masiva del hame (Perea, 1999) y para aumentar la produccion de
plantas basados en aplicacion de técnicas como embriogenesis somatica,

produccién de semillas artificiales y produccion de micro tubérculos.

3.6 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DEL PATOGENO

Los trabajos iniciales con el hongo Colletotrichum gloeosporioides se realizaron
buscando la clasificacion del patégeno que conllevaria a la caracterizacion
morfolégica de acuerdo a las descripciones propuestas por Sacardo citado por
Bonde and Man (1991), dentro de las cudles se incluyen: forma y tamafo de
conidias, produccion de esporas, tipo de apresorios, rango de huéspedes y
patogenicidad de aislados. Estas caracteristicas morfolégicas macroscopicas y
microscopicas pueden revelar diferencias considerables para agrupar aislamientos
provenientes de una misma o de diferentes localidades, los cudles podrian
identificarse y/o caracterizarse como polimorfismos, caracteristica que tipificaria en
primer lugar una variabilidad morfolégica que podria ser posteriormente
complementada con los estudios de patogenicidad para definir hasta donde existe

una correlacion de dicha variable con la capacidad infectiva del hongo.



Se han adelantado varios estudios de este tipo entre los que se destacan los
realizados por Smith and Black (1990) quien realiza una comparacion morfologica,
cultural y variaciéon patogénica de especies de Colletofrichum en fresa en el
Sudeste de EEUU, los cuales muestran diferencias significativas tanto en forma y
tamano de conidias, caracteristicas tanto del apresorio, como culturales bajo

temperaturas diferentes y por ultimo susceptibilidad de tejidos en plantas.

Estudios morfolégicos senalan a Collefotrichum gloeosporioides como agente
causal de antracnosis en citricos y papaya. Este patégeno tuvo un crecimiento
optimo a 30°C presentando un crecimiento mayor a 10mm por dia caracterizado
por la presencia de conidios y produccién de peritecios, compartiendo estas

mismas caracteristicas con Colletotrichum fragarie.

Latham (1983) realizo un estudio cultural y patogénico de Glomerella cingulata en
aislamientos de manzano en Alabama y resalto la variacion en la coloracion de la
colonia en el tiempo, asi mismo se presento dicha variacién en las inoculaciones
realizadas en frutos, corroborando directamente que este tipo de estudios es tan
solo un acercamiento a confirmaciones preliminares de diferencias entres

especies o aislamientos de la misma especie.

O’Neil (1996) realizé un estudio de variabilidad patogénica de aislamientos de
Colletotrichum trifoli, C. destructivum'y C. gloeosporioides evaluando resistencia
en 40 cultivares de alfalfa en Estados Unidos. Una nota concluyente de esta
investigacion es que la resistencia hacia los aislamientos fue altamente variable
los aislamientos fueron clasificados en razas basadas en la expresién de la

sintomatologia con respecto a un cultivo estandar.



3.7 ESTUDIOS DE COMPATIBILIDAD SOMATICA:

La compatibilidad somatica es la expresion fisica del cddigo genético de los
microorganismos y se refiere a la capacidad de los mismos para producir

anastomosis hifal formando un heterocarionte viable.

Estudios de compatibilidad somatica o vegetativa han sido realizados debido a la
alta variabilidad genética de las especies de Collefotrichum lo cual se manifiesta
en la morfologia y color de la a colonia, forma de conidias, presencia de apresorio
y rango de hospederos. Uno de los estudios mas interesantes fue el realizado por
Katan (2000) quien encontro diferentes grupos de compatibilidad vegetativa (VCG)
entre aislamientos provenientes de un mismo hospedero e igualmente un mismo
grupo de compatibilidad vegetativa para aislamientos provenientes de diferente
hospederos, lo que comprueba la alta variabilidad genética y el amplio rango de
hospederos entre las especies de Collefotrichum. lgualmente se han encontrado
variaciones entre los diferentes grupos de compatibilidad vegetativa en varios

cultivos pero principalmente en fresa (Sweetinghan et al., 1999).

Esta prueba ha sido utilizada para definir en primera instancia la similitud o
heterogeneidad notable entre los diferentes aislamientos de un mismo patdgeno,

sin tener que recurrira métodos mas complejos de diferenciacion (Romero,1999).



4. METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDIO

El tipo de estudio que se genera con esta investigacion es de caracter preliminar
explorativo, descriptivo y evaluativo con el propdsito de contribuir a la posterior
implementacion de trabajos complementarios de caracterizacion y virulencia con
dicho patdégeno, lo que conllevara a generar alternativas de manejo y control de la
enfermedad con la seleccibn de materiales tolerantes vy resistentes a la

antracnosis.

4.2 LOCALIZACION

Esta investigacion se desarrollo en el departamento de Sucre el cual hace parte
de la llanura del caribe situada entre los 8° 17’y 10° 08’ de latitud Norte y a los 74°
32’y 75° 43’ de longitud Oeste del meridiano de Greenwich; limita por el Norte y al
Oriente con el departamento de Bolivar por el sur con Bolivar, Antioquia y
Cordoba, y por el Occidente con Cérdoba y el mar Caribe, el estudio se realizd en
la subregion de los montes de Maria en los municipios de: Sincelejo, Corozal,
Ovejas, Los Palmitos, Sampués, Toluviejo, y San Juan de Betulia. (Instituto

Geografico Agustin Codazzi, 1998).



4.3 RECOLECCION Y RECEPCION DE MUESTRAS

Para el desarrollo inicial del trabajo en los cultivos, se realiz6 un recorrido en zig
zag (Lopez y Gamero, 1998), donde se colectaron muestras de hojas con
sintomatologia tipica de la enfermedad en diferentes grados de infeccién,
provenientes de las principales zonas productoras de fiame ubicadas en el
departamento de Sucre: Sincelejo, Ovejas, Toluviejo, San Juan de Betulia,

Sampués, Corozal y Los palmitos (Buitrago, 2000).

Las muestras colectadas en cada una de las diferentes regiones fueron
empacadas en bolsas plasticas herméticas y transparentes las cuales se
etiquetaron con informacién sobre el origen geografico y datos agroclimaticos
entre los que figuraron: humedad, precipitacion, temperatura y localidad. Las
muestras fueron desinfectadas y localizadas en camaras humedas el mismo dia

de su recoleccion (Romero, 1999).

44 AISLAMIENTO DEL PATOGENO:

El aislamiento del patdégeno se llevd a cabo en el laboratorio, a partir de
fragmentos de tejidos cortados de los limites de las lesiones en las hojas de Aiame
y de hojas completas igualmente infectadas, estas fueron previamente tratados
con solucion de hipoclorito de sodio con una concentracion de 0.525% a 5min
segun lo propuesto por Agostini et al., (1992) y Cedeno et al, (1994).
Proponiéndose las siguientes variaciones asi: 0.525% a 5min, 10min, 15min; 1% a

5min y 10min; 2% a 5min y 5.25% a 1min; luego fueron lavadas tres veces con



agua destilada estéril, secadas en papel filtro estéril. Cada uno de los fragmentos
previamente desinfectados fueron llevados a camaras humedas e igualmente se
realizaron aislamientos cultivados directamente en medio Papa Dextrosa Agar
(PDA), incubandose durante varios dias a una temperatura de 28 °C
aproximadamente y una humedad relativa del 90% aproximadamente. Una vez
se evidenciaron crecimientos miceliales en las camaras humedas o en el medio de
cultivo respectivo, se realizaron repiques sucesivos hasta la purificacion del hongo;
cada aislamiento fue marcado en concordancia con el origen de la muestra a partir

de la cual se obtuvo, lo que permitié constituir un cepario.

Una vez obtenido el aislamiento cada colonia se mantuvo en PDA haciéndose
repiques cada vez que era necesario.(Sutton, 1980; Alahakoon,1996; Green et al,
2000; Beltran,2000).

4.5 ESTUDIOS MORFOLOGICOS DEL HONGO:

451 Establecimiento de cultivos monospdricos: Después de purificado el
microorganismo se realizaron montajes y se observaron con microscopio de luz,
haciendo recorridos para familiarizarse con la morfologia de las conidias asi como
el micelio y otras estructuras tipicas del hongo, su verificaciéon se realizé6 con

ayuda de la clave para hongos imperfectos ( Sutton, 1980., Bailey, 1992).

Para el establecimiento de cultivos monospéricos se realizd inicialmente la
purificacion de los hongos aplicando la técnica de dilucion propuesta por Echandi,
(1971); mediante la cual se desprenden las esporas del cultivo con ayuda de un
asa y un estereoscopio, este inoculo se diluye en agua destilada estéril hasta

llevarlo a una dilucién de 1x10° esporas por ml, se tomaron 500uL de esta dilucién



y se sembraron en medio PDA, se observo la aparicion de la conidia germinada y
se aisldé mediante un corte aproximado de 3mm en cada bloque de PDA y se
sembr6 nuevamente en PDA con el fin de obtener una sola expresion genética, las
colonias fueron incubadas en las condiciones descritas anteriormente.
Aproximadamente a los 2 dias después de la siembra se evidenciaron colonias
puntuales del hongo, presentandose coloraciones que variaron de salmon, lila a
rosado palido. A cada cultivo monosporico se le asigné un numero de registro de

entrada a la coleccion.

4.5.2 Mantenimiento de los aislamientos: Para mantener colonias jovenes se
realizaron subcultivos sucesivos cada ocho dias aproximadamente en medio PDA,
inoculando un fragmento de hifa de la parte mas joven del cultivo con ayuda de un

asa e incubandose bajo oscuridad a 28° C y 90% de humedad relativa.

45.3 Caracterizacion Morfolégica: El proceso de caracterizacion morfoldgica
implica una descripcion macro y microscopica del patégeno, que incluye los
siguientes factores: color y forma de la colonia; crecimiento, aspecto y color del
micelio; forma, tamafo, color, segmentacion, presencia de nucleo y esporulacion
de las conidias (Beltran, 2000; Sutton, 1992) para lo cual se utilizé un formato con
las caracteristicas anteriormente mencionadas (anexo A ) y detalladas Anexo en

el anexo C.

La forma y el tamafo de las conidias se determiné utilizando microscopia de luz,
para las mediciones se utilizé un micrometro adaptado al ocular y calibrado para el
objetivo 100X.



454 Curvay tasa de crecimiento: La obtencién de los datos para la curva y
tasa de crecimiento se realizaron mediante la medicién de las colonias en cajas de
Petri con medio PDA; estas se inocularon con micelio del hongo procedente de
cultivos puros de cada uno de los aislamientos con la ayuda de un asa para

hongos. El in6culo se depositd en el centro del medio de crecimiento.

Los cultivos se incubaron a 28°C aproximadamente en oscuridad constante y el
diametro de las colonias se determind cada 12 horas a partir de las 48 horas
después de haber sido inoculado el hongo. En estudios preliminares se pudo
observar que antes de las 48 horas y bajo condiciones favorables de crecimiento,

el hongo no mostré un incremento considerable.

4.6 COMPATIBILIDAD SOMATICA:

La prueba se establecié de la siguiente manera: se sembraron 2 aislamientos de
diferente origen por caja de petri, de manera similar a como se establecen las
pruebas de antagonismo. La inoculacion del patégeno estuvo constituida por
micelio del hongo tomado con asas para inoculacion a partir del cultivo puro de
cada aislamiento, ubicandose de manera equidistante en la caja de Petri, Las
cajas de Petri se incubaron a 28°C y se realizaron lecturas de compatibilidad a los
2, 4, 6, y 8 dias después de la siembra, siendo la ultima fecha la que permitid

establecer dicha relacion.

Con el proposito de observar al microscopio de luz las caracteristicas de
compatibilidad o incompatibilidad que podrian existir entre los aislamientos, en una
de las repeticiones de la prueba se incluyé superficialmente dentro del medio una

laminilla en forma equidistante, la cual una vez fuera invadida por el crecimiento



micelial, se retir6 de la caja y se realizé un montaje; lo anterior tuvo como objetivo
observar e identificar aquella zona de afinidad micelial en la que el micelio de las

colonias se combina por completo, fusidon conocida como anastomosis hifal.

4.7 PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

Una vez realizadas las fases anteriores sobre crecimiento y caracterizacion
morfolégica de los aislamientos del patdgeno, se procedié a realizar un estudio
preliminar de patogenicidad, complemento fundamental para la investigacion, ya
que permite establecer el comportamiento de las cepas sobre los hospederos.

Como aspectos importantes de esta prueba se consideraron los siguientes:

Para la prueba de patogenecidad se realiz6 una combinacién de experimentos
para ocho cepas puras de Collefotrichum aisladas de los diferentes municipios y
que presentan caracteristicas tipicas de Colletotrichum spp segun la clave de
Sutton (1980), bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial de 2x2,
con tres repeticiones; en condiciones controladas de humedad, temperatura,
luminosidad y uniformidad de la camara, esta estuvo constituida por una bolsa
plastica, hermética y transparente de 20x25cm que contendra un papel filtro estéril
y humedecido con agua destilada estéril sobre el cual se colocara la respectiva
hoja de fiame a evaluar, de acuerdo a lo descrito por Martinez y Zambrano, (1994)
y Smith et al., (1997).

La prueba incluye tres variables independientes que son:

Cepas de Collefofrichum spp aisladas de las diferentes zonas fiameras del

departamento de sucre utilizadas para la prueba de compatibilidad somatica y



patogenecidad. Las cepas escogidas son las siguientes: La Cepa 9 Sincelejo, 36
de Sampués, 113 de Toluviejo, 202 de San Juan de Betulia, 306 de Corozal, 404
de Los palmitos, 405 de Ovejas y 138 de Chocho (Sincelejo).

Plantas de fiame a evaluar: se utilizaran plantas de fiame de la especie Dioscorea
alata pertenecientes a la variedad “osito” el cual es susceptible a la antracnosis y
Dioscorea rofundata , variedad “espino”,el cual es tolerante a la antracnosis
(Campo y Luna, 1998).

Concentraciones de conidias:
5x10°conidias/ ml

1x10° conidias/ml

Variables Dependientes:

Presencia o ausencia de Manchas necrdéticas.
Tamanfo de manchas:

Tiempo de aparicion de manchas:

Numero de manchas necraéticas:

Para la prueba, la hoja sana se llevé al laboratorio donde fue lavada tres veces
con hipoclorito 5.25% y enjuagada con agua destilada estéril; luego se sometidé a
incubacion en camara humeda por 5 dias a mas de 90% de humedad relativa y
temperatura ambiente con el propdsito de detectar infecciones latentes. Una vez
confirmada su sanidad se realiz6 la inoculacion colocando en la superficie foliar
una gota de inoculo de acuerdo a Alahakoon et al., (1996); las muestras fueron
ubicadas de acuerdo al disefio estadistico establecido. Posteriormente se hicieron
observaciones periddicas para detectar el desarrollo de sintomas y signos de la

nfeccion.



4.8 ANALISIS ESTADISTICO:

4.8.1. Rata de crecimiento de las cepas: Para el aspecto de crecimiento en
funcion del tiempo se realizé un analisis de regresion, donde la variable en estudio

fue el crecimiento en términos de tiempo.

Crecimiento = f (tiempo). A través de un modelo de regresién exponencial

linearizado.

Para los aspectos de tamafo de conidias y tasa de crecimiento se realizé un
analisis descriptivo que incluy6 graficas, tablas de frecuencia, medidas de

tendencia central y medidas de variabilidad.

Para el procesamiento de los datos de la prueba de patogenicidad la informacion
fue recolectada en sendos libros de campo y transcritos en una hoja de calculo en

el programa excel y el analisis estadistico se realiz6 en el programa S.A.S.



5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 DESCRIPCION DE LA SINTOMATOLOGIA:

Resultados preliminares denotan variabilidad en cuanto a la expresion de los
sintomas sobre las hojas en dependencia con el hospedero. En Dioscorea alata
variedad osito, los sintomas primarios son puntos rojizos de apariencia hendida,
forma irregular, halo amarillento con puntos concéntricos de color café oscuro,
estas manchas crecen paulatinamente hasta unirse y necrosar dando la apariencia
de hundimiento al tejido. De ellas se aislaron consistentemente hongos del genero
Colletotrichum, esta descripcion estda de acuerdo con la que hace Negrete y
Redondo (1997) y la reportada por (Jacson et al.,1998 ; Winch et al., 1984; Brunt
et al., 1989) (figura 1).

Asi mismo se obtuvieron aislamientos a partir de una mancha de aspecto
alquitranoso redonda de color café oscuro por el haz, café claro por el envés y de
aspecto brillante. Estas manchas se unen necrosando el tejido trayendo como
consecuencia la muerte descendente de la planta. De estd mancha fueron
aislados hongos del genero Colletotrichum y se presenta principalmente sobre el
hospedero Dioscorea alata variedad diamante 22 (figura 2). Las caracteristicas
morfolégicas de las cepas de Colletotrichum aisladas de las manchas
anteriormente descritas corresponden con las caracteristicas morfoldgicas
reportadas para Collefotrichum gloeosporioides segun Sutton (1980) y Bailey
(1992).



Sobre Dioscorea rofundata variedad “espino” se aislaron cepas de Collefotfrichum
que tienen caracteristicas morfolégicas propias del genero, pero que no
corresponden con las reportadas para Colletotrichum gloeosporioides estas se
asocian con las caracteristicas descritas para Collefofrichum dematium y cuyas
manchas tienen semejanza con las descritas para diamante 22 con variaciones en
la forma de la mancha las cuales tienden a ser irregulares para D. rotundata. De
igual forma la ocurrencia de conidiomas y acérvulos en la hoja dependen del

hospedero observandose sobre espino y la variedad 861104 de D. alata.

Figura 1 Manchas caracteristicas de antracnosis sobre Dioscorea alata cv osito.

Figura 2. Manchas caracteristicas de antracnosis Dioscorea alata. cv D 22



5.2 CONSTITUCION DEL CEPARIO:

A partir del material colectado se obtuvieron 31 aislamientos distribuidos de la
siguiente manera: 14 aislamientos de Sincelejo, provenientes de las Palmas,
Chocho y Castafieda; cinco aislamientos de Sampués, provenientes de San Luis y
Achiote; cuatro aislamientos de Toluviejo, provenientes de Nuevo Oriente; tres
aislamientos de San Juan de Betulia, provenientes de La montainita; dos
aislamientos de Corozal, proveniente de Don Alonso; dos aislamientos de Los

palmitos, provenientes del Laurel; y un aislamiento de Ovejas. (Anexo B)

5.3 MORFOLOGIA

Los resultados obtenidos sobre las principales caracteristicas morfologicas del

cepario se presentan en el Anexo C.

5.4 CARACTERISTICAS CULTURALES

Con los resultados obtenidos se puede establecer que la forma tipica para las
colonias fue radial, con bordes enteros; en cuanto al color de la colonia el 61% fue
Lila, es decir 19 de las colonias, el 21% fue curuba, correspondiendo a seis de las
colonias, el 9% fue morada es decir tres de las colonias, y 6% fue crema dos de

las colonias y un 3% fue salmén. Una colonia (Figura. 3).

El color observado en las colonias es caracteristico del genero Colletotrichum,

hubo variacion en las tonalidades de los colores predominantes teniendo como



caracteristica principal la atenuacién del color ha medida que aumentaba la edad
del cultivo, estas caracteristicas de la variacion en el color de las colonias han sido
reportadas por Adaskaveg y Hartin (1997) quienes indican que las variaciones en
la morfologia de las colonias estdn en dependencia de variaciones en el medio o
sustrato asi como también variaciones de la temperatura. En nuestro estudio no
se tuvieron en cuenta estos parametros ya que las condiciones de incubacion,
temperatura, humedad, y oscuridad constante permanecieron homogénea para
todos los aislamientos, siendo dificil utilizar estos criterios para agruparlos; sin
embargo, estas variaciones pueden tener valor como marcadores en estudios

posteriores.

Figura.3 Color de las colonias de los diferentes aislamientos de

Colletotrichum spp

Por otra parte la variabilidad presente en este estudio se puede explicar por las
diferentes variedades de hospederos de donde fueron aisladas asi como también
por las barreras geograficas y las variaciones agroclimaticas entre los sitios de

aislamiento.

El micelio presente en todos los aislamientos se caracterizo por ser esponjoso y

denso, presentandose una variacion de blanco 93.5% a crema 6.5 % para la cepa



de Colletotrichum gloeosporioides (figura 4) y para C. Dematium micelio con cirro

grisaceo

Figura 4. Caracteristicas de las colonias aisladas.

La esporulacion de las colonias fue mayor a 58.000conidias / ml para todos los
aislamientos, de C. gloeosporioides existiendo una variacion en la esporulacion
dado que hubo cepas con esporulacién hasta de 1.488.000 conidia /ml; asi mismo
se observo que hubo una marcada relacion entre el crecimiento total que alcanzo
la colonia y su grado de esporulacion es asi como el aislado 404 proveniente de
Los Palmitos tuvo un crecimiento de 88mm a los 8 dias y la mas alta esporulacién

antes mencionada (Anexo D).



Dentro de los factores que inducen o por lo menos favorecen la esporulacién se
encuentran la temperatura, pH, luz, proporcién entre carbono y nitrégeno en el
medio (Jacson y Bothas 1990; Jacson y Schisler, 1992). Asi mismo comprobaron
que exposiciones cortas a irradiacion Uv estimulan la produccién conidial.

Timmick citado por Romero (1999) estudiando los sistemas de cultivos ha
reportado que los métodos de inoculacién y la cantidad de medio tienen un
profundo efecto sobre la esporulacién. Igualmente, Jacson y Slinger (1993)
comprobaron que la composicion de aminoacidos presente en el medio influye
sobre ella. Vale la pena aclarar que en este estudio se obtuvo una abundante
esporulacion bajo condiciones de oscuridad constante y sin inducir ningun factor
que la aumentara sobre ninguno de los aislamientos, condiciones similares a las
reportadas por Romero, (1999); mas sin embargo en su estudio no se obtuvieron

resultados significativos.

5.5 CARACTERISTICAS DE LAS CONIDIAS:

Los 31 aislado de Coletotrichum gloeosporioides se caracterizan por tener
conidias ovoides en donde la mayoria de ellas presenta un extremo redondeado y
otro agudo; su citoplasma es uniforme observandose que algunas de ellas

presentan vacuolas de gran tamafo (figura 5).

La longitud de las conidias vario desde 4um a 17um, la mayor longitud promedio la
tuvo el aislamiento 144 proveniente del corregimiento de Chochd, municipio de
Sincelejo y la menor longitud promedio fue encontrada en el aislamiento 38

proveniente del corregimiento de San Luis Municipio de Sampués.



Para la variable longitud de conidia se encontré un promedio total 8.06 um y un
coeficiente de variacion de 11.5% el cual indica la homogeneidad de la poblacién y
la confiabilidad estadistica de los datos lo anterior estd de acuerdo con lo

reportado por Moreno y Gallardo (1999).

El ancho de las conidias vario desde 1.5um a 6um, el menor promedio lo tuvo el
aislamiento 202 proveniente de San Juan de Betulia y el mayor promedio el
aislamiento 9 proveniente del corregimiento de Las Palmas municipio de Sincelejo;
con un promedio total de 3.06 um observandose homogeneidad en el ancho de las
conidias entre todos los aislados (Anexo C) lo cual se confirma con el coeficiente
de variacién para esta prueba siendo menor al 20.9%, pero no se considera un

marcador morfoldgico para diferenciar especies.

Figura 5. Conidias caracteristicas de Collefotfrichum gloeosporioides.



Figura 6. Conidias y setas caracteristicas de Colefotrichum dematium.

Colefotrichum dematium se caracterizdé por presentar conidias auxadas con ambos
extremos agudos y un tamano que varié entre 16 a 18 um de largo y 3um a 4um
de ancho, presentando acervulos naranjas sobre las hojas y conidiomas con setas
oscuras y abundantes, estas fueron aisladas del corregimiento de San Rafael

municipio de Ovejas y Achiote municipio de Sampués (figura 6).

Aunque se considera que el tamano de las conidias es una caracteristica que
puede variar tanto en condiciones de campo como en condiciones controladas
segun los estudios realizados por Adaskaveg y Hartin (1997) en este estudio se
encontré6 poca variabilidad en cuanto al tamano de las conidias con longitudes
promedios muy similares entre los aislados estudiados; caracteristica que podria
ser utilizada como base para identificar los aislamientos en cuanto el tamafio de
las conidias como lo reporta la literatura (Simmons, 1965;Holliday 1995; O” Neill
1996). Esto estaria de acuerdo con el analisis estadistico de los datos de
caracterizacion donde se muestran una estrecha relacién entre las variables ancho

y longitud de conidia con un r de Pearson de 0.51932 (anexo E).

5.6 CURVA Y TASA DE CRECIMIENTO:

Con base en los datos de la curva de crecimiento en PDA (figura 7) tomados
hasta los ocho dias después de la siembra se determino una variacion de la tasa

de crecimiento entre 2.5 y 6.04mm cada 12 horas. La tasa de crecimiento mas



alta la presento el aislamiento 404 de San Juan de Betulia con 6.04mm diarios. El
coeficiente de variacion para esta prueba fue de 31.8% siendo el coeficiente mas
alto con respecto a las otras variables analizadas indicando con ello mayor
heterogeneidad en el comportamiento de los aislamientos en respuesta a las
caracteristicas fisioldgicas de cada cepa y su interaccion con factores ambientales
y el medio de cultivo. Lo anterior concuerda con lo observado por Rivero (1986)
quien afirma que las condiciones ambientales favorecen o no el desarrollo del

organismo y su expresion fenotipica.

En la figura 7 se presenta el crecimiento de ocho aislamientos de Colletotrichum
seleccionados para las demas pruebas a realizar teniendo en cuenta ciertas
caracteristicas morfolégicas como el color y aspecto del micelio y diferente origen

geografico.

Figura 7. Tasa de crecimiento cada 12h de 8 aislamientos de Colletotrichum

ssp en el departamento de Sucre



5.7 COMPATIBILIDAD SOMATICA

La prueba de compatibilidad ha sido ampliamente utilizada como sistema modelo
para evaluar los mecanismos de regulacion de genes, relaciones evolutivas y el
origen y desarrollo de la sexualidad en hongos (Vaillancourt et al., 2000). Es decir
para establecer la variabilidad genética existente entre dos aislamientos
encontrandose que aislamientos compatibles con capacidad de anastosomarse y
formar heterocariontes estables comparten un origen comun y un grupo de genes,
por lo tanto se ubican en un mismo grupo de compatibilidad vegetativa (VCG)
(Katan, 2000).

Para este estudio se establecioé que todos los aislamientos tienen el mismo origen
vegetativo ya que los enfrentamientos realizados mostraron la formacion de lo que

se denomina “masa salvaje” producto de la anastomosis hifal. (Figura 8).

La evaluacién microscopica de la prueba de compatibilidad para los ocho
aislamientos seleccionados mostré la formacion de puentes hifales entre los
diferentes aislamientos en el 90% de los enfrentamientos realizados. Estas
observaciones se hicieron a las 48 horas de su siembra inicial con revisiones
periddicas cada ocho horas, lo cual ayudo a una familiarizacion con las hifas de
cada aislamiento y a evidenciar las uniones intra hifales cuando los aislamientos

fueron enfrentados con ellos mismos (figura 9).

Asi mismo se observo la formacion de puentes inter hifales cuando se enfrentaron
aislamientos de diferente origen geografico y se hizo el mismo seguimiento

microscopico. A pesar de que la literatura reporta que es dificil diferenciar entre



anastomosis hifal inter e intra, en este estudio se pudo confirmar la anastomosis
intra ya que los aislamientos se enfrentaron con ellos mismos es decir, por
ejemplo aislamiento 9 con 9 vy se observdé microscopicamente la fusion hifal
( Figura.9).

Figura 8.Masa salvaje resultado de la anastomosis hifal.



Figura 9. Anastomosis hifa resultado de el enfrentamiento de dos cepas

De igual forma la anastomosis inter fue observada con el seguimiento
microscopico aunque no se confirma la presencia de un heterocarionte viable ya
que para la confirmacion de este es necesaria segun Katan 2000 la utilizaciéon de
mutantes y estudios bioquimicos que no eran el objeto de este estudio. Sin
embargo la prueba permitié dilucidar relaciones genéticas tales como que existe
una compatibilidad vegetativa comun dentro de la poblacion esta prueba ha sido
usada en numerosos estudios para establecer la diversidad genética en las

poblaciones de Colletotrichum (Corell et al. ,2000).

5.8. PRUEBA DE PATOGENICIDAD:

Esta prueba logré determinar las respuesta de los hospederos a las cepas de
Colletotrichum aisladas, seis de las ocho cepas seleccionadas desarrollaron
lesiones tipicas de antracnosis similares a las encontradas en el campo; (Figura
10) en todos los casos se reaislaron cepas con caracteristicas morfologicas
similares a las usadas en la inoculacién de las hojas. Las inoculaciones de las
cepas 113 y 202 no presentaron manchas sobre ninguno de los hospederos; para
el caso del hospedero D. rofundata cv. “espino” ninguna de las cepas desarrollo

manchas sobre el tejido a excepcion de la cepa 36.



Figura.10 Respuesta de las cepas inoculadas sobre los hospederos.

Este método fue eficiente en la identificacién de la respuesta del hospedero a la
antracnosis y a la virulencia del aislamiento. El analisis de varianza mostro
diferencia altamente significativa entre el tipo de hospedero y la presencia de
machas, calculandose un F de 32.11 (anexo F), siendo la variedad susceptible la
que presentd mayor numero de ellas. Lo anterior sugiriere la existencia de
posibles razas fisiolégicas dentro de los aislamientos de C. gloeosporioides. Asi
mismo mediante la prueba estadistica de Duncan se estableci6 que la
concentraciéon de 1x10° conidias/ml fue la mejor para producir la sintomatologia
tipica del hongo en las hojas inoculadas. La prueba fue realizada en las hojas y no
en tallos o en tubérculos debido a que la sintomatologia presentada en campo fue

predominantemente en hojas.

No todos los aislamientos fueron capaces de causar manchas necréticas. De las
ocho cepas evaluadas solo las Cg 404 y Cg 405 presentaron el mayor numero de
manchas vy, la cepa que produjo el tamafio de mancha mas grande es la Cg 36
cuando fueron inoculadas en las mismas condiciones. Igualmente el hospedero
tolerante D. rotundata no presentd respuestas significativas a los diferentes

aislamientos excepto la Cg 36 (anexo F).

Con respecto a las diferencias significativas de los aislamientos en la habilidad

para causar dano en la hoja, en general, todos ellos son virulentos para la



variedad susceptible excepto las cepas Cg 113 y Cg 202 de la prueba que no
fueron capaces de producir sintomatologia en ninguna de las variedades en

estudio.

La variacion en la habilidad de las cepas para causar dafio y en el grado de
agresividad del dafio causado en el hospedero susceptible se denota en Cg 404 la
cual causo6 necrosis en el 25% de la area total de la hoja, en contraste con la Cg

113 y Cg 202 que no fueron virulentas (Figura.11).

El hecho de que los resultados del estudio muestren diferencias entre las
respuestas de los hospederos sugiere la posible existencia de variantes entre
estas cepas,asi como la interaccion variedad/patégeno. Segun Jonsthon (2000),
no se conoce con claridad por qué una especie ataca a un huésped y no a otro,
frecuentemente ese tipo de patrones se establecen sélo cuando todas las

relaciones filogenéticas han sido establecidas



Figura 11. Severidad de la enfermedad en hojas de D. alata después de la

inoculacién con C. Gloeosporioides.

La tendencia de la severidad que presentoé el inoculo utilizado en las pruebas “/n
vitro’, se puede explicar en términos de la concentracion de esporas provenientes
de los cultivos puros ya que esta no es similar a lo que se presenta en el campo,
ademas sobre las hojas estdan asociadas poblaciones variadas de

microorganismos saprofitos que pueden inhibir la germinacion del hongo.

Esta explicacion es viable, porque algunos autores asocian los altos porcentajes
de infeccion utilizando inoculo natural, sin causar heridas, a la existencia de una
asociacion sinergista de otros organismos con Collefotfrichum, especialmente con
bacterias del genero Pseudomonas, que luego de aprovechar el hierro existente
en la masa de conidias, promueven la germinacion de los mismos e induce la
formacion de apresorios. El apresorio es una estructura sin la cual Collefotrichum
es incapaz de causar infeccion (Bailey, 1992; Kubo et al., 2000). Para la
formacion de apresorios es necesaria la interaccion planta patégeno y se
involucran la activacion secuencial de diferentes grupos de genes que definen la
penetracion al huésped (kolattukudy et al., 2000). Estas sefiales son reconocidas
y utilizadas para definir las relaciones de compatibilidad e incompatibilidad entre

las especies (Dickman,2000).

Sobre este aspecto, Mc Cracken y Swinburne (1979) determinaron que agentes
quelantes como los sideroforos bacterianos procedentes de la cepa de
Pseudomona UV3 presenta una alta afinidad por el hierro contenido en la matriz
conidial de Colletotrichum siendo este metal un factor importante en Ila
estimulacion de la germinacion, por lo tanto, los estudios realizados ayudan a
entender como en condiciones de campo existen mecanismos, microorganismos y

condiciones ambientales que faciltan una mayor velocidad de infeccion y



dispersion de este patégeno, sin descartar ni subvalorar los mecanismos propios

del hongo.

Thind y Jhooty (1990) encontraron comportamientos semejantes cuando
compararon aislamientos de dos especies de Collefofrichum al realizar pruebas de
inoculacién en frutos de aji. Los autores hacen referencia a la expresioén de la
sintomatologia y tasa de infeccion como base de separacion de aislamientos
dentro de la especie y entre especies. De ésta manera, se podria inferir que la
sintomatologia que se evidencio en la prueba es tipica de la antracnosis, por ende

del mismo patdégeno, con la posibilidad de tener diferentes especies.

Conociendo que una sola especie de Colletotrichum puede infectar multiples
huéspedes y que de igual forma un solo huésped puede ser infectado por varias
especies (Freeman, 2000) podemos concluir que las diferencias en los
aislamientos patogénicos entre dos o mas regiones probablemente refleja las
diferencias a escala genética en el germoplasma usado y las practicas agricolas

desarrolladas en cada region.



6. CONCLUSIONES

Los hongos del genero Collefotrichum estan presentes y son los causantes de

antracnosis en los cultivos de fiame Dioscorea spp del departamento de Sucre.

Se presentan diferentes tipos de manchas de antracnosis dependiendo de las

cepas, el hospedero y la interaccion entre ellos.

Los aislamientos de Collefotrichum no constituyen grupos morfolégicamente
homogéneos como lo demuestra la variacion en el color de las colonias de las
cepas aisladas lo cual sugiere que los aislamientos que pertenecen a distintas
regiones han sufrido un proceso de evolucién convergente pues tienen un origen

vegetativo comun.



El porcentaje de esporulacion de las cepas esta directamente relacionado con su
velocidad de crecimiento encontrandose que ha mayor velocidad mayor

esporulacion.

El hecho de que los resultados de la prueba de patogenicidad muestren
diferencias entre las respuestas de los hospederos sugiere de manera categorica

la posible existencia de variantes del hongo.

Por las caracteristicas morfologicas de las cepas aisladas no solo Colletotrichum
gloeosporioides es el causante de antracnosis en el departamento de Sucre sino
que podrian existir variantes de esta especie y / o diferentes especies que causan
la enfermedad como lo demuestra la deteccion de C dematium entre las cepas

aisladas de name “espino”.

A pesar de la variabilidad morfolégica de las cepas de Colletotrichum
gloeosporioides aisladas existid un 90% de compatibilidad vegetativa entre ellas,
su capacidad de anastomarse podria conllevar a mayor variabilidad genética en
las poblaciones futuras y posiblemente a mayor agresividad, lo que podria predecir
a futuro continuos problemas con este hongo, justificando asi la necesidad de

continuar evaluando materiales tolerantes a patégenos.

La prueba de patogenicidad constituye una herramienta practica, econémica y
sencilla para futuros trabajos de diagnostico de antracnosis y para evaluar el grado
de tolerancia del germoplasma las cepas de hongos presentes en el

departamento.



7. RECOMENDACIONES

Realizar muestreos jerarquicos y consecutivos del comportamiento del hongo en
diferentes anos en los cuales se tenga en cuenta niveles macro vy

microgeograficos: Municipios, veredas, plantaciones, plantas y partes de la planta.

Evaluar mayor niumero de aislamientos de hongos sobre todos los hospederos
existentes en la zona con el fin de establecer las respuestas de cada uno de ellos

frente a las cepas aisladas.

Realizar estudios complementarios de biologia molecular que corroboren las
especies y permitan establecer la variabilidad de los aislamientos con el fin de
disefiar programas de mejoramiento genético y estrategias de diagnostico y

control mas eficientes para el manejo de la enfermedad.



Realizar estudios detallados a cerca de la compatibilidad vegetativa que incluyan
el uso de mutantes y pruebas bioquimicas para establecer la variabilidad genética

de la poblacién y la viabilidad de los heterocariontes formados.
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