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RESUMEN 
 

 

En este trabajo se evidenció la presencia del patógeno Colletotrichum gloeosporioides, 

asociado a cultivos de Dioscorea alata en municipios de los departamentos de Bolívar, 

Córdoba y Sucre, a partir de características morfológicas macroscopicas como: color de 

la colonia, forma de la colonia, crecimiento del micelio, aspecto del micelio,  tasa de 

crecimiento y características microscópicas como: forma y tamaño de la conidia. De 

igual forma se realizó una caracterización molecular utilizando el tipo de marcadores 

dominantes RAPD. Que confirmó la presencia y diversidad de este patógeno asociado 

a estos cultivos. Estos análisis se sustentaron con el empleo del software NTSYS,  que 

permitió separar las cepas en tres grupos, tanto en lo morfológico, como en lo 

molecular. Los resultados indican que la implementación de estudios morfológicos a 

nivel de caracterización de este patógeno muestran poca claridad a la hora de distinguir 

entre especies y que la implementación de marcadores moleculares es la herramienta 

más apropiada para la caracterización del hongo.      

 

Palabras claves: Colletotrichum gloeosporioides, Dioscorea spp, caracterización morfológica, 

caracterización molecular, marcadores dominantes RAPD.    
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ABSTRACT 
 
 

The presence of the pathogen Coletotrichum gloesporoides in this work was showed 

associated with crops Dioscorea alata in the municipalities in the departments of Bolivar, 

Cordoba and Sucre, from macroscopic morphological characteristics as color form of the 

colony, growth and aspect of mycelium, growth rate and microscopic characteristics as 

shape and size of conidia, were the cluster analysis generated three groups, like the 

analysis of molecular characterization  also grouped to the strains into three groups in 

this study. Those results indicate that morphological studies implementation at the 

pathogen´s characterization showed differentiation that may or not be comparable with 

the molecular analysis, so it necessary to pursue such studies as it allows to reach more 

definitive conclusions raise about this pathogen, and also identify possible ecotypes that 

we could guide management plans and control the producer of this important regional 

crops. 

 
Key Words: Colletotrichum gloesporoides, Dioscorea spp., Morphologic characterization, RAPD 

dominants markers. 
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INTRODUCCION 
 

 

Dentro de la elevada gama de microorganismos, que hacen parte de la diversidad 

presente en el planeta, encontramos al grupo de los hongos. Los resultados de 

recientes investigaciones muestran como estos organismos, entre ellos Colletotrichum 

spp, están dotados de una alta capacidad de adaptación, hecho que los convierte en 

organismos capaces de habitar  distintos lugares bajo condiciones ambientales muy 

diversas (Restrepo, 1998). 

 

Investigaciones realizadas por Kuo (2001), han permitido conocer con mayor detalle el 

habitad en el cual  se encuentra Colletotrichum  spp. Igualmente los estudios de 

(Baquero et al., 2002), en Dioscorea spp en el departamento de Sucre se  enfocaron a 

caracterizar la morfología del género Colletotrichum spp. 

 

Los enfoques que se han dado a estudios realizados sobre hongos que atacan plantas 

en las distintas zonas del mundo, y en especial Colletotrichum spp  hongo causante de 

la patología de la antracnosis en la especie vegetal ñame criollo (Dioscorea alata), 

ñame espino (Dioscorea rotundata), y otras variedades del tubérculo, al igual que otras 

especies de plantas como trigo (Triticum aestivum), aguacate (Persea americana Mill) 

(Freeman, 2000) fresa (Fragaria x ananasa Duch.), (Smith & Black, 1990; Howar, et al., 

1992; Curry, et al., 2002)  banano (Musa sapientum),  durazno (Prunus persica L.) 

(Adaskaveg & Hartin, 1997; Zaitlin, et al., 2000) mora azul (Vacciniam spp.) (Smith, et 

al., 1996) almendra (Prunus dulcis (Mill.) (Ogawa & English, 1991; Adaskaveg & Hartin, 

1997; Forster & Adaskaveg, 1999) mango (Magnifera indica L.), (Fitzell, 1979) y cítricos 

(Citrus spp.) (Zulfiqar, et al., 1996; Timmer & Brown, 2000), entre otros; se han 

orientado a caracterizaciones morfológicas, estudios especializados a determinados 

hospederos, cultivos específicos, análisis de compatibilidad vegetativa, y en estas 

últimas décadas debido al advenimiento y empleo de las técnicas auxiliares de la 
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biología molecular se están realizando análisis de caracterización molecular. (Freeman, 

2000). 

 

Dentro de estas técnicas tenemos: PCR (Reacción en cadena de la polimerasa), (Mullis, 

et al., 1994), AFLP (Fragmentos amplificados de longitud polimorfica), RFLP 

(Fragmentos de restricción de  longitud polimorfica) y RAPD (ADN polimorfico 

amplificado al azar). (Liyanage, et al., 1992). Es necesario destacar que aparte de 

realizar la caracterización morfológica en este estudio, también se realizó la 

caracterización preliminar en el aspecto molecular de Colletotrichum spp. causante de 

la patología de la antracnosis en las especies de ñame criollo (Dioscorea alata) y ñame 

espino (Dioscorea rotundata). Especies altamente cultivadas en gran parte del territorio 

de la costa atlántica colombiana. (Guzmán, 2001). 
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1. JUSTIFICACIÓN 
 

Entre las especies de ñame (Dioscorea spp) cultivadas en los departamentos de 

Bolívar, Córdoba y Sucre, principalmente la especie Dioscorea alata se ha visto 

afectada considerablemente por la patología conocida como antracnosis. En el 

periodo comprendido entre los años 1989 – 1990 se produjo un ataque devastador 

que redujo en casi un 80% las áreas cultivadas con ñame, ocasionando la perdida 

de variedades susceptibles de ñame criollo (López y Gamero, 1998). 

 

Por lo anterior se hace necesario generar investigaciones que ayuden a entender  

como se desarrolla la patología de la antracnosis que afecta los cultivos de 

Dioscorea spp. teniendo en cuenta criterios como crecimiento del patógeno en 

temperaturas optimas, compatibilidad vegetativa y por último aspectos 

morfológicos. Estos caracteres morfológicos no son suficientes para una 

caracterización exitosa por lo cual se hace necesario utilizar una metodología de 

mayor resolución como los marcadores moleculares. 

 

La investigación pretende determinar sí los cultivos de Dioscorea spp. solo son 

afectados por Colletotrichum gloeosporioides, para el caso de Dioscorea alata, o 

por Colletotrichum dematiun, para la especie Dioscorea rotundata o  sí es posible 

encontrar otras especies de Colletotrichum que estén asociadas con la antracnosis 

en cultivos de Dioscorea spp. que hasta el momento no se hayan identificado. 

 

La realización de un estudio de correlación entre la información morfológica 

obtenida y la información molecular, a partir de estos resultados se podría  

confirmar sí especies distintas del genero afectan a Dioscorea spp. o si existe 

variabilidad tanto morfologica como molecular entre cepas obtenidas. 
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Para el desarrollo de esta investigación se realizó un análisis morfológico y de 

marcadores moleculares tipo RAPD (ADN polimorfico amplificado al azar) que se 

ha considerado importante en la discriminación de especies vegetales y/o 

microorganismos. Dentro de las ventajas que este marcador molecular ofrece es la 

no utilización de elementos radiactivos, el bajo costo de la técnica, no requiere de 

un adiestramiento alto por parte de la persona que ejecuta la técnica. (Williams, et 

al., 1990).  

 

Este marcador molecular RAPD fue utilizado con el objetivo de entender la 

etiología, diversidad genética y estructura poblacional de las cepas analizadas y 

de esta forma contribuir a estrategias de manejo y control de la antracnosis en los 

cultivos de Dioscorea spp. en los departamentos de Bolívar, Córdoba y Sucre, 

altamente productores del tubérculo (Romero, 1999). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 5

2. OBJETIVOS 
 
 
 

2.1  OBJETIVO GENERAL 
 

Caracterizar morfológica y molecularmente cepas del hongo Colletotrichum spp. 

agente causante de la patología de la antracnosis en cultivos de ñame criollo 

(Dioscorea alata) y ñame espino (Dioscorea rotundata) en municipios de los 

departamentos de Bolívar, Córdoba y Sucre. 

 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 

� Caracterizar morfológicamente cepas del hongo Colletotrichum spp.  

 

� Establecer una colección de referencia de cepas del hongo Colletotrichum spp. 

causante de la antracnosis en Dioscorea spp. 

 

� Caracterizar molecularmente cepas del hongo Colletotrichum spp  mediante 

marcadores moleculares tipo RAPD. 

  

� Correlacionar los resultados obtenidos de la caracterización morfológica 

versus los obtenidos con la caracterización molecular. 
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3.  ANTECEDENTES  
 

 

3.1. ANALISIS MORFOLOGICO Y MOLECULAR DEL HONGO Colletotrichum 

spp A NIVEL MUNDIAL 

 

Se considera un hito las primeras investigaciones o revisiones realizada por Von 

Arx (1957), sobre la taxonomía de patógenos como Colletotrichum agentes 

causantes de patologías en plantas. En esa investigación se consideró 750 

especies de Colletotrichum existentes, para esa década los estudios morfológicos 

y de especificidad de hospederos concluyeron en la existencia de solo 11 taxones. 

A medida que se fueron incorporando nuevos detalles en los diferentes métodos 

de investigaciones como pruebas de patogenicidad, estudios bioquímicos y 

recientemente estudios moleculares, estos taxones han  ido aumentando. 

(Fagbola & Abang, 2004). 

 

No obstante, en recientes años un sin número de trabajos se han enmarcado a 

determinar las características morfológicas y moleculares de los aislamientos de 

Colletotrichum spp. que infectan cultivos como: frutos, cereales, leguminosas y 

especies ornamentales  que se encuentran ubicados en zonas tropicales y 

subtropicales del globo  (Peres et al., 2002). 

 

En cultivos de Chirimoya (Annona cherimola Mill.) las características de las 

conidias aisladas de Colletotrichum  spp. fueron cilíndricas, ovoides-alargados, 

piriformes-alargados y gigantes. Según Neirenberg et al., (2002) la forma de las 

conidias no se considera útil para identificar especies de Colletotrichum. 

Sin embargo, el tamaño medio de conidias de Colletotrichum fragariae. fue más 

largo y más angosto que el reportado para conidios de Colletotrichum 

gloeosporioides. Estos resultados se consideran importantes debido a que la 
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separación de especies de Colletotrichum, incluyendo C. fragariae y C. 

gloeosporioides, puede realizarse con base al tamaño de los conidios. Esto 

concuerda con lo propuesto por Smith & Black., (1990) y Gunnell & Gubler., 

(1992). 

 

La secuencia obtenida a partir de los aislados de C. fragariae se comparó con una 

secuencia obtenida del banco de genes con el número de acceso AJ301912,  esta 

secuencia y la obtenida en la investigación tuvieron un índice de similaridad de 

99.8 la diferencia fue de un nucleótido. Esto mostró que la diferencia en el número 

de nucleótidos puede indicar diferencias moleculares que sean únicas de cada 

especie, como fue el caso de la especie en estudio Colletotrichum fragariae, que 

difirieron de Colletotrichum gloeosporioides  Neirenberg et al., (2002). 

 

Ureña-Padilla (2002). Caracterizaron intra e ínter específicamente aislamientos 

responsables de producir daños en frutos y copa en plantas de mora. Aquí se 

evaluaron las relaciones genéticas entre los aislamientos, las que generaron un 

conocimiento de la biología y etiología de Colletotrichum causante de la 

antracnosis en frutos y copas de árboles en mora. 

 

La implementación de marcadores moleculares de ADN tipo microsatélite y RAPD, 

confirmo que Colletotrichum gloeosporioides es el agente causal de la pudrición en 

la copa de las plantas, Se encontró además que C. acutatum es el responsable de 

la pudrición de los frutos de mora, y no lo es Colletotrichum gloeosporioides ni 

tampoco Colletotrichum fragariae como lo afirmaban los estudios de 

caracterización morfológica empleados en la identificación de especies de 

Colletotrichum (Ureña-Padilla, 2002). 

 

La diversidad genética de C. acutatum agente causal de la pudrición en algunos 

frutos fue más baja, que la observada en C. gloeosporioides causante de la 
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pudrición en parte superior de las plantas. La baja diversidad observada por medio 

de los marcadores microsatélites y RAPD fue atribuida a la alta naturaleza clonal 

de C. acutatum. Estudios como análisis de isoenzimas, primer-arbitrarios PCR, 

ADN rico en A-T y características morfológicas, han reportado la baja diversidad 

genética de C. acutatum aislados a partir de mora (Bonde, 1991; Denoyes & 

Baudry, 1995). Esto contrasta con la alta diversidad genética presentada por C. 

gloeosporioides. Lo que sugirió una alta recombinación genética en la población. 

Freeman et al., (1993). 

 

Abang et al., (2002) llevaron a cabo un estudio con el propósito de clarificar el 

estado taxonómico de aislamiento de Colletotrichum spp. asociado con la 

patología de la antracnosis en ñame. En esta investigación se tuvieron en cuenta 

la morfología, criterios culturales y las características de virulencia en D. alata el 

análisis realizado para la clasificación de los aislamientos de C. gloeosporioides, 

estuvo basado en el color de colonia y tasa de crecimiento. 

 

La utilización de marcadores tipo RFLP en la región ITS (Secuencia de Trascrito 

Interno) demostró que ninguno de los aislamientos encontrados en ñame 

pertenecían a Colletotrichum acutatum. Esta especie se caracterizó por ser la más 

distante con un porcentaje menor de 80% en la similitud de la secuencia de los 

aislamientos de Colletotrichum gloeosporioides aislados de ñame. Abang et al., 

(2002), 

 

3.2.  ANALISIS MORFOLOGICO Y MOLECULAR DEL HONGO Colletotrichum 

spp. EN COLOMBIA 

 

Estudios realizados por (Baquero et al., 2002), en el departamento de Sucre sobre 

el género Colletotrichum en Dioscorea spp.  determinaron que: El genero 

Colletotrichum  está presente y es el causante de la antracnosis de  Dioscorea spp 
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en el departamento de Sucre, y se consideró que Colletotrichum no constituye un 

grupo morfológicamente homogéneo como lo demostró la variación en el color de 

las colonias de las cepas aisladas. 

 

En este estudio concluyeron a través de las características morfológicas que las 

cepas aisladas no solo pertenecen a Colletotrichum gloeosporioides agente 

causante de la antracnosis en el departamento de Sucre, sino que podrían existir 

variantes de esta especie y/o diferentes especies que causan la enfermedad como 

lo demuestra la identificación de Colletotrichum dematium entre las cepas aisladas 

de ñame “espino” (Dioscorea rotundata). 

 

Lavallet (2005), en el estudio de caracterización morfológica y molecular del 

agente causante de la antracnosis en cultivos de ñame en el departamento de 

Sucre, sugiere que existe una posible relación entre las especies y variedades de 

ñame con respecto a las especies de Colletotrichum identificadas, encontrándose 

en una mayor proporción la especie de Colletotrichum gloeosporioides en la 

variedad oso de Dioscorea alata, Glomerella cingulata en la variedad D.22 de 

Dioscorea alata y Colletotrichum dematium en la variedad espino Dioscorea 

rotundata. 

 

Esta investigación mostró que los cultivos de ñame en los municipios de Sincelejo, 

Corozal, Sampues, Tolúviejo y los Palmitos en el departamento de Sucre, son 

infectados por diferentes especies de Colletotrichum, destacándose Colletotrichum 

gloeosporioides con su teleomorpho Glomerella cingulata y la especie 

Colletotrichum dematium,  siendo la primera la más importante.  

 

La especie Colletotrichum gloeosporioides fue la más variable de las especies 

encontradas, indicado por la presencia de variantes morfológicas, lo cual podría 

responder a la presencia de razas o patotipos dentro de las especies. 
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Mientras que, la identificación de Colletotrichum gloeosporioides con los 

cebadores específicos CgInt/ITS4, se confirma a nivel molecular, que este 

patógeno es el principal agente causal de la antracnosis en ñame Dioscorea spp. 

en el departamento de Sucre. La ausencia de amplificación de las cepas aisladas 

con los cebadores específicos CaInt2/ITS4 para C. acutatum demostró que esta 

especie no está involucrada en la antracnosis asociada con el ñame en el 

departamento de Sucre durante el desarrollo de este estudio.  
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4.  ESTADO DEL ARTE 

 

 

4.1.  IMPORTANCIA DEL ÑAME 

 

El Ñame es una planta herbácea, trepadora, dioica perteneciente a la familia 

Diocoreaceae, género Dioscórea que comprende 603 especies (Degras, 1993). 

Estas especies que pertenecen al género Dioscórea sólo 12 son cultivadas a nivel 

comercial, entre las cuales Dioscórea alata es la más ampliamente distribuida a 

nivel mundial (Coursey, 1976). Este tubérculo se ha constituido en uno de los 

productos alimenticios de mayor importancia, debido a su riqueza en carbohidratos 

para millones de personas que habitan en los trópicos y subtrópicos África, 

América Central, Sur América, partes de Asia, el Caribe e islas del Pacifico. 

Repercutiendo esto en su comercialización y por ende en la economía a nivel 

mundial. (Amusa et al., 2003).  

 

Se estima que la mayor producción a nivel mundial del ñame se genera en la 

región occidental del continente Africano, estos planteamientos son confirmados a 

través de datos estadísticos que revelan que aproximadamente el 95% de la 

producción del tubérculo en el mundo se produce en esa región; y el 93% del área 

total de siembra. (FAO, 2002). 

 

 

4.1.1 Ubicación taxonómica del ñame  

 

Según, IITA (1993): 

Reino:          Vegetal 

División:       Angiosperma 

Clase:           Monocotiledonea 
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Orden:          Dioscoreales 

Familia:         Dioscoreaceae 

Género:        Dioscorea  

Especie:       Varias 

 

 

4.2.  GENERALIDADES DE LA ANTRACNOSIS 

 

Abang, et al., (2003) reportan que la patología de la antracnosis en plantas de la 

especie Dioscorea alata causa necrosis al tejido foliar, esto conlleva a que la 

superficie de área foliar disminuya su capacidad fotosintética en los cultivos, 

generando una disminución concomitante en la producción de alimento de reserva 

a nivel del tubérculo y por ende la muerte a la enredadera. 

 

Investigaciones generadas por Freeman et al., (1996), consideran que 

Colletotrichum gloeosporioides es un patógeno de poscosecha que ataca a los 

frutos de aguacate durante su crecimiento en los cultivos. Este patógeno se 

mantiene en un periodo de latencia hasta que los frutos alcanzan su madurez 

causando síntomas que se desarrollan de manera substancial durante el 

almacenaje y venta de los frutos, resultando casi imposible mantener un óptimo 

control sobre la patología de la antracnosis. En contraste con lo anterior la 

antracnosis en frutos de almendra es una enfermedad que desarrolla sus síntomas 

en frutos jóvenes durante el brote de los cultivos. 

 

 

4.2.1  Sintomatología de la antracnosis  

 

La enfermedad se presenta en hojas, pecíolos y/o tallos. Inicialmente, las hojas 

afectadas presentan en el haz puntos rojizos de apariencia hendida con halo 

amarillo; en el envés se observa ennegrecimiento de las nervaduras. 
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Posteriormente las lesiones crecen de forma irregular y se unen entre si 

ocasionando finalmente necrosis en la hoja. Otro síntoma de la enfermedad es el 

ennegrecimiento y muerte apical de los tallos, ocasionando la muerte descendente 

de la planta. En algunos casos ocurre necrosis en el pecíolo, lo que contribuye a la 

defoliación de la planta (Negrete y Redondo, 1997). 

 

 

4.2.2  Distribución geográfica de la antracnosis 

 

La patología de la antracnosis se ha considerado como una de las enfermedades 

más importante en el mundo, debido a la capacidad de adaptación que posee el 

agente causante de dicha patología Colletotrichum spp. Esta enfermedad se 

presenta en cultivos de regiones tropicales y subtropicales (Manners, et al., 2000). 

Investigaciones recientes han reportado la presencia de la antracnosis en 

Australia, occidente de Europa, Japón Medio Oriente (Freeman, et al., 2000), 

África (Thottappilly, et al., 1999), América del Norte y América del Sur y algunas 

islas del Caribe (Winch, et al., 1984).    

 

 

4.2.3  Importancia económica de la antracnosis 

 

La antracnosis del ñame fue considerada inicialmente como una patología sin 

importancia económica, que a través del tiempo se ha ido extendiendo a las 

diferentes regiones de producción ñamera en Colombia. En el año de 1989 se 

presentó en forma epidémica en el genotipo criollo “concha de coco”, los cultivos 

fueron arrasados en más del 80% de las áreas sembradas. Esto ocasionó que 

para los inicios de la década de los noventa el área de siembra de este cultivo se 

redujera pasando de 20.100 ha cultivadas a solo 4.547 ha, propiciando esto una 

disminución considerable de los ingresos adquiridos por la venta de este producto. 
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Se estima que aproximadamente 5000 familias se vieron directamente afectadas 

en los departamentos de Córdoba, Sucre y Bolívar (Campo, 2000). 

 

Por otra parte, la antracnosis se ha considerado como la enfermedad fúngica  de 

mayor relevancia económica, por las perdidas que ocasiona, en un sin número de 

cultivos (Zamora, 2001). En Israel la patología de la antracnosis es la mayor causa 

de enfermedad que ataca los cultivos de aguacate y almendra generando como 

consecuencia perdidas incalculables a los productores (Freeman, et al., 1996). 

 

Del mismo modo, en la región del Caribe la enfermedad de la antracnosis ha 

causado un impacto dramático en Dioscorea alata, en monocultivos de esta 

especie haciéndolos altamente susceptibles. En esta región la susceptibilidad a la 

antracnosis ha hecho virtualmente imposible el desarrollo y crecimiento de algunas 

variedades. De esta manera se ha considerado a la antracnosis como el único y 

más importante factor responsable de la disminución en la producción del ñame 

(McDonald, et al., 1998). 

 

 

 

4.3.  AGENTE CAUSAL DE LA ANTRACNOSIS 

 

Se ha considerado que la antracnosis es causada por Colletotrichum 

gloeosporioides Penz. Este pertenece a la clase deuteromicetes, orden 

melaconiales, familia melanconiaceae; este produce conidios hialinos unicelulares 

con morfología de bala; los acervulos son subepidérmicos con forma de disco de 

color oscuro y presenta setas oscuras. Los acervulos emergen a través de la 

superficie; los conidióforos son cortos y erectos (Laberry y Lozano, 1988). 
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4.3.1 Ubicación taxonómica del hongo  

 

Según Agrios, (1996). 

 

Reino:                 Fungi 

División:              Eumicota 

Subdivisión:        Deuteromicotina 

Clase I:               Coelomicetes  

Orden:                Melaconiales 

Género:              Colletotrichum 

Especies:            Varias 

 

 

4.3.2  Generalidades del patógeno 

 

El genero Colletotrichum comprende una amplia gama de especies en donde C. 

gloeosporioides, C. acutatum y C. orbiculare se han considerado las más 

importantes estos presentan un micelio ramificado, inmerso, septado, que 

presenta coloración hialina hasta un castaño pálido. 

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

castaños, con una pared densa o gruesa.  

 

Las setas presentes o ausentes, originalmente irregulares, más o menos fuertes 

con una pared septada. Conidioforos septados, ramificados en la base de color 

castaño claro o completamente hialinos, presentan conidias hialinas, aseptadas de 

forma cilíndrica, fusiforme que durante la germinación se torna de color castaño 

pálido y forma el apresorio (Waller, 1992). 

 

Por otra parte, las formas que presenta Colletotrichum se pueden determinar por 

un sinnúmero de patrones naturales, entre los que figuran desde saprófitos hasta 
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parásitos especializados con un amplio número de hospederos. La conidia se 

produce en masas mucilaginosas, de color rosado, bastante conspicuas y 

típicamente hundidas; el patógeno forma lesiones necróticas en tallos, hojas, 

frutos, siendo denominada Antracnosis según Jenkis, (1993). 

 

 

4.3.3 Epidemiología 

 

La infección inmediata es originada por esporas y micelio que infectan las 

semillas, las plantas que se desarrollan a partir de estas semillas desarrollan 

lesiones en el hipócotilo y en el cotiledón, cuando estas plantas llegan a su 

madurez generan gran cantidad de esporas. Los primeros estadios para el 

desarrollo de la enfermedad son esencialmente los mismos, para todas las 

especies de Colletotrichum (Waller, 1992). 

 

El resto de la planta, entre los que se cuentan hojas, tallos y frutos constituyen 

fuentes del inoculo para el comienzo de brotes de enfermedades estacionales, lo 

cual enfatiza la importancia de las habilidades saprofititas de muchas especies de 

Colletotrichum (Amusa, et al., 1997). 

 

Cuando el patógeno se encuentra fuera del hospedero, el desarrollo de las 

enfermedades está restringido por el requerimiento de agua durante todas las 

fases del ciclo de la enfermedad ya que las esporas de la antracnosis necesitan 

una película de humedad en la superficie de la planta para su germinación y 

penetración a la epidermis, una vez desarrollada la infección las lesiones se 

amplían y se producen esporas nuevas que son ligadas por una sustancia 

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

(Baquero et al., 2002).       
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4.3.4 Etiología 

 

Posterior a la infección inicial que genera el hongo mediante la adhesión de sus 

conidias a los tejidos sanos, el micelio crece intercelularmente durante cierto 

tiempo antes de que las células empiecen a colapsarse y pudrirse. El 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 cutícula, la cual rompe al ejercer presión hacía 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 los climas cálidos húmedos los conidios son liberados en una 

masa rosácea y pueden ser transportados por la lluvia, el viento y los insectos  

(Baquero et al., 2002).       

 

 

4.4.  MORFOLOGÍA MACROSCÓPICA Y MICROSCÓPICA DEL HONGO 

Colletotrichum spp 

 

Dentro de las formas más comunes de caracterización del hongo se cuenta con la 

descripción morfológica de la colonia, el micelio y las conidias todas estas 

características fueron introducidas por Bonde, (1991), quizás las más utilizadas 

antes de la incorporación de técnicas para caracterización molecular, sin embargo 

las metodologías de caracterización morfológicas siguen hoy día vigentes. 

 

Algunas de las características que se tienen en cuenta dentro de los estudios 

morfológicos son: forma y tamaño de las colonias, micelio y conidias, como 

también producción de esporodoquia, tipo de apresorio, setas, rango de 

hospedero, patogenicidad de los aislamientos y menos frecuentemente algunas 

características físicas como la temperatura de crecimiento (Beltran, 2000). 
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Cabe resaltar que uno de los parámetros morfológicos más usados ha sido la 

forma y el tamaño de la conidia, clasificado en tres grupos generales (Denoyes & 

Baurdy, 1995), mientras que otros investigadores como Agostini, et al., (1992) 

utilizan solo dos de estos grupos para diferenciar especies de Colletotrichum. 

 

Los tres grupos de conidia son: 

1. Conidia cilíndrica, con ambos extremos redondeados. 

2. Conidia intermedia, con un extremo en ángulo agudo y el otro redondo. 

3. Conidia con ambos extremos en ángulo agudo. 

 

Teniendo en cuenta estos criterios se observa que la conidia cilíndrica es la más 

predominante en Colletotrichum gloeosporioides. la conidia intermedia se aprecia 

en Colletotrichum fragaria y aislamientos de Colletotrichum acutatum presentan 

dominancia de la conidia con extremos agudos (Denoyes & Baurdy, 1995). 

Teniendo en cuenta el tamaño y la forma de la conidia, los datos reportados han 

mostrado grandes diferencias, lo cual hace muy difícil usar este criterio para aislar 

las diferentes cepas del hongo en diversos grupos o especies (Beltran, 2000). 

 

 

4.5.  CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DEL HONGO Colletotrichum spp 

 

En el género Colletotrichum, la especie C. gloeosporioides se ha caracterizado por 

presentar una tasa elevada de variabilidad genética; lo que ha representado mayor 

grado de dificultad en el proceso de caracterización de las especies del grupo  

(Beltrán, 2000). 

 

No obstante, se considera que los datos derivados de los análisis de ácidos 

nucleicos son los que aportan  mayor confianza en estudios de clasificación 

taxonómicos con respecto a Colletotrichum  se debe resaltar que solo se conoce la 



 19

secuencia completa de ADN de algunos hongos y se desconoce  la función de 

muchos de sus genes (Camacho, et al., 1997). 

 

La biología molecular ha jugado un rol muy importante en aspectos como la 

conservación, caracterización de plantas y estudios de diversidad genética. Todo 

esto se ha dado gracias a la implementación de novedosas técnicas moleculares 

que  han ayudado a aplicar y entender el uso de marcadores moleculares (Karp, et 

al., 1997).  

 

Las primeras aplicaciones de la PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) en 

micología fueron descritas por White, et al., 1990. la que consistió en la 

secuenciación y amplificación del ADN ribosomal (ADNr) para establecer las 

relaciones taxonómicas y filogenéticas de hongos.  

 

La secuencia del ADNr contiene una región conservada y otra región variable, la 

que permite comparar y discriminar organismos de igual como de diferentes 

taxones. El ADNr nuclear de hongos está organizado como una unidad repetitiva 

en serie (Cannon, et al., 2000).  

 

La primera unidad consta de tres genes de ARNr: El ARNr pequeño de 18s, el 

ARNr de 5.8s y el gen largo de ARNr 28s. En la primera unidad los genes están 

separados por dos espacios de transcrito interno ITS1 e ITS2, (por su sigla en 

ingles Internal Transcribed Spacer), la segunda unidad de genes de ADNr está 

separada por un espacio intergenico IGS (por su sigla en inglés Intergenic Spacer) 

y se continua con el gen 5s que no es una unidad repetitiva. El ADNr de 18s se 

utiliza para comparar relaciones de organismos distantes unos de otros, también 

se emplea en la en comparación de especies de hongos de un genero o de razas 

dentro de una especie. En algunas regiones el ADNr 28s también varía entre 

especies (Freeman, 2000). 

 



 20

4.5.1  Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

 

Esta técnica permite amplificar de forma exponencial un fragmento específico de 

ADN en condiciones in vitro. El método estándar requiere un molde de ADN que 

contiene la región a amplificar y dos oligonucleotidos cebador que flanquean la 

región blanco. La amplificación está basada en el uso de la enzima DNA 

polimerasa termoestable aislada de la Thermus acuaticus, llamada Taq  

polimerasa (Sharrocks & Andrew 1994). 

 

Todos los componentes de la reacción de la PCR son mezclados y el 

procedimiento consta de tres etapas que están determinadas por condiciones de 

temperatura, denaturalización del molde y alineación- extensión de los cebadores 

(Karp, et al., 1997).  

 

 

Tabla 1. Resumen de las condiciones estándares para la amplificación de la PCR y la concentración de 

los diferentes componentes de la PCR.  

COMPONENTES CONCENTRACION 

Molde de ADN De 10-100ng 

Buffer de amplificación Volumen final de 1/10 el buffer está compuesto a una 

concentración de 10X  con la polimerasa Taq de ADN 

MgCl2 0.5-5mM (generalmente 1.5mM) 

dNTPs 20-200µM de dATP, dCTP, dGTP y dTTP 

Primer 1 0.1-0.5µM 

Primer 2 0.1-0.5µM 

ADN Taq polimerasa 0.5-2.5Unidades 

Agua destilada esteril  Volumen final  

Volumen final  De 25-100µL 

 

(Mullis et al, 1994). 
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4.5.2  Caracterización con cebadores múltiples arbitrarios (MAAP)  

 

Con el advenimiento de la PCR, las técnicas se pusieron disponibles superando 

muchas de las limitaciones de sonda – hibridización basado en los métodos 

RFLPs (Karp, et al., 1997). 

 

Un subconjunto de técnicas estrechamente relacionadas se desarrollaron 

simultáneamente las cuales involucran el uso de cebadores 'arbitrarios'  en una 

reacción de PCR, el resultado es la amplificación de muchos productos de ADN 

discretos.  Cada producto se derivará de una región del genoma que contienen 

dos segmentos cortos las cuales comparten secuencias complementarias al 

cebador y qué está en las hebras opuestas y suficientemente  relacionadas para la 

amplificación a realizar (Demeke & Adams, 1994). 

 

Las técnicas de este tipo han sido colectivamente llamados perfiles múltiples 

arbitrarios (MAAP). La versión normalmente mas usada es el análisis de RAPD, en 

que los productos de amplificación son separados en los geles de agarosa en 

presencia de bromuro de etidio y se visualiza bajo la luz ultravioleta. AP-PCR y 

DAF (Amplificación de ADN que toma las huellas dactilares) difieren 

principalmente de la técnica RAPD en la longitud del cebador, las condiciones  de 

astringencia y el método de separación y descubrimiento  de los polimorfismos 

como la presencia o  la ausencia de bandas y principalmente es el resultado de la 

diferencia de secuencias en  el cebador (Weir et al., 1998). 

 

El alto impacto de estas técnicas se debe a que no hay requisito para las sondas 

de ADN o la información de la secuencia para el diseño del cebador. El 

procedimiento no incluye pasos de revelado o  hibridización. La técnica es rápida, 

simple y eficaz y requiere solamente la utilización de un termociclador, cámara 

para correr el gel de electroforesis, esta requiere pequeñas cantidades de ADN 

(10 ng por  reacción) y el procedimiento es automatizado (O’Neill, et al., 1997). 



 22

Tabla 2.  Ventajas y desventajas de algunos de los marcadores más utilizados en la biología molecular. 

CARACTERÍSTICAS RFLPs RAPDs SSRs AFLPs PCR 

Polimorfismos Medios Medios Altos Medios Medios 

Posible 

automatización 

No Si/No Si/No Si/No Si 

Costo de 

automatización 

Alto Medio Alto Alto Alto 

Repetitividad Alta Baja Alta Media Alta 

Adiestramiento 

requerido 

Bajo Bajo Bajo/Medio Medio Alto 

Uso de elementos 

radiactivos 

Si/No No Si/No Si/No Si/No 

Automatización de 

muestras por día 

20 50 50 50 20 

 

(Karp, et al., 1997). 

 

 

4.6.  DIVERSIDAD GENÉTICA 

 

Este parámetro evalúa la probabilidad de escoger al azar alelos diferentes dentro 

de una población y por lo tanto es un estimativo de cuanta variabilidad puede ser 

utilizada en estudios de sensibilidad de variedades de ñame al patógeno De 

Vicente & Fulton, (2003). 

 

4.6.1 Distancia genética 

 

La distancia genética entre dos muestras se describe como la proporción de 

elementos genéticos (alelos, genes, gametos y genotipos) que no son compartidos 
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por ambas muestras. En casos en los que D =1 se asume que las dos muestras 

no tienen elementos genéticos en común. 

Según las similitudes de los individuos, son posibles tres tipos de la 

representación de la distancia (D): 

 

D = 1-S, conocida como la distancia lineal porque asume que la relación con la 

similitud es lineal. 

D = √(1-S), conocida como la distancia cuadrática porque asume que la relación 

con la similitud se ajusta a una función cuadrática, de manera que para volverla 

lineal es necesario calcular la raíz cuadrada. 

D = (1-S)2, conocida como la distancia circular.  

El calculo de la distancia ó disimilitud se puede ajustar a: 

- Modelo de equilibrio: La distancia permanece constante con el tiempo 

(existe equilibrio entre la migración y la deriva genética). 

- Modelo de desequilibrio: La distancia cambia con el tiempo, a través de la 

migración y la deriva genética. 

 

Existen dos alternativas para los estudios de distancias:  

 

Distancia geométrica: 

- No considera los procesos evolutivos. 

- Se basa solamente en las frecuencias alelicas. 

- Existe una relación compleja entre la distancia y el tiempo de divergencia 

(Nei, 1987). 

 

La distancia geométrica se emplea para estudios de diversidad en los cuales se 

hacen comparaciones según los datos morfológicos o de  marcadores recopilados 

de  las unidades taxonómicas operativas. (UTO). Las UTO pueden ser individuos, 

accesiones ó poblaciones. La distancia geométrica puede utilizarse con 

marcadores dominantes (RAPD, AFLP) o codominantes (microsatélites). Debido a 
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que no se consideran los aspectos evolutivos, los dendogramas obtenidos no 

pueden interpretarse como árboles filogenéticos que suministran información 

acerca de la evolución o divergencia entre grupos (De Vicente et al., 2004). 

 

 Distancia genética: 

- No considera los procesos evolutivos. 

- La distancia aumenta a partir del momento de la separación de una 

población ancestral. 

Requiere un modelo genético de evolución Nei, (1987). 

 

Por el contrario, la distancia genética de cualquier UTO  puede incorporarse en 

estudios filogenéticos. El modelo contempla las frecuencias alelicas en las UTO y 

su fundamento matemático es diferente. Puede utilizarse con marcadores  

codominantes y dominantes; no obstante, con estos últimos se pierde información 

porque solamente se pueden calificar dos alelos. La distancia genética con 

marcadores dominantes requiere que se examinen dos generaciones de la misma 

población para medir la segregación de los locis (Lynch & Milligan, 1994).  
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5.  METODOLOGÍA 

 

 

5.1.  LOCALIZACIÓN 

 

Este estudio se realizó en la región septentrional de América del Sur, Región del 

Norte de Colombia, en los departamentos de Sucre, Córdoba y Bolívar; en seis 

sitios  distribuidos por zonas:  

 

Zona I municipio de Sincelejo, corregimiento de Sabanas del Potrero.  

Zona II, municipio de Sampués, vereda calle larga (Sucre). 

Zona III, municipio de los Palmitos, corregimiento de Palmito (Sucre). 

Zona IV, municipio de Tolú Viejo, corregimiento la Siria (Sucre). 

Zona V, Municipio de San Jacinto (Bolívar). 

Zona VI, municipio de Moñitos (Córdoba).  

 

Esta investigación se llevó a cabo en las instalaciones del Laboratorio de 

Biotecnología Vegetal de la Universidad de Sucre, ubicado en el municipio de 

Sincelejo, capital del departamento de Sucre-Colombia, su posición geodesica es 

9°18’ latitud  Norte y 75°23’ longitud Oeste del meridiano de Greenwich, (Estudio 

General de Suelos y Zonificación de Tierra). Con altitud de 212 m.s.n.m., 

temperatura media de 29° C y precipitación media anual de 1050 mm (IDEAM, 

2005).  

 

5.2.  COLECCIÓN DE AISLAMIENTOS DEL HONGO Colletotrichum spp 

 

5.2.1 Recolección de muestras. Las muestras se obtuvieron de cultivos de 

plantas de Dioscorea alata afectadas con la antracnosis, sintomáticas. 
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Esta recolección se realizó, previa observación de la forma del cultivo,  el recorrido 

se realizó en zig-zag (López y Gamero, 1998). Se hizo una escogencia de las 

plantas al azar con respecto a la sintomatología, y éstas se encontraban  

separadas aproximadamente 5 m de distancia una con respecto de la otra. A cada 

planta se le tomó muestras foliares. Las muestras recolectadas en cada sitio se 

embalaron en bolsas de papel de aproximadamente 20 cm de alto por 10 cm de 

ancho. Estas bolsas contenían información en la parte externa del sobre: Fecha de 

recolección de las muestras, municipio, vereda, finca, dueño del predio, cultivo 

asociado, edad del cultivo. Las muestras posteriormente fueron desinfectadas y 

establecidas directamente en medio PDA, al día posterior a su recolección 

(Baquero et al., 2002).       

 

5.2.2  Aislamiento del patógeno. El aislamiento del patógeno, se realizó en el 

Laboratorio de Biotecnología Vegetal de la Universidad de Sucre, a partir de los 

fragmentos de tejidos cortados por los límites de las lesiones presentes en las 

hojas de ñame al igual que hojas completas totalmente infectadas, estas se 

trataron previamente con solución de hipoclorito de sodio. 

 

Teniéndose en cuenta la concentración de hipoclorito propuestas por (Baquero et 

al., 2002). Así 5.25% a 1min; luego se lavaron tres veces con agua destilada 

estéril, se secaron en papel absorbente estéril. Cada uno los fragmentos 

previamente desinfectados fueron llevados directamente a medio de cultivo Papa 

Dextrosa Agar (PDA), se incubaron durante varios días a una temperatura de 28ºC 

y una humedad relativa del 60% aproximadamente. Una vez se evidenció 

crecimiento micelial en el medio de cultivo respectivo se realizaron diluciones 

sucesivas hasta la purificación del hongo; cada aislamiento fue marcado en 

concordancia con el origen geográfico de la muestra a partir de la cual se obtuvo, 

lo que permitió  constituir un cepario. 
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Una vez obtenido el aislamiento puro de cada cepa se mantuvo en PDA  

realizándose repique cada vez que fue necesario (Green, et al., 2000; Beltran, 

2000). 

 

5.3.  CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA DEL HONGO Colletotrichum spp. 

 

5.3.1 Establecimiento de cultivos monospóricos. Para el establecimiento de 

cultivos monospóricos se realizó inicialmente la purificación de los hongos 

aplicando la técnica de dilución propuesta por Echandi, (1971); mediante la cual se 

desprenden las esporas del cultivo por medio de un asa, este inoculo se diluye en 

agua destilada estéril hasta llevarlo a una dilución de 1x106 esporas por mL, se 

tomaron 250µL de esta dilución y se sembraron en medio PDA, y se agregó al 

medio de cultivo rifampicina para evitar contaminación bacteriana de las colonias. 

La conidia germinada se aisló mediante un corte aproximado de 3mm en cada 

bloque de PDA y se sembró nuevamente en PDA para así obtener una sola 

expresión genética, las colonias fueron incubadas y se observaron posteriormente 

a los dos días de haberse realizado la siembra. A cada cultivo monosporico se le 

asignó un número de registro de entrada a la colección. 

 

5.3.2 Mantenimiento de las Cepas. Para mantener las colonias jóvenes se 

realizaron subcultivos sucesivos cada ocho días aproximadamente en medio PDA, 

se inoculó un fragmento de hifa de la parte más joven del cultivo con la ayuda de 

un asa y se incubaron a una temperatura de 28ºC a una humedad relativa de 60%. 

 

5.3.3 Caracterización Morfológica de las cepas. De los aislamientos obtenidos 

se realizó la descripción macro y microscópica del patógeno, las características 

macroscópicas evaluadas fueron las propuestas por Sutton (1992). El color de las 

colonias se determinó a través de la carta de colores Munsell (1994). La forma y el 

tamaño de las conidias se determinó utilizando el microscopio óptico OLYMPUS 

Modelo CH30RF100. Esto se  resume en la tabla 3. 
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Tabla 3. Descripción macro y microscópica del patógeno a evaluar. 

COLONIA MICELIO CONIDIAS 

Cepa Crecimiento Forma 

Color Aspecto Color 

Forma Color Tamaño 

Pigmentación Tasa de crecimiento Esporulación 

 

 

En la caracterización microscópica se evaluó la forma y tamaño de las conidias, 

según lo propuesto por Barnett, (1998) y Mordue, (1971). Como se describió en la 

tabla anterior utilizando microscopia de luz, para las mediciones se utilizó un 

micrómetro adaptado al ocular y calibrado para el objetivo 100X, se observaron 10 

conidias por campos y en cada montaje se analizaron 10 campos (Beltran, 2000; 

Sutton,1992). Estos datos fueron analizados a través del software NTSYS.  

 

5.3.4 Evaluación de la curva y tasa de crecimiento: Los datos recolectados 

para el análisis de esta variable se obtuvieron a partir de la medición de cada una 

de las colonias en su respectiva caja petri, la que contenía medio PDA. El micelio 

de cada cepa fue inoculado en el centro de las cajas petri con un asa para hongos, 

los cultivos se incubaron a una temperatura de 28ºC  y fotoperiodos de 12 horas. 

El diámetro de las colonias se midió 48 horas después de haberse inoculado cada 

cepa. Las mediciones posteriores se realizaron cada 12 horas por un tiempo de 8 

días (Cedeño et al., 1994; Kuo., 1999). 

 

 

5.4.  CARACTERIZACION MOLECULAR DE CEPAS DEL HONGO   

Colletotrichum spp. 

 

5.4.1 Extracción de ADN Genómico total de cepas de Colletotrichum spp. 

Para la extracción del ADN de Colletotrichum spp, se realizó la estandarización del 
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método, partiendo del protocolo de extracción para plantas, hongos y bacterias 

propuesto por Afanador et al., (1993) y descrito a continuación. 

 

♣ Se transfirió el micelio fresco (150mg) a una bolsa de papel aluminio esteril, 

esta se introdujo en un mortero y se maceró con nitrógeno líquido.  

♣ A un tubo eppendorf se agregó 800 µL de buffer de extracción TES que 

contenía (0.2 M Tris-HCL ph7.5, 10µM EDTA pH8, 0.5 M NaCl, 1% SDS). A 

este se le adicionó (150mg) de micelio previamente macerado y se dejó en 

baño de María 1 hora a 65ºC. 

♣ Se agitó el tubo y se agregó 200µL de acetato de amonio 7.5M, y se agitó por 

15 minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugó a 12.000 r.p.m. por 

15 minutos.  

♣ Se transfirió el sobrenadante y se agregó 500 µL de cloroformo:octanol (24:1), 

se mezcló bien y se centrifugó a 12.000 r.p.m por 10 minutos.  

♣ Se transfirió el sobrenadante y se agregó ½ volumen de isopropanol frió y se 

dejó precipitando en el congelador de un día para otro. 

♣ Se centrifugó a 12.000 r.p.m por 15 minutos, se eliminó el sobrenadante y se 

lavó el pellet con 500µL de etanol frió al 70%. 

♣ Se dejó evaporar totalmente el etanol y se agregó entre 100 a 200µL de buffer 

TE dependiendo del tamaño del pellet. 

♣ Se observó el ADN en un gel de agarosa 0.8% para determinar la calidad (Se 

sirvió 2 µL de ADN) 

♣ Se almacenó el producto de extracción a -20ºC.    

        

5.4.2  Electroforesis en gel de Agarosa. Se usaron geles de agarosa estandar 

preparados en buffer de electroforesis TBE 0.5X  (0.8 % W/V) en los que se 

sembró cada muestra usando como buffer de carga 3µL de orange más 7µL de 

ADN  y se corrió a 90V por un tiempo de 2 horas. El gel fue teñido con Bromuro de 

etidio y se observó la presencia de ADN a través del Transiluminador  VWR 

INTERNATIONAL a una longitud de onda de 365-302nm. 
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5.4.3  Cuantificación del ADN genómico total. Las muestras obtenidas de la 

extracción de ADN se cuantificaron en un fluorómetro Qubit Invitrogen. Se 

visualizó la calidad y concentración del ADN mediante un gel de agarosa al 0.8% 

por medio de electroforesis y teñido con bromuro de etidio. Las muestras de ADN 

se diluyeron a una concentración de 50ng/µL aproximadamente.   

 

5.4.4  Polimorfismos Amplificados de forma Aleatoria (RAPD). A partir de cada 

una de las cepas del hongo en los que se comprobó la presencia de DNA por 

electroforesis, se tomó una cantidad de la muestra para el análisis con el marcador 

tipo RAPD. 

 

Se evaluaron tres cebadores tipo RAPD descritos por (Weeds et al., 2002) y 

(Mercia, 1999). Para la caracterización y amplificación del ADN polimorfico de 

Colletotrichum spp. de los cuales se seleccionó un cebador por su alto 

polimorfismo, calidad de resolución y que presentó un patrón de bandas 

diferenciables. 

 

La secuencia de los tres cebadores seleccionados para el análisis molecular 

mediante RAPDs se presentan en la tabla 4.  

    

Tabla 4. Códigos y secuencias de los cebadores  utilizados en la amplificación RAPD para la 

caracterización molecular en cepas de Colletotrichum spp.  

Código Secuencia 

D18 5’-GAGAGCCAAC-3’ 

Z14 5’-TCGGAGGTTC-3’ 

OPB1212 5’-CCTTGACGCA-3’ 

 

Este paso se estandarizó teniendo en cuenta  el protocolo propuesto por Mercia, 

(1999). 
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La reacción de PCR se llevó a cabo utilizando las 26 muestras en estudio. La 

amplificación fue realizada en un termociclador Termal cycler Biorad, para tubos 

de 0.2mL. Las concentraciones y los ciclos de temperaturas se muestran en las 

tablas 5 y 6 respectivamente.   

 

Tabla 5. Concentraciones de los reactivos utilizados para la prueba de Amplificación del ADN de 

Colletotrichum spp. con marcadores RAPD. 

Reactivo Conc Inicial Conc Final Volumen µL 

Buffer PCR 10X 1X 1.25 

MgCl2 50mM 2.0mM 1 

dNTPs mix 100mM 0.2mM 0.25 

Cebador aleatorio 10µM 0.8µM 0.75 

Taq Pol 5U/µL 1U 0.2 

ADN  50ng/µL 2.5 

H2O bdes   6.55 

V Final   12.5 

  

 

Tabla 6. Ciclos de temperaturas y tiempos utilizados en la prueba de amplificación   

del ADN de Colletotrichum spp. con marcadores RAPD. 

Paso Temperatura Tiempo 

1 94ºC 5min 

2 94ºC 1.5min 

3 36ºC 1min 

4 72ºC 1.5min 

5 34 veces 2-4  

6 72ºC 7min 

7 4ºC 5min 

 

 

5.4.5  Electroforesis en gel de Agarosa. Los productos de PCR se analizaron en 

electroforesis en un gel de agarosa horizontal a una concentración de 1.4% y a 

70V por dos horas. El tamaño o peso molecular de los productos se confirmó a 

través de la comparación con el marcador de peso molecular.  
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5.4.6 Análisis de datos moleculares. En el análisis molecular de cada una de 

las cepas seleccionadas, para el caso del marcador molecular RAPD, siendo este 

un marcador dominante las bandas fueron cuantificadas como 1 cuando se 

encontraron presentes en el gel y 0 cuando las bandas se encontraron ausentes. 

Estos datos se analizaron utilizando el software POPGENE Yeh et al., (1997).  

 

5.4.6.1 Diversidad genética. Las relaciones entre aislamientos fue cuantificada 

mediante la tasa de polimorfismo (Pj) y frecuencia alelica (q), Empleando la 

formula: 

 

Pj = q ≤ 0.95 

Donde: 

Pj = Tasa de polimorfismos 

q = Frecuencia alelica   

Según Cavalli – Sforza & Bodmer, (1981). 

 

Calculo de la diversidad  con marcadores moleculares dominantes: Para esta 

variable se empleará la formula.  

hj = 1 – p2  - q2   

 

Donde: 

hj = Heterozigocidad por locus  

p y q = Frecuencias alelicas  

Según Nei, (1987). 

 

5.4.6.2  Distancia geométrica. En este caso se estimará por la distancia 

geométrica usada para estudios de diversidad en el que las comparaciones se 

realizarán con base a la morfología y estudios con marcadores moleculares 

dominantes como los RAPD.  
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El índice a aplicar es:  

Coeficiente de concordancia simple: definido por la siguiente formula: 

(a+d)/ (a+b+c+d) De Vicente et al., (2004). 

 

Se utilizó el método de agrupamiento UPGMA (Yap & Nelson, 1996) y el programa 

NTSYS. (Numerical taxonomy and Multivariate analisys system) (Rohlf, 2002). 
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6.  RESULTADOS Y DISCUCIÓN 

 

 
6.1 SINTOMATOLOGÍA: 

 

Los síntomas típicos de antracnosis observados en las hojas de plantas de: 

Dioscorea alata var. Oso: En esta variedad la lesión se caracterizó por presentar 

una sintomatología con manchas de forma irregular, de color café oscuro con un 

halo amarillo en los bordes y las manchas se unen necrosando la superficie de la 

hoja. De esta lesión se aislaron hongos del genero Colletotrichum spp. 

(Ver figura 1). 

 

                                           
Figura 1. Sintomatología de la patología de la antracnosis producida por Colletotrichum spp. en tejido 

foliar de la variedad oso de Dioscorea alata. 

 

 

Dioscorea alata var. Pico de botella: En las plantas de esta variedad las hojas 

presentaron una sintomatología de color marrón con halo amarillo en los bordes, 

las manchas presentes crecen de forma irregular causando una lesión necrotica 

de apariencia hendida. De esta lesión se aislaron hongos pertenecientes al genero 

Colletotrichum spp. (Ver figura 2) 
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Figura 2. Sintomatología de la patología de la antracnosis producida por Colletotrichum spp. en tejido 

foliar de la variedad pico de botella de Dioscorea alata. 

 

   

Dioscorea alata Var. Diamante 22: Las hojas típicas de la variedad presentaron 

la sintomatología de pequeños puntos rojizos de aspecto hendido y forma irregular 

en la fase primaria de la lesión, a medida que las manchas crecen de manera 

paulatina  la apariencia de su color se torna marrón oscuro y estas se unen hasta 

necrosar la hoja. De esta lesión se aislaron hongos del genero Colletotrichum spp.    

se observó también una mancha característica de aspecto alquitranoso, de la cual 

se obtuvo aislamiento del género de hongo Fusarium esto sugiere que esta 

mancha puede estar relacionada a otros tipos de hongos.(Ver figura 3). 

 

 
Figura 3. Sintomatología de la patología de la antracnosis producida por Colletotrichum spp. en tejido 

foliar de la variedad diamante 22 de Dioscorea alata. 
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Dioscorea rotundata Var. Botón: En esta variedad las lesiones presentes en las 

hojas se observaron de forma circular y de menor tamaño a las que se presentan 

en la especie Dioscorea alata el aspecto de la mancha  es alquitranoso su color es 

marrón oscuro con un anillo concéntrico de color amarillo claro, por lo general 

estas lesiones no alcanzan a necrosar la superficie total de la hoja. Los 

aislamientos obtenidos y analizados a partir de estas muestras no corresponden al 

género de hongo Colletotrichum spp. estos resultados no concuerdan a los 

reportados por (Baquero et al., 2002) y (Lavallet, 2005) en las que asocian esta 

sintomatología con las caracteristicas descritas para Colletotrichum dematium.  

 

La diferencia en la sintomatología de la enfermedad observada en campo  

reportada en este estudio solo para Dioscorea alata y ratificada por estudios 

realizados en Dioscorea alata  en las Islas Salomón  (Winch et al., 1984) y Nigeria  

(Abang et al., 2002)   sugiere que la interacción entre factores ambientales como 

Humedad Relativa, temperatura, lluvias intensas y suelos composición genética de 

los cultivos y las cepas, y grados de patogenicidad y/o virulencia del patógeno, son 

los responsables de la multivariada sintomatología en la patología de la 

antracnosis  en los cultivos de Dioscorea alata (Abang, et al., 2003; Amusa, et al., 

2003). de acuerdo a lo reportado por (Mestra, 1992; Lavallet, 2005) en 

investigaciones realizadas sobre la antracnosis en cultivos de Dioscorea spp. en 

municipios del departamento de   Sucre.  

 

6.2 CARACTERIZACIÓN MORFOLOGICA Y CULTURAL DE CEPAS DE 

Colletotrichum spp. 

  

Los resultados obtenidos a partir de la caracterización morfologica de las cepas  

de Colletotrichum spp. aisladas de tejido foliar de Dioscorea spp. en los 

departamentos  de  Bolívar, Córdoba y Sucre se encuentran sintetizados en la 

tabla 7. 
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6.2.1 Determinación de las relaciones morfológicas a partir de características 

cualitativas obtenidas de cada aislamiento analizado. Para la determinación de 

las relaciones morfológicas entre los diferentes aislamientos del hongo se realizó 

un análisis de similitud mediante el índice  de Coeficiente de correspondencia 

simple y el método de agrupamiento UPGMA. (Ver grafica 3).  

 

El análisis fue realizado mediante el programa NTSYS (Numerical taxonomy and 

Multivariate analisys system) y con los datos de morfología microscópica y 

macroscopica, como tamaño de la conidia, morfología de la conidia, tasa de 

crecimiento en la que se sustituyeron caracteristicas cualitativas como: color, 

forma y pigmentación de la colonia, como también crecimiento, aspecto y color del 

micelio, por datos numéricos. (Ver tabla 8) 

 

Tabla 8. Constitución de los grupos  de cepas de Colletotrichum spp en Dioscorea spp. propuesto por 

el análisis de Coeficiente de correspondencia simple a través del  software NTSYS.  

 

GRUPOS CEPAS 

1 1, 5, 9, 53, 38, 15, 68, 73, 100. 

2 17, 27, 90, 85, 74, 108, 105, 106, 77, 92. 

3 135, 145. 

 

Las características de cada uno de los grupos representados en el dendograma 

son descritas a continuación. 

 

GRUPO 1: Este grupo está conformado por las cepas 1,5, 9, 53, 38, 15, 68, 73 y 

100. Aisladas de la región Sabanas y Montes de María. 

 

Las cepas de este grupo se caracterizaron por presentar un crecimiento micelial 

levantado. Para el color de las colonias estas cepas presentaron variabilidad entre 

ellas y con respecto a las cepas de los dos grupos restantes. 
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La variable color de la colonia fue realizada a los ocho días posteriores a la 

siembra y cotejada con la tabla Munsell Color Company (1994). Presentando 

colores como: rosado, palo de rosa, rojo claro. A partir de estos resultados se 

evidenció que el color de las colonias es propio del género Colletotrichum, con una 

variación amplia en cuanto a tonalidades de los colores que se han reportado en 

investigaciones como la realizada por Baquero et al., (2002) en las que describen 

tonalidades de la colonia como; lila, morada, salmón, curuba y crema; siendo PDA 

el medio de cultivo utilizado para el crecimiento de las cepas. (Ver figura 4). 

     

                    
Figura 4. Características morfológicas macroscopicas de la colonia de la cepa 15 de Colletotrichum 

spp. representativa del grupo 1. Creciendo en medio PDA. Cepa 15 (A) rojo claro lado anverso y (B) 

cepa 15 lado transverso. 

 

Los resultados observados en la coloración de las colonias para esta 

investigación, también difieren a los resultados obtenidos por Lavallet, (2005), en 

los que se reportan colores como: blanco, verde oliva, crema y gris. En donde se 

utilizó medio de cultivo PDA. 

 

Las diferencias encontradas en este estudio con respecto a las investigaciones 

antes mencionadas se pueden deber a condiciones tales como: temperatura, 

humedad relativa y parámetros como el tiempo de medición de  tonalidades de los 

colores de cada cepa. 

A B 
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En este estudio se realizó la primera descripción macroscopica a los ocho días de 

haberse sembrado la muestra, aquí la tonalidad en cuanto a los colores de cada 

cepa fue fuerte, mientras que al realizar la segunda descripción  al día treinta de la 

siembra las tonalidades se observaron atenuadas, esto se atribuye a la edad de 

los cultivos corroborando lo descrito por Adaskaveg & Hartin (1997). 

            

Entre tanto la diferencia marcada por la variabilidad presentada en las cepas del 

grupo 1 de este estudio con respecto a las cepas descritas por Baquero et al., 

(2002) y Lavallet (2005) se puede deber al hecho a que estas cepas provinieron 

de distintos sitios geográficos, diferencia en la época de recolección de las 

muestras, diversidad de hospedero y variación agroclimática. 

 

Este aspecto de variabilidad también se mantuvo para la característica forma de la 

colonia en las que predominó la forma redonda con margen levantado. Con 

referencia a  la pigmentación de las colonias también se observó variabilidad en 

las que predominaron colores como: palo de rosa, café rojizo claro y amarillo 

rojizo.          

 

En  el análisis microscópico del grupo 1,  las conidias  presentaron un promedio de 

6.47µm en la variable largo. A partir de esta variable se pudo determinar que 

existe diferencia significativa entre este grupo y el grupo número 3 que se describe 

posteriormente en la tabla 9. Para esta variable se obtuvo una desviación estándar 

del 0,42 lo cual mostró suficiente homogeneidad en los datos obtenidos. 

 

Con respecto a la variable ancho de la conidia el promedio es de 2,62µm. existe 

diferencia significativa según el análisis de Tukey con respecto a los grupos 2 y 3 

relacionados en la tabla 9. Aunque en ocasiones este parámetro no se considera 

un parámetro esencial para discriminación en la caracterización morfologica de las 

conidias. 
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Aquí se muestra que la variable longitud de la conidia es proporcional al ancho de 

la conidia. Esto concuerda con los resultados reportados por Baquero et al.,(2002) 

en donde se encontró que la variable ancho y longitud de las conidias muestran 

una estrecha relación. 

 

Entre tanto Adaskaveg & Hartin (1997) consideran que caracteristicas como el 

tamaño de las conidias pueden variar en condiciones de campo como en 

condiciones controladas. 

 

Las características morfológicas de la conidia de  las cepas de este grupo, fue 

ovoide y cilíndrica.  Autores como Bonde (1.991), Denoyes & Baurdy, (1.995) 

consideran este aspecto como un criterio importante en la discriminación de 

especies de Colletotrichum. (Ver figura 5)  

 

                                                                       
Figura 5. Características morfológicas de las conidias de Colletotrichum spp. cepa 15 (A) mostrando 

conidias ovoides con ambos extremos redondos. 

 

Para la variable tasa de crecimiento medida cada 12 horas presentó un valor de 

0,39mm este dato obtenido no presentó diferencia significativa con respecto a 

cepas de los grupos 2 y 3. Cabe destacar, que para esta variable, parámetros 

como condiciones de incubación, temperatura, humedad relativa, oscuridad y luz 

constantes permanecieron homogéneas para las 21 cepas analizadas.    
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GRUPO 2: Las cepas 17, 27, 90, 85, 74, 108, 105, 106, 77 y 92. Representativas 

de este grupo aisladas de la región Montes de María, sabanas y costera. 

 

Las cepas de este grupo se caracterizaron por presentar un crecimiento micelial 

plano. 

 

Otras variables morfologicas analizadas en este estudio como color de la colonia, 

se caracterizó por ser amarillo, palo de rosa, rojo claro, rosado y café rojizo claro; 

forma de la colonia; redondo con margen levantado, filamentoso; pigmentación de 

la colonia, aspecto plano y levantado del micelio mostraron variabilidad dentro del 

grupo y también con respecto a los grupos 1 y 3. Obtenidos en este estudio. (Ver 

figura 6). 

 

       

Figura 6. Características morfológicas macroscopicas de la colonia de la cepa 17 de Colletotrichum 

spp. representativa del grupo 3. Creciendo en medio PDA. Cepa 17 (A) amarillo lado anverso y (B) cepa 

17 amarillo pálido lado transverso. 

 

Estas caracteristicas morfologicas macroscopicas también presentaron 

variabilidad con respecto a los demás grupos. Estos resultados confirman la 

variabilidad existente tanto fenotípica como genética del agente causante de la 

antracnosis en Dioscorea spp. 

 

A B 
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Los tres grupos en mención presentaron variabilidad en cuanto al aspecto 

macroscopico en las que se evaluó el color de las colonias de los 21 aislamientos 

estudiados. Aquí se muestra el porcentaje presentado con respecto al color de las 

colonias caracterizadas en este estudio. (Ver grafica.1). 

Frecuencia

47,62

9,52
9,52

4,76

4,76

23,81 Palo de rosa

Café rojizo claro

Rojo claro

Amarillo

Amarillo rojizo

Rosado

 
  Grafica 1. Porcentaje del color predominante en los diferentes aislamientos de Colletotrichum spp. 

 

Ahora bien esta variabilidad morfologica encontrada en este grupo indica las 

posibles variantes que pueden estar presentes en la especie del genero 

Colletotrichum. 

 

(Abang, et al., 2003), también reporta la variabilidad morfologica encontrada en 

cepas de Colletotrichum gloeosporioides expresada en cuatro morfotipos, 

señalando esto que los cultivos de Dioscorea spp. se encuentran infectados por 

poblaciones diferentes del hongo.  

 

La longitud promedio de las conidias de este grupo es de 6,66µm. Este dato 

mostró  diferencia significativa con respecto al grupo 3, pero no mostró diferencia 

significativa con respecto a los grupos 1. 
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Con respecto a la variable ancho de la conidia, esta presentó un promedio de 

3,24µm y  mostró diferencia significativa con respecto a el grupo 1, pero en cuanto 

al grupo 3 no existe diferencia significativa. 

 

Aquí se observó que la variable longitud de la conidia no es proporcional a la 

variable ancho de la conidia. Para este caso esta característica no se considera un 

criterio determinante para la caracterización morfologica de cepas de 

Colletotrichum spp. 

 

Entre tanto Deyones & Baurdy (1995) consideran que la variable longitud y ancho 

de las conidias varían de acuerdo al tiempo del cultivo y del medio utilizado para 

su desarrollo, por lo tanto este parámetro genera poca claridad entre la distinción 

de especies del genero Colletotrichum.    

 

La forma de la conidia de este grupo se caracterizó por su morfología ovoide, pero 

conidias con caracteristicas ovoides, hialinas, con ambos extremos redondos, son 

descritas por (Barnett, 1998; Sutton, 1992; Mordue, 1971) para especies de 

Colletotrichum que afectaron diversos hospederos y en particular especies de 

Dioscoreas como lo reporta (Abang, et al., 2002); (Abang, et al.,2003). (Ver figura 

7). 

 
Figura 7. Características morfológicas de las conidias de Colletotrichum spp. cepa 17 (A) mostrando 

conidias ovoides con ambos extremos redondos. 
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Abang, et al., (2002) en su investigación sobre la identificación de Colletotrichum 

gloeosporioides causante de la antracnosis del ñame en Nigeria sugirió la 

presencia de cuatro grupos a partir de colores gris, salmón y verde oliva  de la 

colonia.  

 

Los colores resultantes en el estudio de Abang, et al., (2002) a diferencia de los  

presentados en este estudio en donde se denota la predominación de colores, 

como rojo claro, palo de rosa, amarillo rojizo, para la variable color de la colonia.  

esto puede deberse a factores como lugar geográfico de donde se obtuvo la 

muestra, hospedero de donde se recolecto la muestra, parámetro de referencia 

para la comparación de los colores, tiempo en la medición de los colores y 

posibles variaciones en condiciones de laboratorio.     

 

Entre tanto la variable tasa de crecimiento en este estudio no mostró diferencia 

significativa entre ninguna de las cepas analizadas, tampoco se encontró 

diferencia en cuanto a la velocidad del crecimiento, debido a que todas las cepas 

fueron tratadas en las mismas condiciones de luz, humedad relativa y 

temperatura. (Ver tabla 9). 

 

El medio utilizado para la variable tasa de crecimiento de las cepas fue PDA, se 

considera entonces que este medio de cultivo, es optimo y adecuado para el buen 

crecimiento de cepas de Colletotrichum gloeosporioides similares resultados son 

presentados por Lavallet (2005), en los que establece que el crecimiento de cepas 

de Colletotrichum gloeosporioides aisladas de Dioscorea spp. es satisfactorio en 

medio PDA. 

 

GRUPO 3: La cepa 135 y 145 representativas de este grupo, fueron aisladas de la 

región de los Montes de María.  
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Para este grupo las caracteristicas morfologicas evaluadas, como crecimiento del 

micelio, forma de la colonia, pigmentación de la colonia y color del micelio, 

también presentaron variabilidad, no solo entre ellas, sino también con respecto de 

los dos grupos restantes arrojados por el análisis de agrupamiento. (Ver figura 8). 

 

                     

Figura 8. Características morfológicas macroscopicas de la colonia de la cepa 145 de Colletotrichum 

spp. representativas del grupo 1. Creciendo en medio PDA. Cepa 145 (A) café rojizo claro lado anverso 

y (B) cepa 145 color rojo claro lado transverso. 

 

La longitud promedio de el largo de la conidia es de 15,8µm, este grupo mostró 

diferencia significativa con respecto a esta variable frente al grupo 1 y 2. Esto pone 

de manifiesto las posibles variaciones entre cepas de Colletotrichum 

gloeosporioides estos resultados concuerdan con los criterios establecidos por 

Romero (1999) y  O’Neill et al., (1997) en los que las dimensiones de las conidias 

presentan diferencias significativas que evidencian variaciones en cuanto a la 

longitud.    

 

Entre tanto, la variable ancho de la conidia arrojó un promedio de 3,63µm en la 

que se observó diferencia significativa con respecto a el grupo 1, pero no existe 

diferencia significativa entre el grupo número 2. 

 

En el estudio realizado por Baquero et al., (2002) se encontró conidias cilíndricas 

con una longitud que osciló entre los 4µm y 17µm, y para el caso del ancho de la 

A B 



 47

conidia de 1.5µm a 6.0µm. Esto sugiere la variabilidad en cuanto al tamaño de las 

conidias y ratifica que esta variable no es un marcador discriminante para la 

diferenciación entre especies de Colletotrichum es importante mencionar que,  

características como longitud y ancho son medidas continuas que presentan una 

alta variabilidad y por lo tanto no son discriminatorias entre individuos.   

 

               
Figura 9. Características morfológicas de las conidias de Colletotrichum spp. cepa 145 (A) mostrando 

conidias cilíndricas con ambos extremos redondos y la cepa 135 (B) mostrando conidias cilíndricas 

con ambos extremos redondos representativas del grupo 3. 

 

En cuanto, a la morfología de las conidias este grupo presentó conidias cilíndricas 

aisladas de cultivos de Dioscorea alata de la región de Montes de María, pero 

diferentes a la morfología ovoide de las conidias presentes en los grupos 1 y 2 

aisladas de la región Sabanas y Costera muestreadas en este estudio. (Ver figura 

9).  

 

Singh, et al. (1966) reportó en su investigación sobre la taxonomía del hongo que 

causa la enfermedad de la antracnosis en ñame de agua Dioscorea alata basado 

en la morfología de la conidia las cuales presentaron morfología ovoide y 

cilíndrica. 

 

Es preciso anotar que en este estudio conidias aisladas de las 21 cepas 

analizadas, el 67% presentaron conidias ovoides y el 33% mostraron morfología 

cilíndrica. (Ver grafica 2) 

A B 



 48

Frecuencia

Ovo ides
6 7%

C il ind ricas
3 3%

 
Grafica 2. Porcentaje de conidias ovoides y conidias cilíndricas presentes en las cepas de la colección 

de Colletotrichum gloeosporioides. aisladas de Dioscorea spp. 

 

La cepa representativa de este grupo presentó conidias de morfología cilíndricas, 

similares a las reportadas para Colletotrichum gloeosporioides (Abang, et al., 

2003).  

      

Para la variable tasa de crecimiento no se encontró diferencia significativa con 

respecto a los grupos 1 y 2. En este parámetro, las condiciones de luz, 

temperatura y humedad relativa fueron homogéneas. 

 

El dendograma obtenido se validó utilizando el procedimiento bootstrap y dio como 

resultado que solo los grupos formados por los aislamientos 68 y 73 son similares. 

La carencia de robustez de los sistemas de agrupamiento podría ser producto de 

bajos niveles de resolución de los caracteres morfológicos utilizados. (Ver grafica 

3).   
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Grafica 3. Dendograma basado en el coeficiente de correspondencia simple, que ilustra las 

caracteristicas morfologicas de cepas de Colletotrichum spp. aisladas de cultivos de Dioscorea spp. 

en los departamentos de Bolívar, Córdoba y Sucre. Colombia. Las cepas son designadas por el 

número asignado en la colección de referencia. 
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6.2.2 Análisis de varianza de cada una de las variables morfológicas 

analizadas a través de la prueba de Tukey. 

 

Se realizó una comparación entre la media de las variables longitud, ancho y tasa 

de crecimiento mediante la prueba de Tukey con un grado de confianza al 95%, de 

los valores como el largo, ancho de la conidia y  tasa de crecimiento. 

Esto muestra que el grupo número 3 difiere significativamente de los demás por el 

largo de las conidias, mientras que en el ancho solamente difiere el grupo 1 de los 

otros grupos, pero se observó que la tasa de crecimiento de los tres grupos no 

difiere significativamente. (Ver tabla 9). 
 
Tabla 9. Comparación de media de las variables longitud y ancho de la conidia dada en micrómetros y 

tasa de crecimiento expresada en mm de los 3 grupos obtenidos  mediante la prueba de Tukey. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nota: Letras diferentes significan diferencias significativas a α=0.05 

 

     Media (SD) 

Grupos Cepas Largo Ancho T. crecimiento Largo Ancho 
T. 

crecimiento 

Grupo 1 

c01 6,01 2,54 0,32 

6,47(1,56)a 2,62(0,22)a 0,39(0,03)a 

c05 6,02 2,56 0,41 

c09 5,71 2,4 0,41 

c53 5,26 2,88 0,4 

c38 6,82 2,56 0,4 

c15 4,88 2,96 0,36 

c68 8,45 2,48 0,41 

c73 9,59 2,84 0,41 

c100 5,52 2,36 0,42 

Grupo 2 

c17 5,12 2,95 0,4 

6,662(1,71)a 3,244(0,31)b 0,4(0,014)a 

c27 5,55 3,42 0,42 

c90 7,15 3,99 0,4 

c85 10,93 3,1 0,4 

c74 6,8 3,4 0,39 

c108 6,73 3,18 0,39 

c105 7,37 3,04 0,41 

c106 6,42 2,94 0,4 

c77 5,3 3,22 0,37 

c92 5,25 3,2 0,42 

Grupo 3 
c135 15,5 3,56 0,4 15,8(0,42)b 3,63(0,099)b 0,405(0,007)a 
c145 16,1 3,7 0,41 
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6.3 ESTABLECIMIENTO DE LA COLECCIÓN DE CEPAS DE Colletotrichum 

spp. 

 

A partir de las 150 muestras recolectadas en municipios de los tres departamentos 

Bolívar, Córdoba y Sucre. Este estudio se basó en las claves que describen las 

caracteristicas morfologicas del hongo Colletotrichum spp. (Barnett, 1998; Sutton, 

1992; Bailey, 1992; Mordue, 1971; Abang et al., 2002). Se obtuvieron 21 

aislamientos característicos de Colletotrichum spp. distribuidos de la siguiente 

manera: (Ver figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 10. Colección de las 21 cepas aisladas de los departamentos de Bolívar, Córdoba y Sucre. 

Incubadas a 26.5 Cº. 

 

1 aislamiento de la zona I municipio de Sincelejo, corregimiento de Sabanas del 

Potrero. (Sucre).  

7 aislamientos de  la zona II, municipio de Sampués, vereda calle larga. (Sucre). 

3 aislamientos de la zona III, municipio de los Palmitos, corregimiento de Palmito 

(Sucre). 

2 aislamientos de la zona IV, municipio de Tolú Viejo, corregimiento la Siria 

(Sucre). 
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5 aislamientos de la zona V, Municipio de San Jacinto (Bolívar). 

3 aislamientos de la zona VI, municipio de Moñito. (Córdoba). 

                                          

7.  CARACTERIZACION MOLECULAR DE CEPAS DEL HONGO   

Colletotrichum spp.  

 
La falta de resolución en la identificación morfologica de Colletotrichum spp. a 

conducido al uso de métodos más específicos como los análisis de marcadores 

moleculares, para la diferenciación de especies de Colletotrichum. La secuencia 

del ADN ribosomal ha sido usada ampliamente para diferenciar especies dentro 

del genero (Sreenivasaprasad, et al., 1996). 

 

Análisis de la región variable ITS, y en especial la porción ITS1 provee suficiente 

información sobre las relaciones filogenéticas entre especies de Colletotrichum 

(Freeman, et al., 2000). 

 

Marcadores como los Polimorfismos Longitudinales de fragmentos de restricción 

(RFLP) (Tan et al., 1996), polimorfismos longitudinales de fragmentos amplificados 

(AFLP) (O’Neill, et al., 1997), polimorfismos de ADN amplificados aleatoria mente 

(RAPD) (Weir et al., 1998) y análisis de secuencia (Balesdent., et al 1998). Han 

ayudado a resolver muchos problemas a nivel de la taxonomia de hongos.            

 
 
7.1 Estandarización del protocolo de extracción de ADN de Colletotrichum 
spp. 
 
Para la extracción de ADN de las 26 cepas dentro de las cuales 21 fueron aisladas 

de los departamentos muestreados en el estudio y 5 cepas de referencia utilizadas 

en la investigación se evaluó el protocolo de extracción de ADN para plantas, 

hongos y bacteria de Afanador et al., (1993). Al utilizar este protocolo se observó 

buena calidad del ADN extraído y las concentraciones variaron en un rango 

comprendido entre 5940 ng/µL y 139000 ng/µL.  
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7.2 Prueba de amplificación del ADN y selección de los cebadores 

polimorficos.    

  
La amplificación del ADN genómico total con el empleo de los cebadores 

arbitrarios a partir del ADN extraído de 18 aislamientos incluyendo cepas de 

referencia no amplificó con el cebador D184 evaluado en este estudio, mientras 

que con los cebadores OPB12 y Z148 sí se observó amplificación y mostró un 

porcentaje del 83.33% y del 44.44% respectivamente. 

  

Con estos cebadores se observaron patrones de bandas que indican el 

polimorfismo en los aislamientos de Colletotrichum spp, y por ende la presencia de 

variabilidad genética. (Ver figura 11) 

 

El número total de bandas se encontró en un rango de 1000 a 100pb. Los valores 

obtenidos de los bandeos entre los pesos moleculares ya mencionados fueron 

utilizados para determinar las relaciones genéticas de los 18 aislamientos 

evaluados en este estudio. (Ver tabla 10). 

 

Tabla 10. Descripción de los cebadores empleados para analizar cepas de Colletotrichum spp. aisladas 

de Dioscorea spp. en los departamentos de Bolívar, Córdoba y Sucre. 

 

Cebador Secuencia Bandas 

Totales 

Locus 

Polimórficos  

OPB12 5’-CCTTGACGCA-3’ 31 9 

Z148 5’-TCGGAGGTTC-3’ 13 3 

TOTAL  44 12 
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1  2  3  4  5  6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

 
Figura 11.  Gel   electroforetico del producto de amplificación RAPD-PCR de 18 cepas caracterizadas a 

partir de su ADN con el cebador OPB12.  

 

 

El cebador OPB12 fue el más discriminatorio y el que generó el mayor número de 

bandas polimorficas. Estos datos son reafirmados con los estudios realizados por 

Mercia (1999), en los que se establecieron relaciones genéticas de cepas de 

Colletotrichum gloeosporioides asociadas a cultivos de aguacate, mango y cítricos; 

de acuerdo a los hospederos y síntomas de cada aislado en los que se utilizó este 

mismo cebador. 

1  2  3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

 
Figura 12. Gel electroforetico del producto de amplificación RAPD-PCR de 20 cepas caracterizadas a 

partir de su ADN con el cebador Z148.  
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El cebador Z148, también mostró un alto número de bandas polimorficas. (Ver 

figura 12). 

 

Este cebador también ha generó bandas polimorficas en estudios realizados por 

Weed et., al. (2002) en análisis de la diversidad genética de Colletotrichum 

gloeosporioides en Stylosantes en África, Australia y Suramérica.  

 

Los polimorfismos encontrados a partir de los RAPDs, es inespecífico, ya que el 

sitio de amplificación de los fragmentos de ADN molde y su secuencia se 

desconoce. 

 

A partir, de los marcadores RAPDs se observó polimorfismos entre los 

aislamientos, indicándonos esto la existencia de diversidad genética presente 

entre los aislamientos obtenidos de cepas de la colección de los tres 

departamentos muestreados y entre aislamientos de la misma especie. 

 

Los aislamientos evaluados correspondieron a Colletotrichum gloeosporioides. 

55% y el otro porcentaje que fue de 45% no amplificó posiblemente pertenezca a 

una especie no identificada. Sin embargo los análisis morfológicos  ubican a estos 

aislamientos dentro del genero Colletotrichum. 

Álvarez, et al., (2005) ha reportado resultados similares en los que se han utilizado 

cebadores especie-especifico CgInt (especifico para Colletotrichum 

gloeosporioides) y CaInt2 (especifico para Colletotrichum acutatum), y no ha sido  

posible identificar algunas especies diferentes pertenecientes al genero 

Colletotrichum.      

 

Fagbola, et al., (2001) en el estudio sobre la enfermedad de la antracnosis en 

ñame confirma que Colletotrichum acutatum no está implicado en la patología 

asociada a las especies de Dioscoreas, cultivadas en Nigeria.      
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7.3 Determinación de las relaciones genéticas a partir del producto de 

amplificación RAPD-PCR de ADN de cepas  de Colletotrichum spp a partir 

del análisis del software NTSYSpc. 

 

Para esto fue necesario construir una matriz con los datos arrojados por el 

producto del marcador dominante RAPD en donde las bandas se cuantificaron 

como 1 cuando se encontraron presentes en el gel y 0 cuando las bandas se 

encontraron ausentes. 

 

El dendograma resultante de la caracterización molecular permitió seleccionar 3 

grupos con un nivel de similitud de 73%. (ver grafica 4). 
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Grafica 4. Dendograma basado en el coeficiente de correspondencia simple, que ilustra las 
caracteristicas moleculares de cepas de Colletotrichum spp. aisladas de cultivos de Dioscorea spp. en 
los departamentos de Bolívar, Córdoba y Sucre. Colombia. Las cepas son designadas por el número 
asignado en la colección de referencia. 

 
 
GRUPO 1: En este grupo se ubicaron dos cepas de referencia de Colletotrichum 

gloeosporioides. aisladas de cultivos de Dioscorea spp. en el departamento de 
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Sucre, mostrando entre ellas un porcentaje de similitud del 100%. De igual manera 

las cepas 100 y 106 de la colección en estudio mostraron un porcentaje de 

similitud del 100% en el resultado arrojado por el análisis de similitud de los datos 

moleculares. 

 

Se observa, un hecho notable con la cepa de referencia de Colletotrichum 

acutatum. que sí bien es cierto esta cepa se considera una especie diferente se ha 

ubicado dentro de el grupo de las cepas representativas de Colletotrichum 

gloeosporioides. este hecho no dilucida con claridad la diferencia existente entre 

estas dos especies, por ende es necesario realizar un mayor número de ensayos 

con un mayor número de marcadores moleculares y así obtener resultados que 

nos indiquen con mayor claridad la presencia y el papel que pudiese jugar esta 

cepa en la enfermedad de la antracnosis en Dioscorea spp. ó sí en su defecto esta 

especie no se encuentra presente en los cultivos de Dioscorea spp. como lo 

sugiere Lavallet, (2005). 

        

Mientras que, con el resto de cepas integrantes de este grupo como lo son el 

aislamiento 90, 105, 53, 108, 01, 15, 68 y 27, observamos que estos resultados 

difieren del resultado obtenido a partir del agrupamiento de los caracteres 

morfológicos, por lo que estas cepas se ubicaron en grupos diferentes. Esta 

información nos indica la baja discriminación de los aislamientos analizados a 

partir de caracteristicas morfologicas obtenidas en este estudio. 

 

Romero, (1999) concluye que estudios realizados en diferenciación y clasificación 

de especies de Colletotrichum mediante análisis morfológicos presentan 

demasiadas limitaciones, debido a la inconsistencia de variables cuantitativas 

como el tamaño de las conidias y cualitativas como caracteristicas de las colonias. 

Esto ratifica que los estudios basados en características morfologicas, para 

determinar especies de Colletotrichum pueden ser inespecíficos en la clasificación 

taxonómica del patógeno. 
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GRUPO 2: En este grupo se ubicaron las cepas 135, y 145, que para el caso de la 

caracterización morfologica y el dendograma obtenido en este estudio sí se 

ubicaron en el mismo grupo. Mientras que la cepa 17, que desde el punto de vista 

morfológico pertenece a otro grupo en la caracterización molecular se ubico en 

este segundo grupo. Esto muestra una vez más las limitaciones que se presentan 

a nivel de la caracterización morfologica en estudios de identificación de especies 

de Colletotrichum spp.   

 
 
GRUPO 3: En este grupo se ubico la cepa de referencia de Colletotrichum 

gloeosporioides se observa la separación de esta  con respecto a las cepas 

obtenidas en el estudio. La explicación a este comportamiento es que esta cepa 

proviene de un sitio geográfico diferente y que también este aislamiento se obtuvo 

a partir de un hospedero diferente como la mora.       
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8. CONCLUSIONES 
 

 
El color de las colonias de las cepas de la colección de Colletotrichum 

gloeosporioides se caracterizó por la variedad en tonalidades desde café rojizo 

claro, rosado, palo de rosa, amarillo, siendo estas caracteristicas representativas 

del genero Colletotrichum, la forma típica y más predominante de la conidia fue 

ovoide, aunque también se encontró conidias de formas cilíndricas siendo estas 

caracteristicas propias del genero y que a su vez nos permite diferenciar a este 

nivel 

 

A partir de la colecta realizada en cultivos de Dioscorea spp, y el análisis de 

caracterización morfologica se logró establecer una colección de cepas de 

Colletotrichum gloeosporiodes. 

 

A nivel de la caracterización molecular se pueden presentar diferencias, en 

algunas coinciden y en otras no, lo que nos direcciona a continuar con estos 

procesos de colecta y caracterización morfomoleculares de forma más ampliada 

para obtener conclusiones más definitivas. La caracterización molecular con 

cebadores arbitrarios como el OPB 12 y Z148 han demostrado ser una 

herramienta muy útil para la caracterización de las cepas colectadas y procesadas 

en este trabajo. 

 

También se puede observar en general que las cepas aisladas de las diferentes 

regiones son diferentes entre sí, aunque puede haber posibilidad de excepciones. 

 

Se ratifica en este estudio la presencia de Colletotrichum gloeosporioides como 

agente causal de la antracnosis en cultivos de Dioscorea spp, pero no se descarta 

la posibilidad de la presencia de otros agentes patógenos que puedan afectar el 

cultivo.        
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9. RECOMENDACIONES 

 
 

Sería importante realizar estudios de patogenicidad teniendo como objetivo 

conocer la virulencia de cada cepa aislada sobre la variedades de Dioscorea spp, 

cultivados o en las colecciones generales de referencia para así poder esclarecer 

o identificar materiales tolerantes al hongo patógeno Colletotrichum 

gloeosporioides, que se puedan recomendar a los productores. 

 

Continuar con los procesos de colecta y caracterización morfologica y molecular 

para así conocer mejor la diversidad genética de Colletotrichum gloeosporioides. 

 

Emplear otro tipo de marcadores moleculares; como por ejemplo marcadores 

codominantes, como los RFLP, STR entre otros, los cuales también contribuirían a 

un mayor conocimiento y discriminación del hongo Colletotrichum gloeosporioides. 

causante de la patología de la antracnosis en Dioscorea spp. en los 

departamentos de Bolívar, Córdoba y Sucre. 

 

Realizar colectas de materiales sintomáticos del cultivo, para determinar la 

presencia o no de Colletotrichum y otros hongos como Fusarium y Alternaria y 

evaluar su potencial daño al cultivo en prueba de laboratorio o campo 

respectivamente.     
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