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INTRODUCCION

El género Collefofrichum se encuentra ampliamente distribuido en cultivos
economicamente importantes en el ambito mundial, ya sea causando
enfermedades como la antracnosis de las hojas, muerte regresiva, quemazoén
de los frutos o formando parte del ecosistema bajo una accién saprofitica.

(Martinez y Zambrano., 1994).

El Aame, (Familia Dioscoreacea, género Dioscorea), es una planta que se
presenta como una enredadera y se caracteriza por la presencia de tubérculos
carnosos O rizomas subterraneos y/o aéreos, los cuales ocupan un lugar
preponderante dentro de la alimentacién humana (Perea y Buitrago, 2000). El
cultivo de name, es uno de los cultivos de mayor importancia econémica y
alimenticia en las regiones tropicales y subtropicales de alta pluviosidad, pero
la mayor limitacidén para la produccidén sostenible de sus especies comerciales
es la susceptibilidad a la enfermedad de la antracnosis ejerciendo un impacto

negativo sobre su productividad. (Abang., 2003a).

El area mundial cultivada con fiame comprende tres regiones principales: Africa
occidental, sur de Asia y los paises del caribe. (Perea y Buitrago., 2000). Entre
los paises Africanos el principal es Nigeria, con el 75% de la produccion
mundial, en donde las especies mas cultivadas corresponden a Dioscorea
alata. L'y Dioscorea rofundata poir, siendo la primera la preferida en la
produccion de tubérculos para el consumo humano y para la exportacion, pero

la mas susceptible a la antracnosis. (Abang ef al,, 2002).

En Colombia el cultivo del hame se encuentra adaptado a las condiciones
edafoclimaticas de la costa Atlantica en donde amplios sectores campesinos de
los departamentos de Coérdoba, Sucre, Bolivar, Atlantico y Magdalena se
dedican al cultivo de este, generalmente como mecanismo de subsistencia y

comercializacion del producto. (Ballesteros ef a/, 2000).



Las perspectivas del mercado externo y la creciente demanda interna han
provocado en los ultimos afos un incremento notable del area sembrada con
Aame, lo cual ha dado lugar a que se agudicen los problemas fitopatologicos;
es asi, que cerca del 93% de la produccidn corresponde a la especie D.oscorea
alala cuyas variedades mas cultivadas son altamente susceptibles a la
antracnosis causada por el hongo Colleictrichum gloeosporioges, el cual
requiere para su multiplicacion, diseminacion y penetracion, de lluvias
frecuentes seguidas de una alta humedad relativa. (Osorio 1987; Osorio y
Ramirez 1989; Mestra, 1992).

La antracnosis, es una enfermedad de dificil control en las condiciones
climaticas de la Costa Atlantica, causando efectos devastadores sobre la
produccion; de tal manera que entre 1989 y 1992 destruyo mas del 90% del
area sembrada, reduciendo la produccion de 20.100 Has hasta 1.400 Has,
ocasionado la quiebra de mas de 5000 familias productoras de fiame, viendose
limitada la posibilidad del consumo interno y de exportacion (Ramirez ef al,
1990; Negrete y Redondo, 1997).

En el departamento de Sucre, la antracnosis en el fame es una de las
enfermedades de origen fungoso que limita los rendimientos y la calidad del
tubérculo, ya que se presentan las condiciones climaticas que mas favorecen a
la enfermedad, de igual manera, las medidas culturales para el control de la
antracnosis son generalmente inefectivas y el uso de fungicidas por los
agricultores es inapropiado. (Ramirez ef a/,1990; Negrete y Redondo.,1997).
Segun el informe de coyuntura realizado por la Secretaria de Desarrollo
Econdmico y Medio Ambiente de Sucre en el aflo 2003, se observaron perdidas
del 29.1% del area sembrada a causa de la antracnosis ( Collefotrichum sep) en

los principales municipios productores de fiame del departamento.

Debido a lo anterior, los esfuerzos para desarrollar cultivares de fAame
resistentes a la antracnosis son comunmente impedidos por el conocimiento
tan limitado que se tiene sobre la diversidad genética y/o patogénica del agente

causal ( Collefolrichum spp) en el departamento de Sucre.



Con la finalidad de tener informacidn especifica referente a las poblaciones de
Collefotrichum asociadas al cultivo de fame en esta zona, se realizd esta
investigacién, con la cual se da inicio a una serie de estudios encaminados a
resolver en parte esta problematica. En una primera fase, la cual constituye el
objetivo principal de este estudio, se partié de una caracterizacibn morfologica
e identificacion molecular de las especies de Colletolrichum spp asociadas a la
antracnosis en Aame, en las principales zonas productoras del departamento

de Sucre.

Los aislamientos que se obtuvieron en los sitios de estudio propuestos, fueron
caracterizados a través de criterios morfolégicos mediante observacion
macroscépica y microscopica de las estructuras reproductivas y caracteristicas
de crecimiento en diferentes medios de cultivo, igualmente, se evalud la
patogenicidad de los aislados sobre hospederos susceptibles y resistentes a la

enfermedad.

Para la identificacibn molecular del hongo se realiz6 la amplificacién por PCR
de la region ITS1 del rDNA 5.8S utilizando el cebador universal ITS4, en
conjunto con los cebadores especie-especificos Calnt2 para la identificacion de
la especie Colleiolrichum acutatum 'y Cgint para la identificacion de la especie

Colletotrichum gloeospor,oides. (Afanador, ef a/, 2003).

Considerando la importancia del cultivo de fiame y las perdidas severas
ocasionadas por el patdgeno de la antracnosis en el departamento de Sucre,
se busca con esta investigacion dar continuidad a los estudios de identificacion
morfoldgica de Collefofrichum scp en Rame, realizados por Baquero y Pérez en
el ano 2002,con la finalidad de integrar los criterios de caracterizacion
morfolégica con criterios de identificacidon molecular para asi avanzar en el

conocimiento de la sistematica de este patdégeno tan importante.
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CAPITULO I INFORME CRITICO

1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Profundizar los conocimientos tedricos y adquirir habilidades en técnicas de
caracterizacion morfologica e identificacion molecular de aislados del patogeno
Collefotrichum spp causantes de la antracnosis en Aiame en el departamento de

Sucre.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Identificar las cepas de Collefotrichum spp causantes de la antracnosis en
Aame en los municipios de Sincelejo, Corozal, Sampués, Toluviejo y Los

Palmitos.

¢ Determinar las caracteristicas morfoldgicas de las cepas de Collefofrichum

spp aisladas utilizando criterios macroscopicos y microscopicos.

« Evaluar el crecimiento micelial y la capacidad de esporulacion de los

aislados de Collefotrichum spp en diferentes medios de cultivos.

% Identificar de manera preliminar por PCR las especies de Collefotrichum spp

asociadas al Aame mediante el uso de cebadores especie - especificos.



2. METODOLOGIA

2.1 FASE DE CAMPO.
2.1.1 Localizacion del estudio.

Para estudiar las caracteristicas de las diferentes cepas de Collefotrichum spp
asociadas al cultivo de hame en el departamento de Sucre, se seleccionaron
once zonas localizadas en los principales municipios productores de este
cultivo. La fase experimental del estudio se realizd6 en el laboratorio de
Fitopatologia y en laboratorio de Sanidad Vegetal de la Universidad Nacional
de Colombia, Sede Medellin. En la Tabla 1 se muestran las principales
caracteristicas de las zonas de estudio segun el plan de desarrollo
departamental establecido por la Secretaria de Desarrollo Econdmico de la
gobernacion de Sucre ano 2004 - 2005.

Tabla 1.Caracteristicas ecoclimaticas de las zonas productoras de fiame en el departamento de
Sucre seleccionadas para el estudio de caracterizacién morfolégica y molecular de Co//efotrichum

spp

Altitud Latitud Temp H.R Precip. Zona de vida
Municipio Zona °Cc (mm)
Don alonso 174 msnm 09°19°04"" 27 80% 1472 Bosque seco
Corozal premontano céalido
El rincén 174 msnm 09°19°04"" 27 80% 1472 Bosque seco
premontano calido
Sincelejo Buenos aires 212 msnm 09° 1817 2715 80% 1193 Bosque seco tropical
Chocho 212 msnm 09° 1817 2715 80% 1193 Bosque seco tropical
Simoén Araujo 212 msnm 09° 1817 2715 80% 1193 Bosque seco tropical
Cerrito de la 212 msnm 09° 1817 2715 80% 1193 Bosque seco tropical
palma
Toluviejo La victoria 60 msnm 09° 2713 28 90% 1274 Bosque seco
premontano calido
el floral 60 msnm 09° 27°13” 28 90% 1274 Bosque seco
premontano calido
Sam pués Mata de cana 160 msnm 09°11° 01" 27 80% 1057 Bosque seco tropical
La negra 160 msnm 09°11° 01" 27 80% 1057 Bosque seco tropical
El tigre 175 msnm 09° 22 52 27 80% 112.8 Bosque seco
LOS premontano calido

palmitos




2.2.2. Recoleccion de muestras.

Para hacer una estimacidon del tamafio muestral, se realizo un estudio
descriptivo usando un muestreo aleatorio simple en zig-zag sobre cada cultivo.
(Arteaga ef al, 1997); Para ello, se tuvo en cuenta el numero de plantas
cultivadas por finca en donde se realizo la estimacidén de la prevalencia de la
antracnosis en cada uno de los cultivos. Una vez obtenida la apreciacion de la
prevalencia de la enfermedad, se procedio a calcular el tamafio de la muestra

segun lo propuesto por Kish & Leslie, 1965 en el programa Epiinfo 6.0.
2.2.3 Procesamiento de muestras de fiame.

Se realizaron observaciones macroscopicas en campo de la enfermedad en
cada uno de los cultivos de fiame seleccionados, teniendo en cuenta para ello
los tipos de sintomas establecidos para la antracnosis: (manchas irregulares
con halo clorético de color café claro y manchas regulares con borde levantado,
de aspecto asfaltado y color marrén oscuro). (Osorio y Ramirez 1989; Abang,
2003a). En el laboratorio de Fitopatologia se observé la presencia de signos de
la enfermedad asociados al patégeno mediante técnicas de incubacion de las
muestras en cdmara humeda. (Vegas 1984; Cabrera y Alvarez, 2001a; De lima
y Sobral, 2002).

2.3 FASE DE LABORATORIO.

2.3.1 Aislamiento de cepas de Col/letotrichum spp a partir de muestras de
flame provenientes del departamento de sucre.

El aislamiento del patdégeno se realizd directamente de hojas de Aame
esporuladas en camara humeda y por plagueo de tejido infectado en los
medios de cultivo PDA y Agar Marthur's durante siete dias a una temperatura
entre 25°C y 28°C y fotoperiodo de 12 horas. (Vegas., 1984; Afanador ef al,
2003).



2.4 ldentificacion de cepas de Colletotrichum spp.

Las colonias del hongo desarrolladas por siete dias en el medio PDA fueron
evaluadas macroscopica y microscopicamente con el fin de determinar la
presencia de estructuras caracteristicas de este, o que permitid6 una
identificacién preliminar del mismo. Aquellos aislados que solo presentaron
crecimiento micelial fueron sembrados en medio Agar Marthur’'s y Agar Avena
con el fin de estimular su esporulacién y facilitar su identificacién. (Cedefo y
Palacio., 1992; Kuo., 1999; De lima y Sobral, efal., 2002.).

2.4.1 Obtencién de cultivos monospdricos.

Una vez las colonias de Collefofrichum spp presentaron esporulacién se
procedid a realizar cultivos monospéricos de cada aislado obtenidos en la fase
anterior, con el propésito de garantizar la homogeneidad genética de las cepas.
Cada cultivo monospérico fue evaluado por sus caracteristicas morfologicas y
de crecimiento de la colonia en medio de cultivo Agar Marthur's. (Abang,
2003a).

2.4.2 Purificacibn y almacenamiento de cepas monospédricas de
Colletotrichum spp.

Las colonias de Colletofrichum spp identificadas en la etapa anterior fueron
purificadas mediante reaislamiento de micelio o esporas del hongo en medio
PDA, una vez purificadas se almacenaron en papel filtro a 4°C. (Afanador, ef
al., 2003).

2.4.3 Estudios morfolégicos de aislados de Colletotrichum spp

Los cultivos monosporicos del hongo fueron evaluados morfoldgicamente en el

medio de cultivo PDA teniendo en cuenta para ello las siguientes variables:

-Caracteristicas de la colonia: color, borde, habito de crecimiento, aspecto
del micelio, formacidon de sectores y diametro de la colonia.
-Esporulacién: Color de las masas de esporas, dia de aparicién y patron de

distribucion de éstas en la colonia.



-Tamariio y morfologia de las conidias: largo, ancho y forma de las conidias.
-Presencia o ausencia del teleomorpho: color de los peritecios, largo, ancho

y forma de las ascosporas.

Todas estas variables morfologicas fueron evaluadas teniendo como referencia
lo establecido en estudios realizados por Lenné., 1978; Sutton., 1992; y
Abang., 2003a.

2.4.3.1 Medicién del tamaiio y determinaciéon de la forma de las conidias
de Colletotrichum spp.

De cada cultivo monospérico se montaron placas con conidias que fueron
fotografiadas con una camara digital adaptada al microscopio de luz. De cada
registro fotografico se midieron 50 conidias por aislado para determinar el largo,
ancho y forma de las mismas, segun lo establecido por Lenné, 1978; Deyones
y Baudry; 1995 y De lima y Sobral 2002. Las mediciones se realizaron en el

programa Scion Image 4.0.2

2.5 Evaluacién de la tasa de crecimiento y capacidad de esporulacién de
las cepas de Col/letotrichum spp en diferentes medios de cultivos.

La tasa de crecimiento de los aislados fue verificada en cuatro medios de
cultivo diferentes: Agar extracto de Malta (AEM); Agar Avena (AAV), Agar
Marthur’s (AMr) y Papa dextrosa Agar (PDA), para lo cual se tomaron discos
del micelio del margen de las colonias del hongo cultivado por siete dias en
PDA a 28°C, y transferidos a placas de petri con los medios de cultivo
anteriormente descritos, e incubados a 28°C con fotoperiodo de 12 horas.
(Cedeno ef a/,1994; Kuo., 1999; De lima y Sobral., 2002). Las mediciones se

realizaron cada 24 horas durante ocho dias.

Para verificar la capacidad de esporulacion de las colonias a los ocho dias, se
prepararon suspensiones acuosas de las esporas adicionando 20 ml de agua
destilada estéril a cada placa de petri, luego se tomo una alicuota de 10 ul de la
suspension que fue cuantificada en camara de Neubauer. (De lima y Sobral.,
2002; Afanador ef a/,2003).



2.6 ldentificacion preliminar por PCR de aislados de Collefotrichum spp.

La identificacion molecular de los aislados de Colletofrichum spp se inicio con
la extraccion del ADN a partir del micelio de 34 aislamientos del cepario

establecido, utilizando el método de extraccion CTAB (Afanador, ef a/, 2003).

Se realizo la amplificacién por PCR de la region ITS1 del rDNA 5.8S, utilizando
los cebadores especie-especificos Cglnt (GGCCTCCCGCCTCCGGGCGEH)
para Colletotrichum gloeosporioides y Calnt2 (GGGGAAGCCTCTCGCGG)
para Collefotrichum acutaftum en combinacion con el cebador universal 1TS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC). Las cepas de referencia utilizadas como
control positivo fueron: Man/3identificada como Collefotrichum gloeosporioides
y Tom 13 identificada como Collefofrichum acutatum por Afanador ef al, 2003,
como control negativo se usaron dos aislamientos identificados

preliminarmente como Colletotrichum dematium.

Las condiciones para la PCR fueron estandarizadas de acuerdo a lo propuesto
en la literatura, consistentes en un ciclo de 5 minutos a 95°C seguidos por 30
ciclos que consistieron en 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 65°C y 1.5
minutos a 72°C para un volumen final de reaccién de 20 ul (Freeman, ef al,
1996; Afanador ef a/, 2003). Los productos de PCR fueron visualizacién por
electroforesis en geles de agarosa al 1%, aquellos que presentaron la banda
esperada fueron calificados como positivos, y aquellos con ausencia como

negativos para cada una de las especies examinadas.
2.7. Analisis estadistico de los datos.

Para la caracterizacién morfoldgica y la evaluacidén de la tasa de crecimiento y
capacidad de esporulacion de las cepas de Collefofrichum spp en diferentes
medios de cultivo se realizd un analisis multivariado HJ-Biplot, usando el
programa BiplotsPMD Vairinhos (2005). Las similitudes se estimaron con base
en el indice de Similitud de Gower, para cuyo calculo se elabord una rutina en

el programa Matlab.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 SINTOMATOLOGIA.

Los aislados fueron obtenidos a partir de lesiones tipicas de la antracnosis
sobre hojas de tres variedades y dos especies de fiame (Dioscorea alata 'y
Dioscorea rofundata), en adicion, se observo variabilidad en cuanto a los
sintomas de la enfermedad correspondientes a los descritos en la literatura
para la antracnosis en hame causada por el género Collefotrichum. (Figura 1).
(Winch ef al, 1984; Vegas., 1984; Abang ef a/, 2003b; Amusa ef al, 2003).

Los principales sintomas observados para cada uno de los hospederos fueron:

e Djoscorea alata var. Oso: Lesiones necroticas sobre la hoja como
pequenos puntos rojizos de apariencia hundida con halo amarillo, estas
lesiones crecen de forma irregular de color marron oscuro presentando
en el centro de la mancha, pequefnos puntos oscuros subepidermicos
correspondientes a los acérvulos del hongo.

e Dioscorea alata var. Diamante 22: se presentan lesiones en forma de
gotas de asfalto o alquitran de color pardo oscuro con borde ligeramente
levantado de forma redonda que al unirse causan necrosis total de la
hoja.

e Dijoscorea rotundata var. Espino: las lesiones de la enfermedad en
este hospedero se asemejan a las observadas en Djoscorea alafa, var.
Diamante 22. presentandose como manchas de aspecto brillante de
color café oscuro de forma redonda que al unirse crecen de forma

irregular.

De acuerdo con los tipos de sintomas observados para cada variedad de Aame
estudiada, se pudo establecer que cepas identificadas preliminarmente como
Collefotrichum gloeosporioides se aislaron en una mayor proporcién a partir de
sintomas correspondientes a el hospedero Dioscorea alata var. Oso, el estado
sexual Glomerella cingulata se presentd generalmente sobre Djoscorea alata

var. Diamante 22, por el contrario, las cepas identificadas preliminarmente



como Collefctrichum dematium se aislaron de lesiones caracteristicas para el
hospedero D.oscorea rcfunaaia var. Espino.
Este comportamiento sugiere sugiere una posible interaccion de especificidad

entre las especies de Colleiolrichum aisladas y los hospederos.

- Figu 1. Sintomas caracteristicos d:la anacnois sbre Dioscorea pp en c-ulﬁvos ;el
departamento de Sucre. (A) Sintomas sobre Djoscérea alata, var. Oso. (B) Sintomas sobre
Dioscdrea rotundata, var. Espino. (C) Sintomas sobre Djoscérea alata, var. Diamante 22.

En cuanto a la variabilidad de los sintomas observados en campo, y la
especificidad de las cepas para causar lesiones en los hospederos de name
estudiados, se puede decir que las diferencias entre ellos y la severidad de la
enfermedad podrian ser el resultado de una combinacion de factores tales
como las condiciones ambientales, grado de patogenicidad y/o virulencia del
patdégeno, composicidn genética del cultivar y de las cepas, o son el resultado
de interacciones entre Collefotrichum y otros patdégenos foliares sobre el fame.

(Mestra., 1992; Amusa ef a/, 2003;Abang, 2003a).

Trabajos realizados por otros investigadores indican que la antracnosis del
Aame es una enfermedad compleja. En experimentos bajo condiciones
ambientales controladas, Abang ef a/, 2001, encontraron dos tipos de sintomas
distintos en plantas de fname infectadas por Collefotrichum gloeosporioides,
estos fenotipos de la enfermedad no fueron correlacionados con razas

diferentes del patégeno pero si con el genotipo del hospedero.



3.2 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CEPAS DE Colletotrichum spp.

De las 375 muestras colectadas se logro el aislamiento de 58 cepas
identificadas preliminarmente como Collefofrichum spp, 32 de estas
presentaron caracteristicas morfologicas que coinciden con lo descrito en la
literatura para Colletotrichum gloeosporioides (Negrete y Redondo 1997; Green
et al, 1999; Abang ef a/, 2002); estos aislamientos se encuentran distribuidos
en cuatro de los municipios de estudio asi: Nueve (9) aislamientos para el
municipio de Toluviejo, ocho (8) de Corozal, ocho (8) de Los palmitos y siete (7)

del municipio de Sincelejo.

Catorce aislados presentaron caracteristicas que concuerdan con lo
establecido para Collefotrichum dematium (Yoshida y Shirata.,, 1999),
distribuidos en los sitios de estudio asi: cinco (5) aislamientos pertenecientes al
municipio de Toluviejo, cuatro (4) para el municipio de Corozal, cuatro (4) de

Sincelejo y un aislamiento para el municipio de Sampués.

Los 12 aislados restantes presentaron caracteristicas que se asemejan a las
reportadas en la literatura para Glomerella cingulata (Stonem) Spaulding &
Scherenk estado sexual de Collefofrichum gloeosporioides (Martinez vy
Zambrano., 1994; Cedeno ef al, 1994 Abang, 2003a), presentandose cinco (5)
aislamientos para el municipio de Corozal, seis (6) para Sincelejo y un
aislamiento correspondiente al municipio de Los palmitos. En el Anexo A se
muestran los diferentes aislamientos de Collefofrichum spp obtenidos, la
variedad y especie origen de cada aislamiento y sitio de la colecta de los

mismos.

3.3 CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y CULTURAL DE LAS CEPAS DE
Colletotrichum spp.

En el andlisis de las variables morfolégicas evaluadas (caracteristicas de la
colonia, esporulacidén, tamafio y forma de las conidias y presencia del estado
sexual), se pudieron apreciar diferencias marcadas entre los aislados de

Collefotrichum spp. Consecuentemente las cepas fueron categorizadas en tres



grandes grupos, los cuales a su vez fueron divididos en subgrupos de acuerdo
con sus caracteristicas i vitro.
En el Anexo B se indican las principales caracteristicas morfolégicas del

cepario encontrado en el departamento se Sucre en cultivos de flame.

3.3.1 Conformaciéon de los grupos de Collefotrichum spp a través del
analisis HJ-Biplot.

Para la conformacion de los grupos de Colleotrichum spp con base en el
analisis HJ-Biplot, (Tabla 2), fue necesario construir una tabla de frecuencias
que contenia el numero de veces que aparece cada caracteristica en cada
grupo. Cada variable fue categorizada, dando como resultado un total de 50
caracteres que pueden presentar las unidades muestrales, aclarando, desde
luego, que algunos de ellos son mutuamente excluyentes. Las categorias
distintivas que se tuvieron en cuenta para la conformacién de los grupos se
indican en el Anexo C.

Tabla 2. Conformacion de los grupos de Colletotrichum spp en fiame propuestos por el analisis
Biplot con cada uno de sus miembros.

Cepas
Grupos
1 80(1),113,114, 152(1), 171, 210, 216, 222, 223, 225, 231, 235, 236, 239, 240,
247,250, 255,261, 273, 305, 313, 316,318, 322, , 335, 339, 344, 351, 355,356,357
2 189, 190, 199, 226, 248, 275, 276, 290(1), 290(3), 297, 330, 331
3 80(2), 84, 112, 117, 119, 129, 130, 136, 147, 149, 152(2), 161, 274, 369

De cada una de los grupos identificados se pueden destacar los siguientes

rasgos tipicos:

GRUPO 1: Este Grupo fue uno de los mas grandes y heterogéneos,
generalmente los miembros de éste se caracterizaron por tener colonias de
color blanco, blanco grisaceo, crema y Verde Oliva, (representativos de los
cuatro subgrupos encontrados), presencia de sectores o saltos morfologicos
en un 71.8%, lo cual demuestra el grado de heterocariosis del hongo estudiado,
(Martinez y Sambrano., 1994), el 80% de las conidias son cilindricas ovoides

con ambos extremos redondeados, mientras que el 20% restante presentaron



conidia cilindrica ovoide con un extremo redondeado y el otro agudo. (Figura

2). En la mayoria de los casos las conidias miden de 15 um hasta 18.5 um de

largo y 3.5 um a 4.5 ym de ancho.
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Figura 2. Caracteristicas morfolégicas de las conidias de Collefotfrichum gloeosporioides
representativas del Grupo 1. (A): Conidia cilindrica ovoide con ambos extremos redondeados. (B):
Conidia cilindrica ovoide con un extremo redondeado y el otro agudo.

La esporulacion es temprana, apareciendo al tercer dia y es casi siempre de
color salmén, naranja o rosada. Por otro lado, se observo variabilidad dentro
del grupo en cuanto al color de la colonia, aspecto del micelio y color de la

esporulacion; aspectos que llevaron a la conformacion de subgrupos dentro del

mismo (Figura 3).

A pesar de que este Grupo presenta caracteristicas variables, se pudo
establecer que las caracteristicas presentes en él corresponden a las
establecidas para la especie Collefofrichum gloeosporioides reportadas por

Sutton ef a/,1992; Martinez y Zambrano, 1994 y Abang ef a/., 2005.

La presencia de subgrupos sugiere la existencia de morfotipos o variantes
morfologicas dentro de la especie, estos resultados estan acorde con los
encontrados por Abang, (2003a), quien explica que la variabilidad morfologica
de los aislados de Collefotrichum gloeosporioides en hame esta representada
por cuatro formas del hongo o morfotipos indicando que los cultivos de fiame

estan infectados por diferentes poblaciones del mismo.



Figura 3. Caracteristicas morfolégicas de las colonias de Collefotrichum gloeosporioides (Grupo 1)
creciendo en medio PDA (A): morfotipo 1(blanco). (B): morfotipo 2, (verde oliva), (C): morfotipo 3,
(crema), (D): morfotipo 4, (gris).

GRUPO 2: Colonias radiales de color café-gris olivaceo con micelio
semialgodonoso y ralo (Figura 4a), estado sexual presente, y ascosporas
cilindro-falcadas de tamano variable (15 um -21 um de largo y 4.5 uym-6.7 um

de ancho) (Figurad4 byc.).

Los aislamientos de este Grupo fueron homogéneos en cuanto al color de la
colonia y habito de crecimiento. De acuerdo con estas descripciones, la
especie presente corresponde con lo reportado para Glomerella cingulata
(Stonem) Spaulding & Scherenk, estado sexual de Colletotfrichum
gloeosporioides. (Sutton, 1992; Cedeno ef al, 1994 Abang, 2003a).
Similarmente, Abang, (2003a), estudiando la variabilidad morfoldgica y genética
de cepas de Collefotrichum gloeosporioides en fame encontré que los
diferentes morfotipos del hongo pueden presentar el estado sexual en medio de

cultivo.

Lo anterior es un indicativo de que el estado sexual esta presente en cultivos
de Rame y constituye el primer reporte de este patdgeno asociado con la

enfermedad de la antracnosis en el departamento de Sucre.



Estos resultados podrian llevar a pensar que el estado telemorpho de C.
gloeospor.oides podria estar jugando un papel muy importante en la
epidemiologia de la enfermedad en esta zona, generando una alta variabilidad
en las poblaciones del patégeno y haciendo mas dificil su control. Sin
embargo, los estudios hechos hasta la fecha no han permitido determinar el
papel fundamental de la fase sexual del patdgeno en cada una de las fases de

desarrollo de la enfermedad en fname.

“
20

R x{

§ &
a A N

\ \ __::_,.:'.'.-'-:' ' - "
Figura 4. (A) Colonia tipica de Collefotrichum spp presentando el estado teleomorfo (G/omerella
cingulata) con peritecios en medio PDA. (B): ascas saliendo de un peritecio. (C): Ascosporas.

En este estudio se observo la presencia de los estados anamorpho y
teleomorpho en un mismo cultivo monospérico, lo cual sugiere la presencia de
cepas homotalicas dentro de la poblacion del hongo, evidenciando una
integracion de aislados mitospéricos y meiosporicos en el concepto de las

especies Colletotrichum gloeosporioides/ Glomerella cingulata. (Abang, 2003a).

En efecto Taylor ef a/, 1999 observo que especies individuales de hongos
pueden ser asexuales o sexuales, ya que su estructura genética es consistente
con la recombinacién sexual de Ascomycetos aunque el teleomorpho nunca

haya sido observado.

Al respecto, el fracaso para observar el estado sexual no implica
necesariamente la ausencia del mismo, simplemente puede reflejar que no
existen las condiciones Optimas para la produccidén de este. En nuestro caso,
tanto en el sustrato vegetal como en medios sintéticos se observaron
peritecios, ascas y ascosporas correspondientes a Glomerella cingulata, sin

necesidad de inducir su produccion.



GRUPO 3: Colonias de color gris oscuro, con borde semiondulado y habito de
crecimiento Superficial/Sumergido (Figura 5a). Esporulacién de color crema,
que usualmente aparece entre el dia siete y diéz, con conidias de forma
falcada, de longitud generalmente entre 18.5 um y 22.9 ym y ancho menor de
4.5 pym. Acérvulos abundantes, estromatosos y oscuros con setas rectas y

largas de color café oscuro. (Figura 5 by c).

Figura 5. Caracteristicas macro y microscdépicas de aislados de Colletotfrichum dematium Grupa 3.
(A): colonia de Collefotrichum dematium en medio PDA (B): Acérvulos con setas (C): conidias

De acuerdo con estas caracteristicas, la especie presente en este grupo
corresponde con lo sefialado para Colletotrichum dematium reportado por
Sutton ef al, 1992; Yoshida y Shirata 1999 y Cabrera y Zarate 2003. Este
grupo se caracterizd por tener caracteristicas homogéneas y distintivas que

permitieron diferenciarlo de los otros dos.

En la literatura solo existe un reporte preliminar de Collefotrichum dematium
infectando plantas de name en el departamento de Sucre en un estudio
realizado por Baquero y Pérez en el afio 2002. De acuerdo con lo anterior, este
es el segundo reporte de Collefofrichum dematium causando la antracnosis en

plantas de hame en Sucre.

Esta especie fue observada y aislada principalmente en hojas secas y
senescentes de Aame, lo cual sugiere un habito saprofitico o su papel como un
patégeno secundario. Con el fin de confirmar su contribucion en el desarrollo
de la antracnosis en campo, se realizd un estudio preliminar de pruebas de
inoculacion /i Vifro sobre hojas desprendidas de flame de las especies
Dioscorea alata var. Diamante 22 y Dioscorea alata var. Oso (Resultados no

mostrados).



Los resultados de estos ensayos permitieron observar que todas las cepas de
C.dematium causan los sintomas caracteristicos de la antracnosis en las hojas
inoculadas en un periodo de tres a cinco dias, comprobandose de esta manera
su patogenicidad y dejando abierto un interrogante sobre el posible papel que
esta especie esta cumpliendo en el desarrollo de la enfermedad, aspecto que
solo podra aclararse mediante la realizacion de estudios posteriores de

inoculacion en invernadero y campo. (Figura 6).

Figura 6. Sintomas causados por C.dematium sobre hojas desprendidas de fiame
Dioscorea alata en pruebas de inoculacidn /n vitro. (A): sintomas sobre Djioscdrea alata
var. Diamante 22. (B): Sintomas sobre Dioscdrea alatavar. Oso.

Teniendo en cuenta las caracteristicas de cada uno de los tres Grupos
conformados por el analisis Biplot, se puede decir que existen categorias
morfoldégicas que hacen a cada grupo unico y que permiten la separacion e
identificacion de las especies presentes, encontrandose de igual manera que
dentro de las caracteristicas utilizadas para la caracterizacion morfologica,
algunas son muy variables y de poco peso o valor, para ser utilizadas como

criterio util en la separacion de especies de Colletotrichum spp de Rame.

En la Tabla 3 y en la Figura 7 se muestran las categorias morfolégicas
consideradas como las mas importantes en la diferenciacion de los tres Grupos

propuestos.



Tabla 3. Influencia de las variables en la caracterizacién morfolégica de Collefotrichum spp en fiame
Para la conformacidn de los grupos propuestos por el analisis Biplot.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Categoria Variable Influencia  Categoria Variable Influencia Categoria Variable Influenc
ia
31 Conidia +++ 3 Color colonia +++ 32 Conidia falcada +++
cilindro- café olivaceo
ovoide
25 Dia aparicion +++ 42 Presencia +++ 21 Esporulacion crema +++
esporulaciéon estado
(3 dias) sexual
24 Esporulacién +++ 50 Ascosporas +++ 10 Habito crecimiento +++
salmén cilindro- superficial/sumergido
falcadas
33 Largo de la +++ 45 Largo 4 5 Color de la colonia gris +++
conidia ascospora oscuro
(15-18 pm) 18.5-20.1 pm
2 Color colonia +++ 49 Ancho + 8 Borde semiondulado ++
Blanco ascospora
5.5-6.25 ym
15 Presencia de ++ 12 Aspecto micelio ralo ++
sectores
11 Aspecto ++ 35 Largo conidias 18.5-21.2 ++
micelio um
algodonoso
6 Color colonia ++ 18 Diametro colonia 63-71.5 ++
Verde oliva mm
38 Ancho ++ 29 Presencia de setas ++
conidia 3.5-
45 um
41 Ausencia + 37 Ancho de conidia 3.5 pm ++
estado
sexual
7 Borde entero +
9 Habito +
crecimiento
superficial
20 Diametro +
colonia 80
mm

(+++): Caracteristica exclusiva del Grupo (++): Caracteristica de discriminacion mediana (+): Caracteristica de

discriminacién baja. (Ver categorias en el Anexo C).
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Figura 7. Analisis Biplot para los grupos (1, 2,3) (plano 1-2). G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3.
Los nimeras representan cada una de las 50 categorias utilizadas en el anélisis.
(Ver anexo C).

De acuerdo con el analisis Biplot (Figura 7) la forma de las conidias es el
criterio mas importante en la discriminacion de las especies de los grupos 1y
3. La especie 1 se caracteriza por conidias cilindro ovoides (31) y la especie 2
por conidias falcadas (32). Resultados similares fueron observados por
Deyones y Baudry, 1995; y Adaskaveg y Hartin, 1997, quienes a través de la
morfologia de las conidias pudieron diferenciar Collefofrichum gloeosporioides
de Colletotrichum acutatum y Colletotrichum fragariae. De igual manera, en
nuestro estudio este fue el criterio de mayor relevancia para diferenciar

C.gloeosporioides de C.dematium.

Ademas de la forma de las conidias, existieron otras variables que también
permitieron la discriminacién de las especies de los grupos 1 y 3 por ser
exclusivas y distintivas para cada especie, como fue el caso de todas aquellas
variables que representan caracteristicas de la colonia (color de la colonia,
borde, habito de crecimiento) y esporulacidon, (resaltadas en la grafica con

figuras geométricas).

Las dimensiones de las ascosporas no son fundamentales para la

discriminacion de las especies, (Todas las variables que tienen que ver con



dimensiones de las ascosporas (43 a 49) se encuentran sobre el vector G2 y
ello es logico, pues este grupo es el unico que presenta estado sexual), siendo
suficiente evaluar la presencia o ausencia del estado sexual, la cual discrimina

entre la especie 2 (Glomerella cingulata) y las demas.

La presencia de estado sexual (42) es propia del grupo 2. La etiqueta de esta
variable se sobrepone con la de la categoria 3 (color de la colonia café
olivaceo) que corresponde al punto mas alto al proyectar sobre el vector G2 en
la grafica, indicando que estas dos son las mas influyentes para la
diferenciacion de la especie del grupo 2 con respecto a las especies de los
otros dos grupos. La variable ausencia de estado sexual (41) se encuentra en

completa oposicidn, siendo propia de los grupos G1y G3.

Las dimensiones de las conidias tienen cierto valor en la discriminacion de los

grupos 1y 3, aunque seria suficiente con evaluar la forma de las conidias.

Las conidias cortas (33 y 34) estan mas asociadas a la especie 1
(C.gloeosporoides), mientras que las conidias largas (35 y 36) son mas
frecuentes en la especie 3 (C.dematium), al respecto, Deyones y Baudry
(1995); y Talhinhas ef a/, (2002) sugieren que el tamano conidial proporciona
poca distincion entre especies del género Collefctrichum debido a su variacion
aparente, la cual puede estar influenciada por la edad del cultivo y con el

sustrato utilizado para el desarrollo del hongo.

Las variables aspecto del micelio, presencia de sectores, y presencia de setas
no resultaron ser muy relevantes para la discriminacién de los grupos, esto se
observa graficamente, ya que estas categorias se encuentran muy cerca del
centro de la grafica, indicando que son variables que pueden ser comunes o
frecuentes para los tres grupos. Iguales resultados han sido encontrados por
diferentes investigadores, los cuales mencionan que estos criterios son
variables para la separacidén de especies de Colletctrichum, debido a la fuerte
influencia de factores ambientales sobre estos, como la humedad relativa, los

componentes del medio y la edad del cultivo. (Lenné, 1978; Vinnere, 2004).



3.4 Evaluacion de la tasa de crecimiento y capacidad de esporulacion de
los aislados de Col//efotrichum spp en diferentes medios de cultivo.

En esta fase del estudio, se evaluaron 19 cepas, las cuales son representativas
de la variabilidad encontrada dentro de los grupos conformados en la
caracterizacion morfolégica. Los resultados de esta prueba mostraron la
formacion de dos grande grupos, respondiendo a las variables crecimiento y

esporulacion (Figura 8).

En cuanto al comportamiento de las cepas con respecto a estas dos variables,
se observa que los medios de cultivo tienen un efecto mucho mayor sobre la
esporulacion que sobre el crecimiento; esto es, las diferencias atribuidas a los
medios son mas marcadas en la esporulacién que en el crecimiento. Ello es
observable en los pequenos angulos que se forman entre los vectores que
representan el crecimiento en la grafica. Lo anterior sugiere analizar
separadamente la esporulacién y el crecimiento. Luego podra intentarse una

unificacién de criterios.
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Figura 8. Analisis Biplot para el crecimiento y esporulacién de las cepas de Collefotrichum spp en
fiame. Vectores identificados con la letra “E” antes del nombre del medio indican esporulacién y
los identificados con la letra “C” indican tasa de crecimiento. Las etiquetas para cada cepa
corresponden a los nimeros en azul en la grafica: 01: 80(1), 05:113, 06: 114, 15: 152(2), 22: 216, 23:
222, 25: 225, 26:226, 28:235, 29:236, 33: 248, 38: 274, 39: 275, 41:290(1), 43: 297, 44: 305, 52: 339, 53:
344, 55: 355.



3.4.1 Andlisis de la esporulacion

Las diferencias relativas entre los medios de cultivo en relacion con la
esporulacion de las cepas permitieron diferenciar estas en tres grupos, tal y
como se indica en la Tabla 4. La similitud o disimilitud reflejada entre los
medios y su efecto sobre las cepas del hongo no tiene que ver con el aspecto
global de la cantidad de esporulacién obtenida en cada una de ellas, sino que
esta mas relacionada con la afinidad que tienen unas u otras cepas con cada
medio. Este comportamiento es indicado en la Figura 9, en la cual se muestra
la preferencia de la cepa 216 por los medios PDA, AMr y AAV para
esporulacion y menor por el medio AEM, mientras que no se observa una
diferencia marcada en la tasa de crecimiento de la cepa con respecto a los

mismos.

Figura 9. Cepa 216 de Collefotrichum gloeosporioides del Grupo 1 creciendo en los medios AEM,
PDA, AMr y AAV. Nétese la preferencia de la cepa para esporular en mayor proporcién en AAV,
PDA y AMr, en contraste se observa que latasa de crecimiento no es variable para cualquiera de
lo medios utilizados.

Tabla 4. Conformacién de los grupos para la esporulacién por el anélisis Biplot.

Grupos de Esporulaciéon Cepas
Alta 222,305, 236, 80, 216, 113, 339, 344, 235

Media 114, 355

Baja 225, 248, 297, 290, 274, 275, 152, 226




El analisis Biplot construido permitié detectar de mejor forma las preferencias
de cada cepa por cada medio (Figura 10). A manera general, se observa que la
cepa 216 (22) es definitivamente mas afin por el medio PDA que con cualquier
otro, mientras que las cepas restantes distribuyen sus preferencias entre AAV y
AMr, y muestran una preferencia nula o muy baja por el medio AEM. Indicando

a este como el menos adecuado para la esporulacion.
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FIGURA 10. Anélisis Biplot que muestra la conformacién de los grupos de alta, media y
baja esporulacién teniendo en cuenta las preferencias de las cepas por los medios AAV,
AMr, PDA y AEM. Las etiquetas para cada cepa corresponden a los hameros en azul de la gréfica: 01:
80(1), 05:113, 06: 114, 15: 152(2), 22: 216, 23: 222, 25: 225, 26:226, 28:235, 29:236, 33: 248, 38: 274, 39: 275,
41:290(1), 43: 297, 44: 305, 52: 339, 53: 344, 55: 355.

Al realizar las proyecciones de las cepas sobre los vectores que representan
los medios se observaron diferentes comportamientos: con respecto a los
medios AAV y AMr se observd que hay aislamientos con mayor preferencia por
el medio AAV [80(1), 114, 222, 235, 236 y 344], aislamientos con mayor
preferencia por el medio AMr [152(2), 225, 248, 274, 290(1), 297, 339y 355] y

otros con preferencia no definida por alguno de estos dos medios (113 y 305).



En relacién al medio PDA, la cepa 216 mostrd una mayor preferencia por este
al igual que una mayor esporulacion con respecto al resto de cepas y medios
de cultivo, contrario a lo observado en la cepa 275, la cual no mostrd una clara

preferencia por este medio.

Como caso particular, se tuvo la cepa 226, la cual respondié de forma similar
en todos los medios evaluados, presentando siempre una esporulacion baja en

todos ellos.

Analizando la esporulacion de forma global y tomando como referencia los
grupos construidos por el analisis Biplot para la caracterizacidn morfologica,
puede decirse que las cepas del Grupo 1 caracterizadas como
C.gloeosporioides son de esporulacion alta y media y muestran preferencia por
los medios AAV y/o AMr, con excepcion de la cepa 225 de baja esporulacidn
en ambos medios y la cepa 216 con alta esporulacion en el medio PDA,
destacandose en este caso, que esta cepa representa el subgrupo mas
representativo del Grupo 1, correspondiente al morfotipo verde oliva de
esporulacion abundante y crecimiento lento, caracteristicas que concuerdan
con los resultados reportados por Abang (2003a) en aislamientos de C.

gloeospor.oides de flame.

Los estudios realizados por Abang (2003a) indican la presencia de este
morfotipo dentro de los aislamientos de C.gloceosporioides de fiame en Nigeria,
el cual corresponde a cepas altamente virulentas del hongo capaces de causar
danos del orden del 100% en las hojas y muerte prematura de la planta en un
76%. La virulencia tan marcada fue atribuida a la abundante esporulacion

presente en este morfotipo con respecto a los demas evaluados.

De lima y Sobral, (2002) encontraron resultados similares estudiando la
capacidad de esporulacion de los aislados de Collefofrichum kahawe en café
observando que aquellas cepas con mayor capacidad de esporulacion

correspondian a las cepas mas agresivas para esa especie.



Las cepas del Grupo 2 (Glomerella cingulata) y las del Grupo 3 (C. aematium)
son de esporulacién baja. En la Tabla 5 se indican las preferencias de cada

cepa por cada uno de los medios de cultivo evaluados para la esporulacion.

Tabla 5. Preferencia de las cepas por alguno de los medios evaluados con respecto ala
esporulacién. Entre paréntesis se indica el grupo al que pertenecen. Si una cepatiene
similar esporulacidn en dos medios, se reporta en ambos.

Medio Cepas
80(1), 236(1), 344(1), 222(1), 114(1), 235(1), 113(1), 305(1)
AAV
AEM
AMR 297(2), 290(2), 355(1), 339(1), 248(2), 152(3), 274(3), 225(1), 113(1), 305(1), 275(2)
PDA 216(1), 275(2)

A pesar de que todas las cepas del Grupo 2 presentan una baja esporulacién,
entre ellas se pudo observar diferencias con respecto a la preferencia por el
medio de cultivo, siendo mejor el desarrollo en AMr para las cepas (43, 41 y
33), PDA para la cepa 275 y en el caso de la cepa 226 no se observd

diferencias entre los medios evaluados.

Con respecto al comportamiento cultural de las cepas de este grupo es
importante destacar, que aquellas cepas que tuvieron su mayor desempefo en
AMr se caracterizaron por presentar en mayor proporcion el estado anamorpho
que el teleomorpho. Por el contrario, la produccion de peritecios caracteristicos
del estado sexual, se presenta de manera optima en AAV, lo cual sugiere que
este medio de cultivo es ideal para la produccién de inoculo cuando se requiera

evaluar la patogenicidad de Glomerella cingulata.

Las cepas de C.dematium del Grupo 3, aunque fueron de baja esporulacion,

mostraron su mejor desempenfio en el medio AMr.

En relacidon con los otros medios evaluados, el medio AEM no mostré ser

adecuado para la esporulacién de ninguna de las cepas.



3.4.2 Anélisis de crecimiento.

En el analisis de la tasa de crecimiento de las cepas se pudo observar la
presencia de dos grupos: cepas de crecimiento rapido y de crecimiento lento.
(Tabla 6.)

Tabla 6. Conformacion de los grupos de crecimiento rapido y crecimiento lento por el
analisis Biplot para los aislamientos de Colletotrichum spp en fiame.

Grupos de crecimiento Cepas
Crecimiento rapido 80, 113, 222, 225, 226,235, 236, 290, 305, 339,344 355
Crecimiento lento 114, 152, 216,248, 274, 275, 297

En la Figura 11 se aprecian las preferencias en el crecimiento de cada cepa por
los diferentes medios de cultivo evaluados. De manera general se observa que
las cepas 216, 225, 226, 235, 236, 248, 274, 339, 344, 355 obtuvieron un
crecimiento promedio en PDA que es superior al obtenido en el resto de cepas,
las cuales presentaron un mayor crecimiento promedio en los medios AEM o
AAV. En contraste, la cepa 114 (06) fue la unica que tuvo un crecimiento

promedio en AMr superior al obtenido en cualquiera de los otros medios.

Analizando el crecimiento desde el punto de vista de los grupos propuestos en
la caracterizacidon morfologica, se puede establecer de manera general que el
crecimiento de las cepas es satisfactorio sobre los medios AAV, AEM y PDA,
contrario a lo observado en el medio AMr, siendo este el menos adecuado para

el crecimiento del hongo.
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Figura 11. Anélisis Biplot para el crecimiento de las cepas mostrando la preferencia de cada cepa por los
medios de cultivo AAV, AMr, PDA y AEM. Las etiquetas para cada cepa corresponden a los nimeros en azul de
la grafica: 01: 80(1), 05:113, 06: 114, 15: 152(2), 22: 216, 23: 222, 25: 225, 26:226, 28:235, 29:236, 33: 248, 38: 274,

39: 275, 41:290(1), 43: 297, 44: 305, 52: 339, 53: 344, 55: 355.

Las cepas de C. gloeosporioides pertenecientes al Grupo 1 son de crecimiento
rapido, con excepcion de las cepas 114 y 216 que mostraron crecimiento lento,
las cuales se distinguen por pertenecer a dos de los morfotipos dentro del
grupo: morfotipo crema de crecimiento lento y el morfotipo verde oliva de

crecimiento lento

El Grupo 2 (Glomerella cingulata) se caracterizo por ser de crecimiento lento,
con excepcidn de las cepas 226 y 290(1) de crecimiento rapido. El Grupo 3 de
C. dematium, mostré ser de crecimiento lento en cualquiera de los medios
evaluados. En el Anexo D se indican los promedios para el crecimiento y la

esporulacion de las cepas en cada uno de los medios de cultivo evaluados.

Haciendo un analisis general de los parametros de esporulacion y crecimiento
para los tres grupos, se encontré que existe una correlacion negativa entre
estas dos variables con respecto a los medios de cultivo evaluados, ya que el
comportamiento de las cepas en los medios de cultivo difiere con respecto al
crecimiento y esporulacion sobre ellos.

Lo anterior se observa en la Tabla 7, en donde se muestra que solo 6 de las 19
cepas evaluadas coinciden con que la mejor esporulacion se da en el mismo

medio en donde también se da la mejor tasa de crecimiento. Por ejemplo, para



la cepa 80, la mayor esporulacion se dio en AAV y el mayor crecimiento en
AAV, AEM o PDA, de acuerdo a esto, el mejor medio para el crecimiento y
esporulacion de esta cepa resultd ser el AAV. La cepa 275 identificada como
Glomerella cingulata tuvo un comportamiento similar tanto en esporulacion
como en crecimiento, en todos los medios evaluados, mostrando en todos ellos

una esporulacion baja y crecimiento lento.

En contraste, para la mayoria de las cepas (13 de las 19 cepas) no se
encontraron criterios comunes con respecto a esporulacion, crecimiento y el
medio de cultivo, por ejemplo, la cepa 344 esporuld mejor en el medio AAV

pero tuvo su mayor crecimiento sobre PDA.

Tabla 7. Resumen general considerando crecimiento y esporulacién para todas las cepas
en las que coincide el diagndstico por esporulacién y para crecimiento en los medios de
cultivo evaluados.

Cepa Medio preferido Medio preferido

para para el
esporulacién crecimiento

80(1) AAV AAV
113 AAV AAV
114 AAV AMR
152(2) AMR AAV
216 PDA PDA
222 AAV AAV
225 AMR PDA
226 AAV, PDA, AEM
235 AAV PDA
236 AAV PDA
248 AMR PDA
274 AMR AAV
275 PDA PDA
290(1) AMR AAV, AEM
297 AMR AAV
305 AAV AAV
339 AMR PDA
344 AAV PDA
355 AMR AEM

Aungue se reconoce la importancia de tratar de hacer un analisis conjunto, por
el hecho de que el crecimiento y la esporulacidon no son hechos aislados,
cuando se muestra evidencia de que el mejor medio para esporulacion

frecuentemente no coincide con el mejor medio para el crecimiento, debe



tomarse una decisién con respecto a cual criterio (crecimiento o esporulacién)

favorecer.

Por otra parte, se observo que para la mayoria de las cepas de
C.gloeosporioides del Grupo 1  existe una marcada relacion entre el
crecimiento total que alcanzo la colonia con la capacidad de esporulacion de la
mismas, presentandose en estas los mayores indices de esporulacion y tasas
de crecimiento. Solo la cepa 216, perteneciente a este mismo grupo, presentd
un comportamiento contrario caracterizado por una esporulacién alta y una tasa

de crecimiento baja.

La tasa de crecimiento y la capacidad de esporulacion son criterios que han
sido utilizados para separar especies dentro del género Colletotrichum,
diferenciandose de forma general la especie C.gloeospor.oides por un
crecimiento rapido con respecto al de C.acutatum, el cual presenta un
crecimiento lento (Freeman, ef a/, 1996). De igual manera, estos criterios han
servido para la caracterizacion de grupos o morfotipos dentro de una misma
especie, caso particular de las especies C.gloeosporioides en fHame y

C.acutatum en citricos (Abang, 2003a; Timmer, et a/,, 2000).

En este estudio se pudo establecer que los criterios de esporulacion y tasa de
crecimiento no son Uutiles para la discriminacion entre especies de
Colletotrichum asociadas con el hame, pero si permiten diferenciar grupos de
aislamientos dentro de una misma especie, lo cual se observd especialmente
entre las cepas pertenecientes a la especie C gioeosporiodes. Estas
diferencias podrian ser el resultado de respuestas fisioldgicas a diferentes
factores tales como composicion del medio de cultivo (aminoacidos y cantidad
de carbono), factores ambientales (temperatura, humedad relativa, luz, Ph) y

genotipo de cada uno de los aislamientos. (Abang, ef al., 2005).



3.5 IDENTIFICACION MOLECULAR DE LAS ESPECIES DE Colletotrichum
spp MEDIANTE CEBADORES ESPECIE-ESPECIFICOS.

De las 32 cepas identificadas inicialmente en la caracterizacion morfologica
como C. gloeosporioides, solo 21 fueron identificadas como positivas para esta
especie por los cebadores CgInt/ITS4, dando como resultado un producto de
amplificacion de 450pb de igual tamafio al observado para el aislamiento

referencia Man 73 (Figura 12a).

Con los cebadores Calnt2/ITS4 (C. acutatum) se observo un unico producto de
490 pb correspondiente a la cepa de referencia (7om73) identificada
previamente como Colletofrichum acutatum (Figurai2b). En la Tabla 8 se
indican los resultados de la identificacibn molecular de las especies de

Collefotrichum spp con los cebadores evaluados (CgInt/ITS4) y (Calnt2/ITS4).
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Figura 12. Identificacién molecular de especies de Colletotfrichum spp en fiame del departamento
de Sucre. (A): Aislamientos positivos con el primer Cgint/ITS4 para Collefotrichum
gloeosporioides. (B): Aislamientos positivos con el primer Calnt2/ITS4 para Col//efotrichum
acutatum. M. Marcador de peso molecular 1:Man73 2:Tom13 3:80(2) 4:112 5:80(1) 6:216 7:222 8:223
9:225 10:231 11:235 12:236 13:239 14:250(1) 15:255 16:305 17:313 18:316 19:339 20:344 21:351
22:355 23:356 24:357

La identificacion de C.gloeosporioides y C.acutafum mediante el uso de
cebadores especie especificos es una estrategia utilizada en numerosos

estudios para la caracterizacion de poblaciones de Collefotrichum infectando



Aame y otras especies de plantas de importancia comercial. Mediante esta
metodologia, Talhinhas ef a/, 2002 confirmaron que C. acufatum es la especie
causante de la antracnosis en el lupino; y Abang ef a/, 2002 determinaron que

C. gloecsporioides es el agente causal de la antracnosis del iame en Nigeria.

En nuestro estudio, la utilizacién de los cebadores especie especificos junto
con los criterios de caracterizacion morfologica permitieron determinar que en
las poblaciones de Collefctrichum de fhame, la especie Collefotrichum
gloespor.oides es la principal causante de la antracnosis de este cultivo en el

departamento de Sucre.

Sin embargo, once de los 32 aislamientos evaluados no amplificaron con
ninguno de los cebadores evaluados, lo cual sugiere que en cultivos de fame,
podrian estar involucradas otras especies diferentes a C.gloeosporioides'y C.
acufalum como agentes causales de la antracnosis (Afanador ef a/, 2003;
Abang ef al, 2005). Asi mismo, estos resultados demuestran que la fuerte
influencia de los factores ambientales sobre los criterios morfolégicos hacen su
uso inespecifico, mostrando las incongruencias entre estos criterios con
respecto a las metodologias moleculares para la identificacion de especies en

Collefotrichum.



Tabla 8. Identificacidn de aislados de Co/letotrichum spp de iame Dioscorea spp usando
los cebadores especie - especificos Cgint y Calnt2.

CEPA REACCION DEL CEBADOR ESPECIES
__CgInt/ITS4 Calnt2/ITS4

Man73 + - C. gioeosporio.des

Tom13 - + C.aculatum
80(1) + - C. gioeosporio.des
112 - - Couetotrichum spp
13 - - Couetotrichum spp
114 - - Couetotrichum spp
117 - - Couetotrichum spp

152(1) - - Couetotrichum spp
171 - - Couetotrichum spp
210 - - Couetotrichum spp
216 + - C. gioeosporio.des
222 + - C. gioeosporio.des
223 + - C. gioeosporio.des
225 + - C. gioeosporio.des
231 + - C. gioeosporio.des
235 + - C. gioeosporio.des
236 + - C. gioeosporio.des
239 + - C. gioeosporio.des
240 - - Couetotrichum spp
247 - - Couetotrichum spp

250(1) + - C. gioeosporio.des
255 + - C. gioeosporio.des
261 - - Couetotrichum spp
273 - - Couetotrichum spp
305 + - C. gioeosporio.des
313 + - C. gioeosporio.des
316 + - C. gioeosporio.des
318 - - Couetotrichum spp
322 - - Couetotrichum spp
335 + - C. gioeosporio.des
339 + - C. gioeosporio.des
344 + - C. gioeosporio.des
351 + - C. gioeosporio.des
355 + - C. gioeosporio.des
356 + - C. gioeosporio.des
357 + - C. gioeosporio.des




4. CONCLUSIONES.

Los resultados de muestreo, aislamiento e identificacibn de especies de
Collefofrichum afectando fiame en el departamento de Sucre, sugieren que
existe una posible relacion entre las especies y variedades de fiame con
respecto a las especies de Colletotrichum identificadas, encontrandose en una
mayor proporcién la especie Colletotfrichum gloeosporioides en la variedad 0so
de Dioscorea alata, Glomerella cingulata en la variedad D.22 de Dioscorea

alata y Colletotrichum dematium en la variedad espino de Dioscorea rotundata.

Los cultivos de name en los municipios de Sincelejo, Corozal, Sampués,
Toluviejo y Los Palmitos del departamento de Sucre son infectados por
diferentes especies de  Colletotfrichum, destacandose  Colleotrichum
gloeosporioides con su teleomorpho Glomerella cingulata, y la especie C.

dematium, siendo la primera la mas importante.

La especie Colletotrichum gloeosporioides fue la mas variable de las especies
encontradas, indicado por la presencia de morfotipos o variantes morfolégicas,
lo cual podria responder a la presencia de razas o patotipos dentro de la

especie.

La presencia del estado sexual (Glomerella cingulata) dentro de los
aislamientos obtenidos, constituye el primer reporte de este patdégeno
causando antracnosis en los cultivos de fame del departamento de Sucre, esto
sugiere que Glomerella cingulata podria estar desempenando un papel

importante en la epidemiologia de la enfermedad dentro del género Dioscorea.

La tasa de crecimiento y capacidad de esporulacién no resultaron ser criterios
especificos para la discriminacidon entre especies de Collefofrichum asociadas
al cultivo de fame, pero si permitieron definir el comportamiento fisiologico y
diferenciacion de grupos de aislamientos dentro de una misma especie, 1o cual

se observd especialmente entre las cepas pertenecientes a C. gloeosporiodes.



Las pruebas de tasa de crecimiento y esporulacion de las cepas de
Colletotrichum spp sobre diferentes medios de cultivo, indican a AAV y AMr
como los medios de cultivo mas apropiados para la esporulacion; AAV, AEM y
PDA como los mejores para el crecimiento; y Agar avena (AAV), el mas

apropiado tanto para el crecimiento como para la esporulacion.

La identificacion de C.gloeosporioides con los cebadores especificos
CaInt/ITS4 confirma a nivel molecular, que este patdgeno es el principal agente
causal de la antracnosis del Aame (Dioscorea spr) en el departamento de
Sucre. La ausencia de amplificacién de las cepas aisladas con los cebadores
especificos Calnt2/ITS4 para C. acufafum demuestra que esta especie no esta

involucrada en la antracnosis asociada con el fiame en Sucre.
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Capitulo II: Revisién de temas

APROXIMACIONES PARA EL ENTENDIMIENTO DE LA ANTRACNOSIS EN
EL NAME (Dioscdrea spp) A TRAVES DE CRITERIOS MORFOLOGICOS,
EPIDEMIOLOGICOS Y MOLECULARES.
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Resumen

Los acercamientos morfolégicos y moleculares han iniciado el entendimiento de
la sistematica y ecologia de cepas de Collefofrichum asociadas con la
antracnosis en fiame, asi como la biologia de poblacion de Collefotrichum
gloeosporioides. Esta revision abarca los aspectos mas importantes de la
sistematica, epidemiologia y genética de poblacion de Collefoirichum
gloeosporioiges integrando criterios tradicionales y moleculares para un mejor
entendimiento de la antracnosis en fame y el desarrollo efectivo de estrategias
de control sostenibles. Se discuten los resultados de investigaciones realizadas
en los ultimos anos, asi como las implicaciones en futuros estudios del

patdégeno sobre su potencial evolucion.

Palabras calves: Antracnosis, Collefotrichum gloeosporioides, Dioscorea spp,
sistematica molecular, biologia de poblacion, estudios de resistencia, fiame.
Introduccién

El fame (Dioscorea spp, Familia Dioscoredcea, onden Dioscoreales) es un
cultivo que constituye un rengldn econdmicamente importante para la
alimentaciéon de millones de personas en los tropicos y subtropicos. Los dos
cultivares de fiame mas importantes son el fiame blanco o espino (Dioscorea
rofundata)y el Aame de agua o criollo (Dioscorea alata L). Dioscorea rofundata

es enddgeno del oeste de Africa y representa la especie mas importante en



términos de volumen de produccidon, mientras que Dioscdrea alata que fue
introducida a Africa desde Asia es la especie mas ampliamente cultivada en el
mundo.(Abang et a/, 2003b).

La mayor limitacion para la produccion sostenible de Dalafa es su
susceptibilidad a la antracnosis. La disponibilidad de variedades de fAame
resistentes a la enfermedad, podria ser una estrategia potencial para el manejo
integrado de la antracnosis; sin embargo, los estudios en este campo han sido
limitados debido al desconocimiento que se tiene de la identidad del patégeno y

de su diversidad. (Mignouna ef a/,, 2001).

Previas investigaciones enfatizaron en la epidemiologia y control de la
enfermedad, pero los progresos fueron limitados debido a que el entendimiento
de la misma estuvo basado solo en criterios clasicos tales como caracteristicas
de la colonia, esporulacién, forma de las conidias, entre otros. Estudios
realizados en los ultimos cinco afos, permitieron confirmar mediante criterios
morfologicos, bioldgicos y moleculares que el agente causal de la antracnosis

en fiame es Collelolrichum gloeosporiodes. (Abang er al, 2005b).

IMPORTANCIA DE LA ANTRACNOSIS EN NAME.

La antracnosis es una enfermedad que causa efectos dramaticos en regiones
del caribe en donde son comunes monocultivos con una sola variedad
susceptible. La susceptibilidad a la antracnosis hace imposible el crecimiento
de variedades populares, por eso se considera que es el factor mas importante
que reduce la produccién de Aame. (Mignouna ef a/, 2001). Nwankiti y Ene
(1984) citado por Abang 2003a, reportd que la antracnosis puede causar
reduccidn del 80% en Nigeria, Green, (1994) reporta perdidas en exceso hasta
del 85% al 90%, mientras que Perea y Buitrago (2000) registran en Colombia
un alto umbral de dafo agro-econdémico, por lo cual es comun encontrar en las

estadisticas perdidas hasta del 100% de la produccién.



Factores limitantes de la produccioén del flame.

Desde la perspectiva de los cultivadores, las mayores limitantes para la
produccion de fname son la poca disponibilidad del material vegetal, baja
fertilidad del suelo y el ataque de fitopatdbgenos que causan enfermedades
foliares y perdidas durante el almacenamiento. La antracnosis causada por
Collefotrichum gloesporioides es una de las principales enfermedades que
afecta la produccion de este cultivo, destacandose en este aspecto la especie
Dioscorea alata, como la mas susceptible en la region caribe Colombiana y en
muchas zonas productoras a nivel mundial. (Moura-costa ef a/, 1993; Ekefan ef
al, 2000; Osorio y Ramirez 1989).

Hasta la fecha, los cultivadores de fiame en el caribe no han podido encontrar
soluciones efectivas para la enfermedad mediante el control quimico, debido al
desarrollo de cepas de C.gloeosporioides resistentes a los fungicidas utilizados.
(Winch ef al,, 1984).

BIOLOGIA Y ECOLOGIA DE LA ANTRACNOSIS EN NAME.

El patdbgeno causante de la antracnosis en el fame fue inicialmente descrito
como Gloeosporium pestis por Winch ef al, 1984; Luego fue reportado sobre
Dioscorea alata en india y subsecuentemente clasificado como Collefotrichum

gloeosporioiges.(Abang ef al., 2001).

Etiologia del hongo

Segun varios autores, (Vegas, 1984 y Green ef a/, 2000), el anamorpho es
Collefotrichum gloesporioides, que se caracteriza por la formacion de esporas
asexuales (conidias), dentro de acérvulos subepidermicos, pequenos, redondos
de color pardo que pueden alcanzar hasta 500 micras en diametro, y se
encuentran distribuidos sobre la parte necrética de la lesion, en forma
concéntrica 6 esparcida. En algunos casos las conidias presentan setas
oscuras y en otros casos no, especialmente si el hongo esta creciendo en

condiciones de laboratorio. (O’Connell ef a/., 2000).



El patégeno en su estado teleomorpho es Glomerella cingulata (stonem), cuyos
peritecios no se encuentran muy comunmente. Los peritecios aparecen de uno
a tres dentro de un estroma, son globosos, picudos y oscuros. Las ascas
hialinas y alargadas poseen ocho ascosporas curvadas, unicelulares,
inicialmente hialinas, luego amarillas, finalmente pardas. (Cedefio y Palacio,
1992; Pérez, 1993).

Cuatro formas de Colletoirichum han sido asociadas con la antracnosis foliar en
el Afame y descritas por Abang ef a/, 2001: una forma de crecimiento lento y
micelio de color gris (SGG), una segunda de crecimiento rapido y color salmén
(FGS), una tercera de crecimiento rapido y colonia con micelio gris (FGG) y una
ultima de crecimiento rapido y micelio de color oliva (FGO). Los aislados de
estas cuatro formas fueron identificados como Collefotrichum gloeosporio.des
basados en la morfologia. Segun Abang ef a/ 2001, la variacion en la rata de
crecimiento, morfologia conidial y de apresorios fueron los criterios mas

importantes para diferenciar las cepas de Coletolrichum gloeosporio.des.

Los métodos tradicionales para la delineacion de especies dentro del género
Collefofrichum y que permitieron la discriminacién en subpaoblaciones dentro de
la especie fueron primeramente basados sobre caracteristicas morfoldgicas,
pero la fuerte influencia del ambiente hizo su uso insatisfactorio. (Green 1994;
Abang ef a/ 2003b). Los aislados encontrados por Abang ef a/ 2001, fueron
altamente variables en morfologia y virulencia, y algunas cepas de la forma
(FGS) parecian tener caracteristicas similares a las de la especie C.acuialum,
suscitando la duda de que varias especies de Collefotrichum pueden ser

responsables de los sintomas de la antracnosis. (Abang ef a/, 2003b).

Los primeros reportes sobre la ecologia de la antracnosis mostraron que la
enfermedad solo es severa sobre D.alala, pero recientes investigaciones
revelaron que la enfermedad es prevalente y severa sobre mas de una especie
cultivada de fiame. (Amusa ef a/, 2003). Es asi como Nwankiti (1982) citado
por Abang ef a/, 2003b, reporto un ataque de antracnosis sobre D.rufunaata,

una especie generalmente considerada resistente a C. gioeospor.0.des.



La presencia de mas de una especie de Collefoirchum spp causando
antracnosis en Aame, hace necesario que los estudios que se inicien sobre
esta enfermedad estén encaminados a esclarecer su etiologia con el fin de
poder desarrollar medidas de control mas apropiadas para esta enfermedad.
(Green, 1994;Amusa et a/,, 2003, Ekefan ef a/, 2000).

Epidemiologia de la antracnosis en fiame.

El inoculo primario para las epidemias de la antracnosis sobre fname consiste
de conidias 0 ascosporas dispersas por la lluvia, el viento o de micelio
infectando semillas, tubérculos o restos del cultivo. Las plantas voluntarias y
hospederos alternativos son fuentes importantes de inoculo, constituyéndose
en un vehiculo importante para la diseminacion de la enfermedad. (Green ef al,
2000).

La enfermedad de la antracnosis se puede presentar en hojas, peciolos y/o
tallos. Inicialmente las hojas afectadas presentan en el haz puntos rojizos de
apariencia hundida con halo amarillo (clorético); en el envés se observa
ennegrecimiento de las nervaduras, luego las lesiones crecen en forma
irregular y se unen entre si ocasionando finalmente necrosis en gran parte de la
hoja. (Abang, 2003a).

Otros sintomas de la enfermedad son el ennegrecimiento y muerte apical de
los tallos, ocasionando la muerte descendente de la planta. En algunos casos
ocurre necrosis en el peciolo, lo cual produce desfoliacion en la planta. La
aparicion de los sintomas generalmente coincide con la etapa de tuberizacidn
del cultivo ( 3 a 4 meses después de la siembra), sin embargo, en plantas mas
jovenes se pueden encontrar otros sintomas inducidos por el mismo agente
causal. (Moura-costa ef al, 1993; Negrete y Redondo 1997; Green ef al,
2000).

La presencia en la planta de diversos patogenos ademas de
C.gloeosporioides, hace suponer de que la antracnosis del flame es una

enfermedad compleja, resultado de la accion concertada de varios patdgenos



que contribuyen al desarrollo de los sintomas. (Amusa ef a/, 2003). Sin
embargo, los estudios de virulencia bajo condiciones controladas muestran que
un solo aislamiento de C.gioeospor.oides es capas de causar 100% de necrosis
en las hojas y cerca del 76% de muerte prematura en plantas inoculadas.
(Abang ef al., 2003b).

Condiciones predisponentes para el patégeno.

Las condiciones que favorecen al patégeno para causar la enfermedad, son
las lluvias frecuentes, alta humedad relativa y la presencia de una pelicula de
agua sobre los tejidos colonizados por el hongo. La germinacion, crecimiento y
penetracion requieren de una atmésfera saturada al 100%; temperaturas entre
30°C y 28°C con una 6ptima de 29°C, condiciones bajo las cuales aumenta la
virulencia del patogeno. (Vegas 1984; Pérez 1993; Campo, 2000; Abang,
2003a).

La propagacion y desarrollo de la enfermedad, también depende de la
interaccion entre la virulencia del patdégeno, la sensibilidad del huésped y las

condiciones favorables del ambiente en un tiempo determinado. (Mestra, 1992).

Daios producidos por el hongo.

Inicialmente, el hongo penetra a las células epidermales directamente
atravesando la cuticula. Las esporas producen un tubo germinativo que, al
entrar en contacto con las células epidermales de la planta, se adhiere, se
ensancha y forma un apresorio, de este sale una hifa muy fina que perfora la
cuticula y una vez dentro la hifa recobra su tamano normal. La forma de
penetracidn sobre la hoja es variable, en algunos casos hay asociacion con
insectos que abren heridas; sin embargo, se ha demostrados que las heridas
no incrementan la severidad de los sintomas sobre D.alafa. (Roberts ef al,
2001; Abang ef a/ 2001).

El dafio producido en la planta se debe a que el hongo destruye la lamina foliar,
reduciendo la capacidad fotosintética de la planta, ademas al producir la muerte

parcial o total de los tallos, se interrumpe la circulacion de las escasas



sustancias de reservas que alcanza a formar la planta. El efecto de Ia
enfermedad es muy severo porque la afeccion se presenta antes o al inicio de
la tuberizacidén, cuando aun no se ha formado el tubérculo, por eso los fames
formados por plantas enfermas son pequefios de poco peso y sin valor
comercial. (Negrete y Redondo 1997). Una vez terminado el ciclo vegetativo del
cultivo, el hongo iverna sobre restos de la vegetacion en forma de conidias o
micelio durmiente como saprofito en el suelo. (Vega 1984; Winch ef a/, 1984;
Pérez 1993; Negrete y Redondo 1997; Ekefan e: g/, 2000, Campo 2000).

Manejo de la antracnosis.

El control de la antracnosis en el cultivo de fame generalmente representa
para el asistente técnico un problema mayor que el control de otros agentes
bibticos (plagas y malezas). EI manejo del patégeno debe hacerse mediante la
integracion de todas las alternativas tendientes a aumentar la produccién a
través de la siembra de clones de fiame tolerantes, uso de practicas culturales
adecuadas, el equilibrio biologico y el control quimico, teniendo como base la

epifitiologia de la enfermedad. (Mestra 1992; Campo, 2000).

Plumbley y Sweetmore (1994), citado por Abang ef a/, (2003b), mostraron que
la resistencia a la antracnosis en D. alafa puede ser controlada por compuestos
antifungicos fendlicos, sugiriendo que la produccion de fenolasas (Tirosinasa)
son un mecanismo para la resistencia contra algunas cepas de
C.gloeosporioides. Abang (2003a), trabajando con 200 aislados de
C.gloeosporioides encontré que mucho de los aislados evaluados fueron
positivos a la actividad Tirosina; sin embargo, una correlacién entre la actividad
Tirosinasa y la virulencia no fue encontrada. Ademas, las enzimas que pueden
degradar la pared celular de los tejidos de las hojas de flame son metabolitos
secundarios (patotoxinas) que estan asociados con la invasidon de los tejidos

por C.gloeosporioides.

Por otra parte, Amusa ef a/, (1993) y Moura-costa ef a/, (1993), encontraron
sustancias fitotoxicas producidas por C.gloeosporioides infectando hojas de

Aame, las cuales inducen lesiones necroticas similares a las producidas por el



patdbgeno. Estos autores observaron que las toxinas de C.gloeosporiodes
producen electrolitos en cultivos de suspensiones celulares de fame, un
mecanismo que puede explicar esta toxicidad. Esto sugiere que las toxinas de
C.gloeosporioides pueden ser usadas para evaluar variedades de fame
resistentes a la antracnosis, o0 pueden beneficiar futuros estudios sobre
quimiotaxonomia, interaccidon patégeno-hospedero y sobre la naturaleza de la

resistencia a la antracnosis en fame.

SISTEMATICA MOLECULAR DE Colletotrichum spp ASOCIADO A NAME.

Las especies del género Collefofrichum han sido caracterizadas inicialmente
por caracteres morfologicos, como son tamafio y forma de la conidia y
apresorio, presencia de setas asi como pruebas de patogenicidad, sin
embargo, la plasticidad en la morfologia cultural y la variacidén fenotipica han
hecho dificil la identificacion de las especies (Abang 2003a). C.gloeosporioides
es ampliamente aceptado como el agente causal de la antracnosis en fiame
basado en criterios morfolégicos (Winch ef al, 1984), pero tales criterios han
sido inadecuados para clasificar especies de Collefofrichum. La identificacion
de especies de Collefotrichum y la definicion de subpoblaciones responsables
de epidemias es vital para el desarrollo e implementacion de estrategias

efectivas de control de la enfermedad.

La inapropiada identificacidon de C.gloeosporioides es comun, y la definicion
sub-especifica dentro de grupos del patdogeno solamente usando criterios
morfologicos ha sido reemplazada por el uso de métodos moleculares para la
diferenciacion de especies y sub-especies dentro de Collefotfrichum. (Abang ef
al, 2003b). La importancia de la identificacion de C. gloeosporioides radica en
que este patdogeno causa perdidas econdmicas en varias especies de cultivo en
el mundo. Ademas, es un patdogeno altamente variable, este taxén es
considerado como un grupo de especies acumulativas con diversas

subpoblaciones. (Sutton, 1992)

Numerosos reportes indican la asociacion de diferentes especies de
Collefotrichum que fueron encontradas infectando los mismos hospederos

(Adaskaveg y Hartin 1997). En citricos, C gloeosporioides y C. acutatum



causan serias enfermedades, mientras que el primero es responsable de la
quemazén, manchas en las hojas y muerte de los frutos post-cosecha, la
segunda causa dano en los frutos. Previamente, todas las enfermedades en los
citricos fueron atribuidas a C . gloeosporiodes, hasta que la caracterizacion
molecular del hongo revelo que C. acufafum esta también envuelto en la

patogénesis de la enfermedad. (Agostini ef a/, 1992; Vinnere 2004).

En name, la identificacion morfologica del patdégeno proporciona evidencias de
que C.gloeosporioides es el agente causal de la antracnosis en flame (Abang,
1997), sin embargo, la discriminacion de las especies a través de criterios
morfologicos en imprecisa, ya que recientes estudios muestran que el hongo
causante de la antracnosis en name tiende a ser similar a C. acutafum. Los
aislados identificados como C.gloeosporioides fueron morfologicamente
variables y difieren en la virulencia (severidad de la enfermedad) y en el patrén
de bandas en RAPD (Abang ef a/,, 2001).

Identificacién molecular de C.g/loeosporioides.

Los genes de DNA ribosomal (rDNA) son altamente conservados y se
encuentran como multiples copias en el genoma. En contraste, el espacio
transcrito interno no codificante (ITS),es una regidén que flanquea las
subunidades grande y pequefa del rDNA las cuales son altamente variables, y
se usan para la delineacibn de muchas especies de hongos, incluyendo

Collefotrichum (Freeman ef a/., 2000).

En vista de las similitudes morfolégicas entre C . gloeosporioides y otras
especies de Collefotrichum, el analisis de la secuencia de la region ITS ha sido
usado para resolver problemas en la sistematica de Collefofrichum. La
clarificacién del estatus taxondmico de cepas de Collefotrichum infectando
Aame es necesaria para estudiar la estructura de poblacion del patégeno
causante de la antracnosis en este cultivo. (Abang, 2003a). La reaccion de
cultivos monoconidiales sobre el medio de hidrdlisis de la caseina (CHM),
sensibilidad a funguicidas, polimorfismo de rDNA 18S, PCR-RFLP y analisis de

la secuencia ITS (ITS1-5.8S-ITS2) han sido utilizados como criterios validos



para la identificacion de las especies de Collefrichum spp causantes de la

antracnosis en lame (Abang, 2003a;Abang ef a/, 2005).

Estructura genética y potencial evolutivo de C.g/oeosporioides.

La estructura genética de la poblacion de un patdégeno esta probablemente
afectada por la habilidad de éste para desarrollar respuestas a las medidas de
control, como son el desarrollo de variedades resistentes a la aplicacion de
funguicidas. En efecto, el conocimiento de la diversidad poblacional de un
patdgeno es un prerrequisito para el estudio efectivo de resistencia de lineas o
variedades de plantas contra un amplio rango de genotipos de la poblacién del
patogeno.(Abang ef a/, 2003b).

El andlisis de C gloeosporioides del fhame en Nigeria y el caribe usando
marcadores RADP demostraron que hay un alto nivel de variabilidad genética
entre los aislados. Los estudios de los grupos de compatibilidad vegetativa
(VCG) también revelaron alta diversidad vegetativa en C.gloeosporioides en
Aame, con multiples genotipos ocurriendo en una misma lesion. Los
mecanismos que producen tales niveles de variacion en el patdbgeno aun no
son claros. (Abang ef a/, 2002; Abang ef a/, 2004).

Recientemente, el uso de cebadores con secuencias simples repetidas
derivados de microsatélites (MP-PCR) han permitido evaluar la diversidad
genotipica entre poblaciones de C.gloeosporioides asociadas a diferentes
especies de name. (Abang ef a/, 2005). La técnica MP-PCR es considerada
mas robusta y especifica que la técnica convencional de analisis de
amplificacion de polimorfismos del DNA (RAPD), debido al gran tamarfio de los

primers usados en la primera.

Los resultados de estudios de virulencia, compatibilidad vegetativa y analisis
MP-PCR, han mostrado que las poblaciones de C. gloeosporioides estan
conformadas por muchos genotipos intermezclados, sugiriendo que estos son

el producto de recombinacion de genes de virulencia, compatibilidad vegetativa



y otros eventos que ocurren durante la reproduccidon sexual. (Abang ef al,
2002; Abang ef al, 2004; Abang ef a/,, 2005).

Aparentemente, el alto potencial evolutivo de C.gloeosporiodes sobre hame
tiene importantes implicaciones para los estudios de resistencia de la
antracnosis. Sin embargo, esta estrategia es inapropiada si el patogeno es
exclusivamente asexual y si el potencial para el flujo de genes es bajo. (Abang
et al, 2003b).

Conclusiones.

La integracion de criterios morfolégicos y moleculares ha mostrado un
acercamiento en el entendimiento de la sistematica, epidemiologia y genética
de poblacién de C.gloeosporioides aspectos que permiten conocer mejor la

enfermedad, y asi desarrollar medidas de control efectivas.

La recombinacién sexual, es probablemente una de las fuentes de alta
diversidad genética encontradas en las poblaciones de C. gloeosporioides.

afectando los cultivos de Aame a nivel mundial.

El conocimiento de la estructura genética del patdégeno puede promover el uso
de procesos evolutivos que afecten la genética de poblacion del hongo, pero
aun son necesarios acercamientos experimentales para predecir las bases

evolutivas de C.gloeosporioides.

La habilidad de usar fitotoxinas relacionadas con la patogénesis para la
seleccién de genotipos resistentes a la antracnosis puede tener un profundo
impacto sobre el estudio de esquemas de ciclos de crecimiento de cultivos

grandes como el caso del Aame.
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ANEXOS.



Anexo A. Listado de los aislamientos de Collefotrichum spp en fiame Dioscdrea spp en
el departamento de Sucre, Indicando procedencia, hospedero y tejido fuente del
aislamiento.

ESPECIE TEJIDO
CEPA MUNICIPIO ZONA DEL HONGO AFECTADO ESPECIEDE  VARIEDAD
NAME
80(1) Toluviejo La victoria "2 gloeosporioides Hoja Oso
D alata
80(2) Tollviejo La victoria C. dematium Hoja °Dalata D.22
84 Tollviejo La victoria C. dematium Hoja D.aala D.22
112 Corozal Don Alonso C dematium. Hoja D.aala D.22
113 Corozal Don Alonso C. gioeosporioiges Hoja D.aiala 0S0
114 Corozal Don Alonso C. fg/beasponb;a’es Hoja D.aala °D. 22
117 Corozal Don Alonso C. dematium Hoja D.aala D.22
119 Corozal Don Alonso C. dematium Hoja D.aala D.22
129 Sincelejo Buenos aires C. dematium Hoja D.retunaata espino
130 Sincelejo Buenos aires C. dematium Hoja D.retungata espino
136 Sincelejo Buenos aires C. dematium Hoja “D.rotundata espino
147 Sincelejo Buenos aires C. dematium Hoja D.aiala 0S0
149 Tollviejo La victoria C. dematium Hoja D.aala D.22
152(1) Toltviejo La victoria C. gioeosporioiges Hoja D.aiala 0S0
152(2) Toltviejo La victoria C. dematium Hoja D.aiala 0S0
161 Tollviejo La victoria C. dematium Hoja D.aala D.22
171 Corozal Don alonso C. gioeosporio,des Hoja D.retunaata espino
189 Corozal Don alonso Giomeraiia cinguiala Hoja D.aala D.22
190 Corozal Don alonso Giomeraiia cinguiala Hoja D.aiala D. 22
199 Corozal Don alonso Giomeraiia cinguiala Hoja D.aala D.22
210 Los palmitos El tigre C. gioeosporioiges Hoja D.aiala Oso
216 Los palmitos El tigre C. gioeosporio,des Hoja D.aala Oso
222 Los palmitos El tigre C. gioeosporioiges Hoja D.aiala Oso
223 Los palmitos El tigre C. gioeosporioiges Hoja D.aiala Oso
225 Los palmitos El tigre C. gioeosporio,des Hoja D.aala Oso
226 Los palmitos El tigre Giomeraiia cinguiala Hoja D.aiala Oso
231 Los palmitos El tigre C. gioeosporio,des Hoja D.aala Oso
235 Los palmitos El tigre C. gioeosporio,des Hoja D.aala Oso
236 Los palmitos El tigre C. gioeosporio,des Hoja D.aala Oso
239 Sincelejo Buenos aires C. gioeosporio,des Hoja D.aala Oso
240 Sincelejo Buenos aires C. gioeosporio,des Hoja D.aala Oso
247 Sincelejo Buenos aires C. gioeosporio,des Hoja D.aala Oso
248 Sincelejo Buenos aires Giomeraiia cinguiala Hoja D.aala Oso
250(1) Sincelejo Buenos aires C. gioeosporio,des Hoja D.aala Oso
250(2) Sincelejo Buenos aires Giomeraiia cinguiala Hoja D.aala Oso
255 Sincelejo Buenos aires C. gioeosporio,des Hoja D.aala Oso
261 Sincelejo Buenos aires C. gioeosporio,des Hoja D.aala Oso
273 Sincelejo Simoén Araujo C. gioeosporio,des Hoja D.retunaata espino
274 Sincelejo Simoén Araujo C. dematium Hoja D.retunaata espino
275 Sincelejo Chocho Giomeraiia cinguiala Hoja D.aiala Oso
276 Sincelejo Chochod Giomeraiia cinguiala Hoja D.aala Oso
290(1) Sincelejo Chochod Giomeraiia cinguiala Hoja D.aala D.22
290(3 Sincelejo Chocho Giomeraiia cinguiala Hoja D.aiala D. 22
297 Sincelejo Chochod Giomeraiia cinguiala Hoja D.aala D.22
305 Corozal Don alonso C. gioeosporioiges Hoja D.aiala Oso
313 Corozal Don alonso C. gioeosporioiges Hoja D.aiala Oso
316 Corozal Don alonso C gioeosporioiges. Hoja D.aiala Oso
318 Corozal Don alonso C. gioeosporioiges Hoja D.aiala Oso
322 Corozal Don alonso C. gioeosporioiges Hoja D.aiala D.22
330 Corozal Don alonso Giomereiia cinguiala Hoja D.aala D.22
331 Corozal Don alonso Giomeraiia cinguiala Hoja D.aala D.22
335 Toluviejo El floral C. gioeosporioiaes Hoja D.aiala 0s0
339 Toluviejo El floral C. gioeosporioiaes Hoja D.aiala 0s0
344 Tollviejo El floral C. gioeosporio,des Hoja D.aala 0s0
351 Toluviejo El floral C. gioeosporioiaes Hoja D.aiala 0s0
355 Toluviejo El floral C. gioeosporioides Hoja D.aiata 0s0
356 Toluviejo El floral C. gioeosporioiaes Hoja D.aiala 0s0
357 Toluviejo El floral C. gioeosporioiaes Hoja D.aiala 0s0
369 Sampués Mata de cana C. dematium Hoja D.aala D. 22
. Efotrichum aematium "[JoScorea alata 3 Diamante 22

2: Colletotrichum gloeosporioides 4: Dioscdrea rotundata



Anexo B. Cuadro general de las caracteristicas morfolégicas evaluadas para

Colletotrichum spp en el departamento de Sucre.

CARACTERISTICA DE LA COLONIA ESPORULACION
HABITO ASPECTO QBN CooN  DIMETRO ADPIQ e 8 FORMA DE COLOR Tk
CONDIAS
CEPA  COLOR  BORDE  ~pecmiENTO MICELIO  SECTO EsTRo COLONAC  COLOR  ‘piai creem  [n CONIDIAS CONIDIAS
RES MAS ) ON  [ENTO @
LARGO AN
go¢ry Blanco g e Anillos/ Algodonoso i i 88 Salmén 2 Anillo sl Cilindro-Oveide  Hialino 14 )
grisaceo : Superflmal
goiz) Cris Seml Anillos/ Ralo No si 79,3 Crema 4 Anillo si Falcada Hialino 225 :
oscuro ondulado Superficial
Gris Semi Anillos/ p A p R(H c
84 SRR ondulado  Superficial Ralo No si 68.8 Crema 55 Anillo si Falcada Hialino 21.8 c
Gris Semi Anillos/ A A . R ¢
112 RIS ondulade  Superficial Ralo No si 88 Crema 10  Anillo  si Falcada Hialino 224 k
113 Blanco Entero A"'IIOS.I. Algodonoso No si 88 Rosado 2 (G No Cilindro-ovoide  Hialino 16.1
Su_perflmal |
114  Crema  Entero  Anillos/ Ralo No si 88 Naranja 25 Anillo No Cilindro-ovoide  Hialino 14.1 ¢
Superficial
117 Cris L Ailics s Ralo No si 708 Crema 4 Anillo si Falcada Hialino 223 y
0OSCUro ondulado  Superficial
Gris Semi Anillos/ . . . -
119 ) ondulado  Superficial Ralo No si 88 Crema 7 Anillo  si Falcada Hialino 205 4
Gris Semi Anillos/ A A A AR
129 oscuro ondulado  Superficial Ralo No si 58.6 Crema 7 Anillo  si Falcada Hialino 20.8 4
130 Cris STl Anilios/8 Ralo No si 643 Crema 47 Anillo s Falcada Hialino 20 :
oscuro ondulado Superficial
Gris Semi Anillos/ I I I - I
136 oscuro  ondulado  Superficial Ralo No si 60.2 Crema 4 Anillo  si Falcada Hialino 20.8 E
147  CGris ST Agillos s Ralo No si 783 Crema 4  Anillo s Falcada Hialino 215 y
oscuro ondqlado Su_perflclal
149 = = Anlllos_l_ Ralo No si 69.3 Crema 4 Anillo  si Falcada Hialino 21 £
oscuro ondulade Superficial
Anillos/ . . . - . -
152(1) Crema Entero Superficial Ralo No si 88 Naranja 2 Anillo No Cilindro-ovoide  Hialino 14.5 E
152¢2)  Cris Sl Gt/ Ralo No si 53.8 Crema 10 Anillo No Falcada Hialino 208 :
oscuro ondulado Superficial
Gris Semi Anillos/ . . AT i
161 O ondulade  Superficial Ralo No si 69.3 Crema 10  Anillo  No Falcada Hialino 219 €
Verde Anillos/ Semi . . o . - . -
171 ffive Entero Su_perficial aIgogionoso si si 87.1 Salmén 2 Anillo  No Cilindro-ovoide  Hialino 16.6 L
189 3  Epterg  Anillos/ S No si 88 No Hialino
olivaceo Superficial algodonoso
10 3  Epterg  Anillos/ L1 No si 826 No Hialino
olivaceo Su_perflclal algogonoso
109 3  Epterg  Anillos/ Sem si si 88 No Hialino
olivaceo Superficial algodonoso
210 Verde  ppterg  Anillos/ Ll No si 831 Saimén 2 Anilo  No Cilindro-ovoide  Hialino 167 ¢
oliva Su_perflclal aIgogonoso
216 Verde  ppterg  Anillos/ S No si 87.2 Samén 2 Anilo  No Cilindro-ovoide  Hialino 156 ¢
oliva Superficial algodonoso
222 Blanco Entero  Anillos/ Algodonoso i si 88 Salmén 2 Anillo  No Cilindro-ovoide  Hialino 133 )
Su_perflclal
223 Blanco Entero  Anillos/ Algodonoso  No si 88 Salmén 2 Anillo  No Cilindro-ovoide  Hialino 136 )
Superficial
225  Blanco Entero  Anillos/ St No si 88 Rosado 2  Anillo No Cilindro-ovoide  Hialino 132
Su_perflclal aIgogonoso
26 C3f€  pptero  Anillos/ S No si 88 Rosado No Hialino
olivaceo Superficial algodonoso
231 Blanco oo Anillos/ St No si 88 Samén 2 Anillo  No Cilindro-Ovoide Hialino 136
grisaceo Superficial Algodonoso
235  Blanco Entero  Anillos/ Sem] si si 88 Salmén 2 Anillo i Gilindro-ovoide  Hialino 136
Superficial Algodonoso
236  Blanco Entero  Anillos/ Ralo si si 88 Samén 2  Anillo  No Gilindro-ovoide  Hialino 129
Su_perflclal
239 Blanco Entero  Anillos/ Algodonoso  No si 88 Salmén 2 Anillo s Gilindro-ovoide  Hialino 145 )
Superficial
2a0 Verde  ppigrg  Anillos/ St si si 83.1 Samén 2  Anillo  No Gilindro-ovoide  Hialino 152
oliva Su_perflclal algoqonoso
247 Verde  ppigrg  Anillos/ S No si 722 Samén 2 Anillo  No Gilindro-ovoide  Hialino 153
oliva Superficial algodonoso
248 ©NS  Epterg  Anillos/ Ralo No si 88 No Hialino
olivaceo Su_perflclal .
250  Verde  ppigrg  Anillos/ S si si 833 Samén 2 Anillo  No Gilindro-ovoide  Hialino 152
oliva Superficial algodonoso
255  Verde oo Anillos/ S si si 81 Samén 2  Anillo  No Gilindroovoide  Hialino 129
oliva Su_perflclal algogonoso
261 Verde  ppigrg  Anillos/ S si si 875 Samén 2 Anillo  No Gilindro-ovoide  Hialino 16 )
oliva Superficial algodonoso
Anillos/ . o . . - . -
273 Blanco Entero Superficial Algodonoso No si 88 Salmén 3 Anillo  si Cilindro-ovoide  Hialino 15 L
Gris Semi Anillos/ . . . - !
274 EEE ondulade  Superficial Ralo No si 775 Crema 7 Anillo  Si Falcada Hialino 20.3 E
275 Caf®  Eptero  Anillos/ L1 No i 88 No Hialino
olivaceo Su_perflclal algog:lonoso
276 G Epterg  Anillos/ Sem No si 88 No Hialino
olivaceo Superficial algodonoso
200(1) | Gris, Entero  Anillos/ Ralo No si 88 No Hialino
olivaceo Superficial



200(3)
297
305
313
318
318
a2
330
331
335
339
344
351
355
356
357
369

Café
olivaceo
Café
olivaceo
Blanco
grisaceo
Verde
oliva
Blanco

Café
olivaceo
Verde
oliva
Café
olivaceo
Café
olivaceo
Blanco
Blanco
grisaceo
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco

Blanco

Gris
oscuro

Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero

Entero
Semi

Anillos/
Superficial
Anillos/
Superficial
Anillos/
Superficial
Anillos/
Superficial
Anillos/
Superficial
Anillos/
Superficial
Anillos/
Superficial
Anillos/
Superficial
Anillos/
Superficial
Anillos/
Superficial
Anillos/
Superficial
Anillos/
Superficial
Anillos/
Superficial
Anillos/
Superficial
Anillos/
Superficial
Anillos/
Superficial
Anillos/

ondulado  Superficial

Semi
algodonoso
Semi
algodonoso

Ralo

Semi
algodonoso

Algodonoso

Semi
algodonoso
Semi
algodonoso
Semi
algodonoso
Semi
algodonoso

Algodonoso

Semi
algodonoso

Algodonoso
Algodonoso
Algodonoso
Algodonoso
Algodonoso

Ralo

No
No
si
No
si
No
si
No
No
si
si
si
si
si
si
si

No

si
si
si
si
si
si
si
si
si
si
si
si
si
si
si
si

si

83.8
88
82.3
82.1
88
88
88
87.8
88
88
88
88
88
88
88
88

Salmén
Salmoén

Rosado

Salmén

Salmén
Salmén
Salmén
Salmén
Rosado
Salmén
Salmén

Crema

N NN

IS

o N NN

Anillo
Anillo
Anillo

Anille

Anillo
Anillo
Anillo
Anillo
Anillo
Anillo

Anillo

Anillo
s

No
No
No
No
si

No
No
No
No
No
No
si

No
si

No
si

si

Cilindro-Ovoide
Cilindro-ovoide

Cilindro-ovoide

Cilindro-ovoide

Cilindro-ovoide
Cilindro-Ovoide
Cilindro-ovoide
Cilindro-ovoide
Cilindro-ovoide
Cilindro-ovoide
Cilindro-ovoide

Falcada

Hialino
Hialino
Hialino
Hialino
Hialino
Hialino
Hialino
Hialino
Hialino
Hialino
Hialino
Hialino
Hialino
Hialino
Hialino
Hialino

Hialino

14.4
152
14

16

13.8
14
152
13.6
145
14.4
14.1

215

4

4




Anexo C. Categorias de las caracteristicas morfolégicas utilizadas en la caracterizacién
morfolégica de aislados de Colletotrichum spp en iame.

ESTADO DELCARACTER
CARACTERISTICA MORFOLOGICA

Color de la Colonia
Blanco grisaceo

1
Blanco 2
Café olivaceo 3
Crema 4
Gris oscuro 5
Verde oliva 6
Borde de la colonia
Entero 7
semiondulado 8
Habito de crecimiento
superficial 9
Superficial/Sumergido 10
Aspecto del micelio
Algodonoso 11
Ralo 12
semialgodonoso 13
Presencia de sectores
No 14
Si 15
Diametro de la colonia
Dc <54.5 um 16
54.5 pym = Dc < 63 mm 17
63 um = Dc < 71.5 mm 18
71.5 ym < Dc < 80 mm 19
Dc = 80 ym 20
Color de la esporulacién
crema 21
Naranja 22
Rosa 23
Salmén 24
Dia de aparicién de la esporulacién
Da < 3 dias 25
4 dias < Da = 5 dias 26
6 dias < Da < 7 dias 27
Da = 8 dias 28
Presencia de setas
Si 29
No 30
Forma de las conidias
Cilindro ovoide 31
Falcada 32
Largo de las conidias
Lc <15 ym 33
15um < Lc <18.5 um 34
185um=<Lc<21.2um 35
36) Lc 221.2 um 36
Ancho de las conidias
Ac < 3.5 um 37
35 um<sAc <45 pum 38
45 um < Ac <5.5 um 39
Ac =55 um 40
Presencia de estado sexual
No 41
Si 42
Largo de las ascosporas
La < 16.7 ym 43
16.7 um<La <18.4 um 44
18.4 uym < La <20.1 ym 45
La 220.1 um 46
Ancho de las ascosporas
Aa<4.75pum 47
475 um < Aa < 5.5 uym 48

5.5 pm < Aa < 6.25 ym 49



Cilindro falcada 50




Anexo D. Tabla de promedios de la tasa de crecimiento cada 24 horas y capacidad de
esporulacién en conidias /ml x 10° de Colletotrichum spp sobre los medios de cultivo
AAV, AEM, PDA y AMr.

Promedio de esporulacién Promedio tasa de crecimiento
conidias/ml x 10° en cm.

CEPA AAV AEM PDA AMr AAV AEM PDA AMr
80 1412 25 11 780 1,8 1,5 1,5 1,5
113 556 1,8 1,3 355 1,8 1,5 1,4 1,4
114 411 48 74 190 1,3 1,4 1,4 1,4
152 0 0 57 36 1,2 1,2 1,0 1,0
216 813 93 1107 179 1,2 1,0 1,0 0,8
222 1392 143 800 793 1,8 1,45 1,6 1,5
225 88 0 74 102 1,5 1,6 1,3 1,3
226 5 0 17 1 1,7 1,6 1,7 1,5
235 714 87 188 380 1,8 1,7 1,6 1,4
236 1144 98 141 514 1,8 1,6 1,6 1,4
248 26 34 49 61 1,4 1,3 1,2 1,2
274 17 10 3 53 1,2 1,1 1,1 0,7
275 1 2 55 7 1,4 1,2 1,2 0,9
290 1 1,5 10 109 1,6 1,5 1,4 1,2
297 1 0,5 7,3 147 1,6 1,4 1,5 1.1
305 1158 4,8 1,8 923 1,7 1,5 1,6 1,5
339 406 85 59 615 1,6 1,6 1,6 1,3
344 569 0,5 21 274 1,9 1,7 1,7 1,4

355 220 3,3

1,3 385 2,0 1,7 1,8 1,7







