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RESUMEN

El cultivo de flame es de gran importancia para la economia de los paises tropicales y
subtropicales ubicados en Africa, Asia, América central y del sur, hace parte de la dieta
humana, siendo valorado por su aporte de carbohidratos y vitaminas. Las especies mas
sembradas se han visto afectadas por problemas fitosanitarios causados por hongos y
virus; donde la enfermedad mas limitante es la antracnosis (Colletotrichum
gloeosporioides), causando pérdidas hasta de un 85%. El manejo de la enfermedad se
ha hecho mediante la aplicacion de fungicidas y préacticas culturales sin alcanzar un
manejo eficaz de esta; debido al desconocimiento de la enfermedad y el aumento de los
niveles de resistencia del género a diferentes fungicidas, en este sentido, el monitoreo
de la resistencia a los fungicidas es crucial para lograr un manejo efectivo de la
enfermedad y ningun informe anterior ha explorado la resistencia en las poblaciones
de Colletotrichum en fiame en Colombia. Por lo tanto, se plantea la siguiente
investigacion, cuyo objetivo es contribuir en el manejo integrado de la antracnosis del
flame Colletotrichum spp., mediante la caracterizacion de los sintomas de la
enfermedad, de su agente causal y la sensibilidad a fungicidas cominmente empleados
en su manejo. La investigacion se realiz6 en dos fases, una en campo y otra en
laboratorio; en campo se identificaron y describieron los diferentes sintomas asociados a
la antracnosis, luego se obtuvieron los aislados de cada tipo de lesion y se describieron
las caracteristicas macroscopicas y microscépicas de los aislados. La virulencia y
severidad de los aislados fue determinada mediante la inoculacion in vitro de cuatro
accesiones promisorias de fiame D. alata y tres de D. rotundata. La variabilidad genética
se determind secuenciando la region ITS del gen 5,8S. Finalmente, se determiné la
sensibilidad de las cepas a los fungicidas mediante ensayos “in vitro”. Las observacién
en campo permitieron clasificar nueve tipos de sintomas en los cultivares de fiame (siete
lesiones y dos necrosis). Se obtuvieron 11 aislados monosporicos, que se clasificaron
en tres grupos segun caracteristicas morfolégicas y culturales, los cuales presentaron
diferencias entre su patogenicidad y virulencia en hospederos resistentes y susceptibles.
La secuenciacion parcial de la region ITS identificaron a C. gloeosporioides y C.
fructicola asociados a la antracnosis del fiame en el departamento de Cérdoba. La
severidad de la enfermedad mostr6é diferencias estadisticas, perimiendo clasificar las
accesiones como altamente resistente, resistentes y altamente susceptibles. Por dltimo,
la sensibilidad de los aislados segun los valores de DLso, el azoxystrobin y el
difenoconazol fueron méas efectivos contra los aislados de Colletotrichum spp, probados
en este estudio, seguidos por el clorotalonil y el captan, mientras que los fungicidas
menos eficaces fueron el mancozeb y el benomyl. Estd investigacion confirmo la
variabilidad en la sintomatologia, los rasgos morfol6gicos, moleculares, la virulencia y la
sensibilidad a los fungicidas de las especies de Colletotrichum asociadas a la
antracnosis del fiame, las cuales se pueden aprovechar para mejorar las estrategias de
manejo de la enfermedad.

Palabras clave: Sensibilidad “in vitro” a fungicidas, Morfologia de hongos,
Patogenicidad, Variabilidad genética.
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ABSTRACT

The yam crop is of great importance for the economy of tropical and subtropical countries
located in Africa, Asia, Central and South America, and is part of the human diet, being
valued for its contribution of carbohydrates and vitamins. The most widely planted
species have been affected by phytosanitary problems caused by fungi and viruses,
where the most limiting disease is anthracnose (Colletotrichum gloeosporioides), causing
losses of up to 85%. Disease management has been done through the application of
fungicides and cultural practices without achieving an effective management of the
disease; due to the lack of knowledge of the disease and the increasing levels of
resistance of the genus to different fungicides, in this sense, the monitoring of resistance
to fungicides is crucial to achieve an effective management of the disease and no
previous report has explored the resistance in the populations of Colletotrichum in yams
in Colombia. Therefore, the following research was conducted to evaluate the sensitivity
of Colletotrichum spp. to fungicides with different modes of action. The research was
carried out in two phases, one in the field and the other in the laboratory; in the field, the
different symptoms associated with anthracnose were identified and described, then
isolates of each type of lesion were obtained and the macroscopic and microscopic
characteristics of the isolates were described. The virulence and severity of the isolates
was determined by in vitro inoculation of four promising accessions of yam D. alata and
three of D. rotundata. Genetic variability was determined by sequencing the ITS region of
the 5,8S gene. Finally, the sensitivity of the strains to fungicides was determined by in
vitro assays. Field observations allowed the classification of nine types of symptoms in
yam cultivars (seven lesions and two necroses). Eleven monosporic isolates were
obtained and classified into three groups according to morphological and cultural
characteristics, with a correlation coefficient r = 0.90, which showed differences between
pathogenicity and virulence in resistant and susceptible hosts. Partial sequencing of the
ITS region identified C. gloeosporioides and C. fructicola associated with yam
anthracnose in the department of Coérdoba. Disease severity showed statistical
differences, allowing the classification of accessions as highly resistant, resistant and
highly susceptible. Finally, the sensitivity of the isolates according to LDso values,
azoxystrobin and difenoconazole were most effective against the isolates of
Colletotrichum spp, tested in this study, followed by chlorothalonil and captan, while the
least effective fungicides were mancozeb and benomyl. This research confirmed the
variability in symptomatology, morphological and molecular traits, virulence and fungicide
sensitivity of Colletotrichum spp. associated with yam anthracnose, which can be
exploited to improve disease management strategies.

Keywords: “In vitro” fungicide sensitivity, Fungal morphology, Pathogenicity, Genetic
variability.
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1. INTRODUCCION

El Aame (Dioscorea spp.) es un tubérculo comestible de importancia econémica en
regiones tropicales, siendo un alimento bésico de méas de 155 millones de personas
(Andres et al., 2017). Este se cultiva principalmente en los paises tropicales y
subtropicales del mundo, incluidos Africa, Asia, América central y América del sur (FAO,
2020). En Colombia, el cultivo de iame es una fuente de ingresos y de empleo rural para
pequefios y medianos agricultores, existen alrededor de 30.000 familias productoras, el
70% siembra variedades criollas y solo el 16% y el 14% de la produccion corresponden
a las variedades espino y diamante respectivamente (Reina, 2012; MADR, 2020). En
comparacion con otros alimentos basicos, el iame proporciona cantidades relativamente
mayores de energia y nutricién por unidad de &rea de suelo y por unidad de tiempo, y es
valorado por sus aporte de calcio, fosforo, hierro, carbohidratos y vitaminas como
riboflavina, tiamina, vitamina B y vitamina C (Gonzalez, 2012, Andres et al., 2017). El
género Dioscorea se ha utilizado en la medicina tradicional africana y asiatica para tratar
enfermedades como la artritis reumatoide, lesiones traumaticas, bronquitis, enfermedad
coronaria, fiebre reumatica, ademas, de mostrar efectos inhibitorios sobre el cancer (Sun
et al., 2017, Siddiqui et al., 2018).

El cultivo de hame se ve afectado por diferentes problemas que pueden afectar la
productividad del cultivo, entre los limitantes se encuentra la antracnosis (Colletotrichum
spp.), enfermedad que reduce la producciébn en mas del 50% (Abang et al., 2003;
Campo, 2011). La enfermedad ha sido limitante en diferentes paises productores y en
Colombia ha ocasionado pérdidas hasta en un 85% (Campo, 2011). En la Costa
Atlantica colombiana, la antracnosis se presenta en forma endémica, afectando
principalmente a las variedades criollas de D. alata. La enfermedad se caracteriza por
presentar diferentes sintomas en campo desde lesiones café oscuras regulares,
irregulares, circulares, coalescentes, no coalescentes, con halos cloréticos, produciendo
necrosis extensiva de las hojas y muerte regresiva del tallo (Abang et al., 2003; Amusa
et al., 2003; Ayadole et al., 2006; Abang et al., 2009).

Diferentes estudios han identificado un complejo de especies del género Colletotrichum,
asociadas a la enfermedad, mediante el uso de rasgos morfoldgicos, combinados con
las técnicas moleculares, se ha descrito y caracterizado la diversidad fenotipica y
genética de las diferentes especies, por ejemplo, en Nigeria se identificé a la especie
Colletotrichum gloeosporioides como agente causal de la antracnosis del fiame (Abang
et al., 2001). En India y China se ha reportado C. fructicola, C. capsici y C. alatae, los
cuales se presentaron de manera severa, causando grandes pérdidas en el cultivo, lo
cual motivé a buscar diferentes estrategias para el manejo de la enfermedad (Han et al.,
2018; Lin et al., 2018; Jehani et al., 2019). Investigaciones han registrado diferentes
especies de Colletotrichum asociadas a la antracnosis del fiame, tales como, C.
truncatum, C. dematium, C. theobromicola, C. alatae, (Rosado, 2016). En Puerto Rico,
mediante la secuenciacién parcial de los genes ITS, GAPDH y B-tubulina se
caracterizaron las especies C. gloeosporioides, C. ignotum, C. tropicale, C. aoteora, C.
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truncatum, C. alatae, C. fructicola, C. theobromicola, C. siamense y C. cliviae (Fuentes,
2015). En Colombia se realizé diagndstico molecular de C. gloeosporioides en fiame,
utilizando la técnica molecular “DNA Amplification Fingerprinting (DAF), estos estudios
mostraron patrones altamente polimérficos entre los aislados de la coleccion (Marroquin
et al., 2016).

El manejo de la antracnosis involucra el uso de semilla libre del patdgeno, la rotacion de
cultivos, el uso de cultivares resistentes, extraccion y quema material infectado y el uso
de fungicidas apropiados (Agrios, 2005; Uddin et al., 2018; Islam et al., 2020). A pesar
que existen diferentes alternativas para el manejo de la enfermedad, se siguen
presentando pérdidas significativas en la produccion, principalmente por el
desconocimiento que se tiene de la antracnosis, la variabilidad de los sintomas en
campo (Ayodele et al., 2006), la alta variabilidad genética de Colletotrichum (Weir et al.,
2012) y el surgimiento de razas del patdgeno resistentes a los fungicidas empleados en
el manejo (Han et al., 2018; Arce et al., 2019).

La identificacion correcta de los patdgenos asociados a la antracnosis del fiame y el
conocimiento de la variabilidad de rasgos morfolégicos, moleculares y de patogenicidad,
resulta de gran importancia para el establecimiento de medidas preventivas y curativas;
como la aplicacion de fungicidas y el uso de genes de resistencia (Brown, 2006; Campo,
2011), ademas, el monitoreo de la resistencia a los fungicidas es crucial para lograr un
manejo efectivo de la enfermedad por antracnosis y ningun informe anterior ha
explorado la resistencia en las poblaciones de Colletotrichum en fiame en Colombia. Por
estas razones, el objetivo principal de este trabajo fue contribuir en el manejo integrado
de la antracnosis del fiame Colletotrichum spp., mediante la caracterizacién de los
sintomas de la enfermedad, de su agente causal y la sensibilidad a fungicidas
comunmente empleados en su manejo.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cultivo de flame es manejado por pequefios productores, los cuales no tienen la
tecnologia apropiada ni el capital para el buen manejo del cultivo (Campo et al., 2009).
Este sistema productivo presenta diferentes problemas que pueden disminuir los
rendimientos en campo; los productores tienen poca disponibilidad de material vegetal
de buena calidad fisiologica y sanitaria para la siembra (Pérez et al., 2019), ademas,
existen problemas de baja tecnologia; a pesar de la importancia del cultivo, este se lleva
a cabo de manera tradicional (Pérez et al., 2015). Sumado a esto, el cultivo es altamente
susceptible a patologias devastadoras limitantes de la produccion, como la antracnosis,
causada por el género Colletotrichum, la cual puede afectar el cultivo causando pérdidas
en mas del 50% (Abang et al., 2003; Ceron et al., 2006; Campo et al., 2009). Ademas, el
género Colletotrichum fue nominado como el octavo grupo mas importante de hongos
fitopatdgenos en el mundo (Dean et al., 2012).

La antracnosis es la enfermedad foliar mas limitante de los fiames alimenticios,
afectando a la mayoria de las especies cultivadas de fiame en los trépicos humedos y
subhumedos, siendo las especies criollas (Dioscorea alata) las mas susceptibles a la
enfermedad (Winch et al., 1984; Mignucci et al., 1988; Onyeka et al., 2006). Esta
enfermedad ha sido considerada de importancia econdémica en diferentes paises
productores como Nigeria, Puerto Rico, Islas Salomoén, Islas Fiji, Costa de Marfil, India,
Estados Unidos y Colombia (Mignucci et al., 1988; Osorio, 1989; Abang et al., 2003). En
la Costa Atlantica Colombiana, ha afectado drasticamente la produccion llegando a
ocasionar pérdidas hasta en un 85% (Campo et. al., 2009), causando en la década de
los 90’s la reduccidn del area de siembra de 20.100 a 4.547 hectareas; ocasionando la
quiebra de mas de 5.000 familias productoras en los departamentos de Coérdoba, Sucre
y Bolivar (Negrete y Redondo, 1997).

La enfermedad se manifiesta con diferentes sintomas en campo, lo que ha provocado
confusiones en el diagndstico, tanto en los agricultores como en los profesionales
(Abang et al., 2003; Frézal et al., 2012), los cuales asocian cualquier tipo de mancha en
el follaje con Colletotrichum gloeosporioides, cuando en realidad pueden haber otras
especies u otro género fungoso causando la sintomatologia; esto puede ser una de las
causas del fracaso del manejo de la enfermedad, siendo importante clarificar su
etiologia. El género Colletotrichum se caracteriza por presentar alta diversidad dentro de
las especies (Weir et al., 2012; Marroquin et al., 2016; Suwannarat et al., 2017).
Trabajos realizados en la Universidad de Cordoba han mostrado la diversidad de este
género en su morfologia y patogenicidad sobre hospederos susceptibles y resistentes
(Jiménez et al., 2009), sin embargo, en estos estudios la identificacion y diferenciaciéon
de especies estuvo basada en caracteristicas morfolégicas, lo cual a menudo conlleva a
diagnésticos inadecuados (Brown et al., 1996; Abang et al., 2001).
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El manejo de la enfermedad se basa en la aplicacion de fungicidas de sintesis quimica,
no obstante, en Colombia los ultimos estudios de evaluacion de moléculas para el
manejo de antracnosis en fiame fueron realizados a finales de la década de los 80
(Osorio, 1989), por lo que no se cuenta con informacién actualizada sobre los productos
quimicos utilizados para el manejo del patégeno.

Investigaciones han reportado que los aislados de Colletotrichum en fiame presentan
sensibilidad reducida a diferentes fungicidas, en Costa Rica, se evidencié que los
fungicidas quimicos no inhibieron el 100% del crecimiento micelial de los aislamientos
fungicos asociados a la antracnosis del hame (Arce et al., 2019). En China se ha
reportado la resistencia de Carbendazim en el manejo de la antracnosis causada por el
complejo C. gloeosporioides en cultivos de fiame y fresa (Han et al., 2018). En Puerto
Rico, se encontrd que las poblaciones de C. gloeosporioides y C. alatae causantes de
antracnosis en flame, son resistentes Azoxystrobin (Rosado, 2016).

Los estudios de sensibilidad diferencial de fungicidas de sintesis quimica, sobre los
aislamientos de Colletotrichum spp, en el cultivo de fiame, son una sefial de que la
efectividad de algunos de estos productos quimicos, se ha venido reduciendo
gradualmente como resultado de la aparicién de resistencia en las poblaciones del
patdgeno, debido a la alta presion de seleccion ejercida por el uso continuo de dichas
moléculas, la alta variabilidad genética del hongo, los diferentes mecanismos de
resistencia del genero Colletotrichum y el desconocimiento en los niveles de sensibilidad
a las diferentes fungicidas quimicos usados para el manejo de la enfermedad. Esta
problematica da como resultado el surgimiento de rasas del patdgeno resistentes a los
fungicidas, bajo rendimiento y productividad del cultivo, problemas medioambientales, el
aumento de los costos de produccion y el abandono del cultivo. No obstante, en
Colombia no esta claro si las poblaciones de Colletotrichum spp. asociadas a la
antracnosis del iame presentan sensibilidad reducida a los fungicidas, debido a que no
existen reportes de la exploracion de la resistencia en aislamientos del patégeno a los
diferentes grupos quimicos de los fungicidas mas usados para el manejo de las
enfermedades de las plantas, siendo la resistencia quimica en hongos un problema serio
a resolver en la produccion agricola.

Teniendo en cuenta que la resistencia a los fungicidas es un problema que pone en
riesgo la produccion de los cultivos y la seguridad alimentaria, se plantea la siguiente
pregunta de investigacion ¢Cuales son los niveles de sensibilidad de aislados de
Colletotrichum de fiame a los fungicidas comunmente empleados en Colombia para el
manejo de la antracnosis del iame?
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3.1.

3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Contribuir en el manejo integrado de la antracnosis del fiame Colletotrichum spp.,
mediante la caracterizacion de los sintomas de la enfermedad, de su agente causal y la
sensibilidad a fungicidas cominmente empleados en su manejo

3.2.

>

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Relacionar los diferentes sintomas de la antracnosis del fiame, con la morfologia
de los diferentes aislados de Colletotrichum spp., asociados con la enfermedad

Determinar la variabilidad genética de aislados de Colletotrichum spp. asociados
con la antracnosis del fiame, mediante la secuenciacion parcial de los
Espaciadores Internos Transcritos (ITS)

Determinar la sensibilidad in vitro de aislamientos de Colletotrichum spp. en fiame
a fungicidas de sintesis quimica

16



4. MARCO TEORICO

4.1. IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE NAME

El Aame (Dioscorea spp.) es un tubérculo comestible de gran importancia econdémica en
regiones tropicales, siendo consumido por 155 millones de personas (Sangakkara y
Frossard, 2014; Andres et al., 2017). Anteriormente, se consideraba un cultivo de
subsistencia, sin embargo, desde los afios noventa ha adquirido un papel importante en
la economia global (Gonzalez, 2012; Sun et al., 2017), debido al aumento de su
consumo y a que se ha extendido su uso en la industria farmacéutica, ya que la
diosgenina que se extrae de sus tejidos, es un precursor en la sintesis de hormonas
(Siddiqui et al., 2018; Wumbei et al., 2019).

Tabla 1. Produccion, Area y rendimiento del cultivo de fiame a nivel mundial (FAO,
2020).

Pais Produccién (t) Area (ha) Rendimiento (t.hat)
Nigeria 50.052.977 6.307.232 79.358
Ghana 8.532.731 468.433 182.155
Costa de marfil 7.654.617 1.200.405 121.251
Benin 3.150.248 228.998 137.567
Togo 868.677 98.547 88.148
Camerun 707.576 62.008 114.110
Republica 491.960 58.533 84.048
Centroafricana
Chad 458.054 47.784 95.859
Colombia 423.827 34.508 122.820
Papua Nueva 364.387 21.185 172.002
Guinea
Guinea 268.875 21.284 126.327
Brasil 250.268 25.428 98.422
Gabon 217.549 35.485 61.307
Japon 174.012 7.452 233.510

Las especies de Dioscorea mas comercializadas en el mundo son D. rotundata y D.
alata, siendo esta ultima la mas cultivada (Abang et al., 2003; Frossard et al., 2017). El
area cosechada a nivel mundial indica que Nigeria es el pais como mayor area
sembrada, con 6.307.232 ha, seguidos por Costa de Marfil y Ghana, con 1.200.405 hay
468.433 ha, respectivamente, mientras que Colombia sembré aproximadamente 34.508
ha ubicandose en el escalaféon numero 11 a nivel mundial (Tabla 1).
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En cuanto a la produccion mundial, esta se referencia en 56 paises, con una produccion
de 74.321.794 t, donde el 90% es producida en los paises de Nigeria con 50.052.977 t,
Ghana con 8.532.731 t, Costa de Marfil con 7.65.4617 t y Benin con 3.150.248 t,
mientras que Colombia se encuentra en el puesto nimero nueve, con una produccion de
423.827 t (FAO, 2020). El promedio del rendimiento a nivel mundial se encuentra en 8,6
t.hal, siendo la Guyana y Japoén los que presentaron mejores rendimientos con 68,2 y
23,3 t.hal, respectivamente. Colombia se encuentra por encima de la media, con un
rendimiento promedio de 12,2 t.ha! y ocupa el puesto 15 del ranking mundial (FAO,
2020).

En Colombia, el iame se usa para alimentacion de la poblacién de la Costa Caribe; es
cultivado por pequefios y medianos agricultores y constituye la principal fuente de
ingresos y de empleo rural. Es un cultivo de bajo nivel tecnolégico, sembrado
generalmente en asocio con otras especies de pan coger (CORPORACION PBA, 2009).
Los excedentes de la produccién son exportados, en el primer semestre de 2019 generé
US $6,02 millones con una participacion del 42,54% sobre el valor total de las
exportaciones de hortalizas, plantas, raices y tubérculos alimenticios (ANALDEX, 2019).
En la tabla 2, se evidencia que el departamento de Cordoba participé con 11.080 ha
sembradas, lo cual representa el 40,89% del area nacional, seguida por Bolivar con
10.110 ha (37,73%) y Sucre con 2.211 ha (8,16%). En cuanto a produccion, Cérdoba fue
el departamento de mayor produccién con 132.677 t, en segundo lugar Bolivar con
125.330 ty Sucre con 18.571 t. Con respecto al rendimiento, Bolivar produjo 12,40 t.ha
1, Cérdoba 11,97 t.haly Sucre 8,40 t.ha! (Agronet, 2018).

En el Caribe Colombiano, el cultivo de hiame presenta rendimientos aproximados de 11,6
t.hal, sin embargo, en lugares con niveles de lluvia y suelos adecuados, un cultivo
bien manejado debe ser capaz de lograr un rendimiento promedio de 25 t.ha! (Luna et
al., 2018). Por tanto, la brecha de productividad promedio de las plantaciones en
Colombia es de 13,4 t.ha, con un valor aproximado de $14.150.400 COP, conforme al
precio promedio nacional del fiame que se registr6 en $1.056 COP por kilo en el afio
2021 (MADR, 2021). Ademas de esto, existen brechas en el rendimiento del cultivo entre
los diferentes departamentos de Colombia. Por ejemplo, el departamento del Atlantico
presenta el mejor rendimiento (16,36 t.ha') y presenta brechas de 15,36 t.ha' con
Narifio, 12,67 t.ha' con Casanare, 11,37 t.ha'l con Caquetd y presenta brechas mas
reducidas con los departamentos de Bolivar, Cérdoba y Sucre. La baja competitividad de
este sistema productivo, se puede deber a que el cultivo de fiame, es producido en
forma tradicional con escasa adopcion de tecnologia y practicas de manejo, ademas los
productores no cuentan con semilla de buena calidad para la siembra (Pérez et al.,
2019), emplean bajas densidades de poblacién, no usan tutores adecuados durante el
ciclo fenoldgico del cultivo (Luna et al., 2018; Tamara et al., 2021) y hay presencia de
enfermedades devastadoras como la antracnosis (Colletotrichum spp.) (Campo y Royet,
2020).
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Tabla 2.

Area, produccion y rendimiento
departamento (Agronet, 2018).

del cultivo de fiame en Colombia por

Departamento Area (hal) | Produccion (t7) Rer(ltd;]rglle)nto
CORDOBA 11.080 132.677 11,97
BOLIVAR 10.110 125.330 12,40
SUCRE 2.211 18.572 8,40
ANTIOQUIA 1.085 14.451 13,32
CHOCO 1.021 7.812 7,65
LA GUAJIRA 493 5.980 12,13
CESAR 465 4.604 9,90
MAGDALENA 400 3.074 7,68
ATLANTICO 167 2.733 16,37
NARINO 19 19 1,00
CAQUETA 15 75 5,00
CASANARE 10 37 3,70
CUNDINAMARCA 10 50 5,00
VAUPES 7 18 2,50
SAN ANDRES Y 1 2 3,53
PROVIDENCIA

4.2. LIMITANTES DEL CULTIVO

El cultivo de flame presenta diferentes problemas que pueden causar pérdidas en su
produccién, por ejemplo, se conoce que el desarrollo extensivo de este sistema
productivo se ha visto limitado por la poca disponibilidad de material vegetal de
plantacién con adecuada calidad fisiolégica y sanitaria, es frecuente que los productores
escojan el material para semilla a partir de la cosecha, el cual en ocasiones no reune las
condiciones o6ptimas de calidad para este fin (Pérez et al., 2019). Ademas, existen
problemas de baja tecnologia; a pesar de la importancia del cultivo, este se lleva a cabo
de manera tradicional, existe desconocimiento de las principales labores culturales y de
manejo del cultivo, en especial de la destinada a la exportacion (Pérez et al., 2015). Esto
ha ocasionado que se encuentran bajos rendimientos, la produccion de tubérculos
deformes y de gran tamafio que son rechazados por el mercado internacional,
ocasionando grandes pérdidas al pequeiio productor (Pérez y Campo, 2016). Sumado a
esto, el cultivo se ve afectado por diferentes enfermedades que disminuyen la
produccion, siendo frecuente la presencia de manchas en el follaje y la muerte de las
plantas ocasionada por los hongos Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia
pallescens, Curvularia eragrostides, Pestalotia sp., Fusarium spp., Rhizoctonia solani y
virus (mosaico del fiame — YMV) (Amusa et al., 2003; Egesi et al., 2007).
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Otro limitante de la produccion, es la pérdida en post-cosecha, durante el
almacenamiento, por causa de la pudricion seca (asociada a Lasiodiplodia theobromae,
Aspergillus tamari, Penicillium oxalicum, P. cyclopium, P. italicum, Fusarium oxysporium
y F. solani). La Pudricion blanda (asociada a Rhizopus nigricans, Sclerotium rolfsii,
Muccor circinelloides y Trichoderma viridae). Pudricion humeda (Erwinia carotovora)
(Amusa et al.,, 2003; Rosado, 2016). De los patégenos mencionados, el género
Colletotrichum, agente causal de la antracnosis, es el mas limitante en la produccion de
flame, el cual puede causar pérdidas superiores al 80% si no se establecen estrategias
de manejo adecuadas (Amusa et al., 2003; Abang, 2003; Campo, 2009).

4.3. LA ANTRACNOSIS

La antracnosis, que significan ennegrecimiento, afecta el follaje, tallos, flores o frutos;
generalmente aparecen como manchas de color oscuro o lesiones hundidas con un
borde ligeramente elevado; puede ser causada por especies de Colletotrichum o su
teleomorfo Glomerella, afectando numerosos cultivos y plantas ornamentales,
ocasionando pérdidas significativas en los tropicos y subtropicales, en cultivos de
importancia econdmica como el aguacate, el café, el platano, el mango, la papaya y el
flame entre otros (Agrios, 2005). En la Costa Atlantica colombiana, la antracnosis del
flame se presenta en forma endémica, afectando principalmente a las variedades criollas
de D. alata, reduciendo los rendimientos en méas del 50% si no se establecen medidas
eficaces de manejo (Campo y Luna, 1988). Esta es llamada por los agricultores como
mancha de hierro o quemazén, presentandose en 1989 en forma epidémica en el
genotipo criollo "concha de coco", arrasando mas del 80% de las areas sembradas
(Negrete y Redondo, 1997).

4.3.1. Etiologia de la antracnosis

La antracnosis del fiame es causada por un complejo de especies del genero
Colletotrichum, donde se han reportado una gran variedad de especies que interactian
en este patosistema, entre las cuales se han descrito C. gloeosporioides, C. dematium,
C. alatae, C. fructicola, C. theobromicola, C. truncatum (Abang, 2003; Castro et al., 2003,
Jiménez et al., 2009; Fuentes, 2015, Rosado, 2016; Han et al.,, 2018). Estas fueron
clasificadas taxondmicamente segun el Centro Nacional para la informacién
Biotecnoldgica (NCBI, 2013) dentro de: Dominio: Eukaryota, Reino: Fungi, Phylum:
Ascomycota, Clase: Sordariomycetes, Orden: Glomerellales, Familia: Glomerellaceae,
Geénero: Glomerella (anamorfo: Colletotrichum).

20



Trabajos realizados en Colombia se han basado en caracteristicas morfolégicas para
identificar la especies asociadas a la antracnosis del iame (Castro el at., 2003; Jiménez
et al., 2009), teniendo en cuenta que esto puede llevar a cometer errores durante el
diagnostico, este trabajo busca combinar técnicas clasicas de diagnostico, basadas en
los rasgos morfoldgicos y las técnicas moleculares que ayudan a tener una identificacion
correcta de la especies de Colletotrichum spp. Por otro lado, el gran nimero de especies
y razas fisiolégicas de Colletotrichum que se han reportado afectando el cultivo de hiame,
hace pensar que es una de las causas de las deficiencias en el manejo de la
enfermedad, debido a la escasez de investigaciones enfocadas en el manejo quimico y
gue algunos productos solo se han probado sobre un numero limitado de aislados.

4.3.2. Biologia de Colletotrichum spp.

El ciclo de vida de las especies de Colletotrichum incluye etapas reproductivas tanto
sexual (teleomorfo) como asexual (anamorfo) (Figura 1). Estas etapas pueden ocurrir en
la planta hospedero o en los restos de la planta (Damm et al., 2012; Barcelos et al.,
2014). La reproduccion sexual puede ocurrir al final de las epidemias, en hojas o tallos
muertos que, cuando se dejan en la superficie del suelo, pueden contribuir a la infeccion
primaria del iame (Ripoche et al., 2007). Las condiciones ambientales favorables para la
formacion de peritecios inducen la liberacion de ascosporas que infectan los tejidos
vegetales vecinos; luego el tejido vegetal infectado desarrolla acérvulos, que produce
masas de conidios en conidioforos, los cuales se diseminan por salpicaduras de lluvia o
viento a plantas sanas (Green y Simons, 1994; Penet et al., 2014).

Para invadir las células epidérmicas del hospedero, las esporas del hongo germinan,
forman un germen corto y un apresorio que a medida que madura, se incluye una capa
de melanina en la pared celular del apresorio (Deising et al., 2000; Miunch et al., 2007).
Luego de la penetracion en la célula hospedero, la mayoria de las especies de
Colletotrichum establecen una interaccion biotrofica temprana seguida de un cambio a
un estilo de vida necrotrofico (Mendgen y Hahn, 2002), y por tanto se les conoce como
hemibiotroficos. En esta etapa, las células hospedero permanecen vivas y las plantas no
muestran ningun sintoma. Entre 48 y 72 h después de la inoculacion, dependiendo de
las condiciones ambientales, las hifas de infeccién de las especies de Colletotrichum se
convierten en su fase necrotréfica y secretan enzimas degradantes de la pared celular
gue matan las células hospedero y aparecen los sintomas (Barimani et al., 2013). La
transicion del estilo de vida implica una reprogramacion dinamica de varias capas, que
incluye la expresion de una amplia gama de genes que codifican enzimas liticas, asi
como la biosintesis de toxinas que acompafia el crecimiento rapido, la colonizacién
sistémica y la descomposicion de las células hospedero (Tugizimana et al., 2019).
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Este patdgeno genera infecciones quiescentes en el tubérculo de fiame (Green y
Simons, 1994), facilitando la dispersion en la semilla de una temporada de cultivo a la
siguiente (Green y Simons, 1994; Neema y Frezal, 2018). Se ha demostrado que
muchas especies de Colletotrichum existen como enddfitos durante parte o la mayoria
de sus ciclos de vida en muchos grupos de plantas (Manamgoda et al., 2013; Mercado
et al., 2019). Los complejos ciclos de vida de muchas especies de Colletotrichum, su
potencial para infectar de manera cruzada una amplia gama de especies hospedadoras
y cambiar su estilo de vida crean grandes dificultades para controlar las enfermedades
gue causan (De Silva et al, 2017).

Ascospores

Germination

Appressorium

Penetration and 1
of host tissu

Conidiophores

Acervulus

Perithecium

N

iy —»-‘« ‘T’
Fungus overwinters as mycelium or sclerotia Anthracnose symptoms
in plant material and soil on various plants and organs

Figural. Ciclo de vida de especies de Colletotrichum (De Silva et al, 2017)
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4.3.3.

Sintomas de la antracnosis en fame

Las investigaciones realizadas en la antracnosis del fiame, han reportado diferentes
tipos de sintomas, entre los cuales se mencionan en el follaje, lesiones café oscuras
regulares, irregulares, circulares, coalescentes, no coalescentes, con halos cloroticos,
produciendo necrosis extensiva de las hojas y muerte regresiva del tallo (Abang et al.,
2003; Amusa et al., 2003; Abang et al., 2009).

Ademas, Ayodele et al (2006), reportaron que en campo se presentan siete tipos de
manchas y cuatro tipos de tizones, los cuales se describen como:

YV V. VYV VV VVVVVY

Mancha tipo 1: punto regular con halo amarillo

Mancha tipo 2: punto marron largo irregular con halo amarillo

Mancha tipo 3: punto marrén largo con anillos concéntricos y centro gris

Mancha tipo 4: punto marron claro rodeado por un anillo marrén oscuro

Mancha tipo 5: puntos dispersos en la lamina foliar rodeados de halos amarillos.
Mancha tipo 6: puntos grises con borde marrén oscuro que se fusionan para
formar lesiones y causar la deformacion del borde de la lamina foliar.

Mancha tipo 7: puntos marrén con centro marrén oscuro

Tizon tipo 1: lesion marrdén larga en el nervio central, rodeada por una mancha
larga amarilla

Tizon tipo 2: lesion larga marron en el margen de la lamina rodeada por una
mancha amarilla

Tizon tipo 3: lesion larga gris rodeada por una mancha verde oliva en el apice de
la hoja que se extiende hacia adentro.

Tizon tipo 4: lesion larga gris rodeada por una mancha verde oliva que inicia del
borde de la lamina y se extiende hacia adentro.
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Figura2.  Sintomas de la antracnosis en el cultivo de fiame (Ayodele et al., 2006)

Evaluaciones realizada a nivel de laboratorio y bajo condiciones controladas han
mostrado dos sintomas diferentes al inocular hojas de fiame con diferentes aislados de
Colletotrichum spp., i) la lesién tipica que es una necrosis grande, marrén oscuro,
coalescente, alta tasa de expansion y ii) la lesion puntual, que consta de pequefios
puntos de menos de 2 mm de diametro, negros, no coalescente (Winch et al., 1984;
Castro et al., 2003; Frézal et al., 2012). Debido a las condiciones agroclimaticas
variables, los sintomas de la enfermedad también pueden variar entre la region, el
hospedero y ambiente (Kumar, 2014). Por tanto, los diferentes tipos de sintomas deben
medirse por separado para estimar con precision la agresividad del patégeno, ademas
necesitan ser aclarados y definidos para poblaciones particulares, con el fin de evitar
confusiones y aportar a la unificacion de nombres empleados para describirlos (Abang et
al., 2003; Frétzal et al., 2012; Pinzén, 2014).
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4.3.4. Caracterizacion e identificacion del genero Colletotrichum

Los estudios taxondmicos Yy filogenéticos sobre el género Colletotrichum, causante de la
antracnosis del hame, lo identifican como C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.; sin
embargo, la taxonomia e identificacion de muchos fitopatdgenos se viene realizando
mediante técnicas moleculares (Weir et al., 2012); ya que muchas de estas se realizaron
mediante caracteristicas morfolégicas (Beltran, 2000; Santacruz, 2013).

Trabajos realizados en la Universidad de Cordoba mostraron la diversidad de
Colletotrichum gloeosporioides y la presencia de C. dematium presentes en el cultivo de
flame con diversos grados de virulencia (Jiménez et al., 2009); siendo esta una
caracteristica de la presencia de diferentes razas de Colletotrichum gloeosporioides
(Abang et al., 2002; Castro el at., 2003; Abang et al., 2003).

Las técnicas moleculares han ayudado en la identificacion correcta de las especies de
Colletotrichum spp. que afectan el cultivo de fiame (Beltran, 2000); estas implican el uso
de marcadores basados en hibridacién del ADN, tales como polimorfismo de longitud de
los fragmentos de restriccion (RFLPs) (Abang et al., 2002), métodos basados en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), como Polimorfismos en la longitud de
fragmentos amplificados (AFLPs) (Aduramigba et al., 2012), Amplificacion aleatoria de
ADN polimorfico (RAPDs) (Mignouna et al., 2002) y la secuenciacion del ADN ribosomal
(rADN) que comprende tres genes conservados, el gen de la subunidad grande, el gen
de la subunidad pequefia y el gen 5.8S, intercalados con una region espaciadora
variable llamada Espaciador Interno Transcrito (ITS), la cual se repite muchas veces en
el genoma nuclear (Fox y Naraa, 2006). Otros genes utilizados para la caracterizacion
de especies de Colletotrichum, han sido los genes que codifican para las proteinas Beta-
tubulina y Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Liu et al., 2016; Han et al.,
2018; dos Santos et al., 2020).

En Colombia se realiz6 diagndstico molecular diferencial de Colletotrichum
gloeosporioides y Fusarium oxysporum en fiame por secuenciacion de los ITS del ADNr,
esto permitié seleccionar la amplificacion del factor de elongacion alpha (EF-a) como la
mejor prueba de diagnosis (Pinzén et al, 2013). Otros autores como Marroquin et al.
(2016) caracterizaron molecularmente 42 aislamientos de Colletotrichum procedentes de
plantas de fame, utilizando la técnica molecular “DNA Amplification Fingerprinting
(DAF)”. Para la determinacién de polimorfismos, se amplificaron 16 marcadores DAF
implementando iniciadores tipo decamero, la amplificacibn arroj6 391 bandas
inequivocamente polimorficas en todas las muestras, el coeficiente de Dice, identifico
cinco grupos con 0.30% de similaridad y el indice de diversidad genética fue de 0.28;
datos que reflejan un alto grado de variabilidad en la coleccion estudiada de C.
gloeosporioides. Por dltimo, se encontr6 que DAF es una técnica reproducible,
confirmando que es una metodologia fiable para la caracterizacion molecular de hongos.
Para la identificacion del genero Colletotrichum en guanabana (Alvarez et al., 2005)
amplifico DNAr con el cebador ITS4 y el cebador Cgint (especifico para la especie C.
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gloeosporioides), lo cual produjo un fragmento de 450 pb en el 89,3% de los
aislamientos evaluados correspondiendo con la especie C. gloeosporioides y el 8.9% a
la especie C. acutatum, utilizando los cebadores ITS 4 y Calnt2, los cuales generaron un
fragmento de 490 pb, de un total de 56 aislamientos evaluados. De igual manera, estos
mismos cebadores han sido empleados para la diferenciacion entre C. acutatum y C.
gloeosporioides en cultivos de Tamarindo, Aji y Mango en Colombia (Afanador et al.,
2003; Santacruz, 2013; Mercado et al., 2019).

La identificacion correcta de los patdgenos asociados a la antracnosis del fiame y el
conocimiento de la variabilidad de rasgos morfologicos, moleculares y de patogenicidad,
resulta de gran importancia para el establecimiento de medidas preventivas y curativas;
como la aplicaciéon de fungicidas.

4.3.5. Manejo de la antracnosis

El manejo de la enfermedad, depende del uso de semilla libre del patégeno, la rotacion
de cultivos, el uso de cultivares resistentes, extraccion y quema material infectado y, por
altimo, la utilizacion de fungicidas apropiados (Agrios, 2005; Islam et al., 2020). Se han
realizado trabajos encaminados al manejo de la enfermedad a través de métodos
quimicos y de resistencia genética; sin embargo, los agricultores prefieren usar
genotipos con resistencia a la enfermedad. En Coérdoba se realizaron siembras
intercaladas con dos genotipos de D. alata variedad Concha de coco, susceptible a la
antracnosis con la variedad Diamantes 22, resistente a la antracnosis consiguiendo
reducir la severidad en el genotipo susceptible en 29% e incrementando los rendimientos
en 554 kg en relacion a la siembra en monocultivo (Campo y Luna, 1998).

En Nigeria se ha evaluado la resistencia del banco de germoplasma de fiame a la
antracnosis, bajo condiciones de campo en lotes en donde la enfermedad se manifiesta
en forma endémica, teniendo como resultado varios genotipos con resistencia a la
enfermedad (Nwadili et al., 2017). Trabajos similares se adelantan en Colombia por parte
de AGROSAVIA y la Universidad de Cdrdoba, quienes vienen evaluando anualmente la
resistencia del banco de germoplasma a la antracnosis (Campo, 2011). Otras
alternativas de manejo, como el uso de microorganismos antagonistas, se han evaluado
como métodos de control in vitro y bajo condiciones de campo, donde los géneros
Trichoderma y Streptomyces presentaron un alto potencial para el control de la
antracnosis del fame (Soares et al., 2006; Palaniyandi et al., 2011; Gwa y Ekefa, 2017).
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3.5.1. Sensibilidad de Colletotrichum spp. a fungicidas

En la region caribe colombiana existen pocos estudios sobre el uso de fungicidas para el
control de la antracnosis en fiame y se ha reportado que los bencimidazoles son los més
eficaces en el manejo (Osorio, 1989). No obstante, estas investigaciones son demasiado
antiguas, requiriendo evaluarse la sensibilidad con las nuevas poblaciones de
Colletotrichum.

Investigaciones realizadas por Arce et al. (2019) en Costa Rica indicaron que las
concentraciones de fungicidas quimicos utilizadas sobre los aislamientos fungicos de
Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum truncatum y Mycoleptodiscus sp.
asociados a la antracnosis del iame, no alcanzaron a el 100 % de inhibicion micelial; y
productos como el Carbendazin, Propiconazol y Propineb fueron los de mayor
efectividad; mientras que, la Azoxistrobina no fue eficaz a ninguna concentracién sobre
ningun aislamiento. Rosado (2016), mediante ensayos colorimétricos in vitro, mostraron
que los fungicidas Fludioxonil, Ciprodinil, Penthiopyrad, Clorotalonil inhibieron el
crecimiento micelial de aislados de C. gloesporioides y C. alatae causantes de
antracnosis en flame, ademas se evidencioé resistencia a Azoxystrobin. En China se ha
reportado la resistencia de Carbendazim en el manejo de la antracnosis causada por el
complejo C. gloeosporioides en cultivos de iame y fresa (Han et al., 2018).

Estos trabajos indican que el género Colletotrichum ha mostrado la tendencia a
presentar resistencia a los fungicidas usados para el manejo de la antracnosis en fiame,
debido a que posee una extraordinaria capacidad de adaptacion y variabilidad genética
elevada (Weir et al.,, 2012; Suwannarat et al., 2017). Esto no ha sido reportado en
Colombia, por lo que buscamos determinar si existe resistencia a los fungicidas en las
poblaciones de Colletotrichum y hacer recomendaciones de las moléculas mas eficaces.
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5. METODOLOGIA
5.1. LOCALIZACION

La investigacion se realizo en dos fases, una parte de campo y otra en laboratorio. En la
fase de campo se tomaron muestras con sintomas de la enfermedad en plantas del
banco de germoplasma de fiame (Dioscorea spp.) de la Universidad de Cérdoba. Luego,
las muestras fueron analizadas en el laboratorio de fitopatologia de la Universidad de
Cérdoba. Localizado en el municipio de Monteria, Departamento de Coérdoba a 14
msnm, con temperatura promedio de 28°C, humedad relativa de 80% Yy precipitacion de
1200 mm afo (IDEAM, 2020).

5.2. PROCEDIMIENTO

Objetivo 1. Relacionar los diferentes sintomas de la antracnosis del fiame, con la
morfologia de los diferentes aislados de Colletotrichum spp., asociados con la
enfermedad

a) Descripcidn de sintomas de antracnosis en fiame

Mediante observaciones en el follaje, se identificaron y describieron los diferentes
sintomas asociados a la antracnosis del fiame en las variedades criollos (D. alata) y
espino (D. rotundata) cultivadas en el banco de germoplasma de la universidad de
Cérdoba. Teniendo en cuenta la forma, el tamafio, color, presencia de halo y ubicacion
de la lesion en la hoja; igualmente se describieron los diferentes tipos de necrosamiento
(Ayodele et. al., 2006).

b) Obtencion de aislamientos monospdricos de Colletotrichum spp

Se realizo el aislado de cada tipo de lesion descrita, con cada muestra se hicieron
camaras humedas que se incubaron a 28°C durante 24 horas, tiempo después se
observaron a través del estereoscopio y con la ayuda de una aza de aguja se tomo la
masa de conidias de los acérvulos esporulados, estas fueron desprendidas sobre el
medio de cultivo Papa- Dextrosa- Agar (PDA) con la ayuda de una pipeta que contenia
agua destilada estéril, de la cual se vertieron de 4 a 6 gotas en el aza suspendido sobre
el medio. Las conidias se esparcieron con la ayuda de una aza de drigalsky sobre las
cajas con el medio de cultivo, las cuales se incubaron a 28°C durante 24 horas.
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Posteriormente, se hicieron observaciones en el microscopio y las conidias germinadas
fueron transferidas individualmente a cajas de Petri con medio Papa-Dextrosa-agar
(PDA), luego se incubaron durante 8 dias a 28°C (Castellanos et al.,, 2011). La
identificacion del género Colletotrichum spp. se realiz6 mediante observaciones
microscopicas de las estructuras reproductivas del hongo y fueron comparadas con las
claves taxonémicas de Barnett y Hunter (1998). Los aislados fueron conservados por el
meétodo de crioconservacion y cultivo periodico en aceite mineral (Pinzon et al. 2009).

c) Caracteristicas macroscopicas de la colonia

De cada uno de los aislados purificados, se describieron las caracteristicas
macroscopicas de la colonia: color (superior y reverso), textura (aterciopeladas,
pulverulentas, granular, algodonosas), tipo crecimiento (plano, elevado, dobles),
esporulacién (escasa, abundante), produccién de fase ascogena (presente o ausente),
diametro de la colonia en cm a las 24, 48, 72, 96,120 horas y tasa de crecimiento de la
colonia (Jiménez et. al., 2009).

d) Caracteristicas microscopicas de la colonia

Para la evaluacion de los rasgos microscopicos se tomaron 50 conidias elegidas al azar
y se describié su forma, teniendo en cuenta tres categorias: 1) cilindrica, con ambos
extremos redondeados. 2) cilindrica intermedia, con un extremo en angulo agudo vy el
otro redondo. 3) fusiforme, ambos extremos con angulo agudo (Smith y Black, 1990). El
tamafio de las conidias de cada aislado se determiné utilizando microscopia de luz; para
las mediciones se utiliz6 un micrémetro adaptado al ocular y calibrado para el objetivo
40X. De los acérvulos se determiné el tamafio, color y setas (largas, cortas,
inconspicuas). Con los datos obtenidos de las variables morfolégicas se realiz6 una
matriz de similaridad y distancia con el coeficiente de Gower en el programa estadistico
R-Studio v.4.1.2. Los resultados fueron presentados con un dendrograma para observar
los grupos formados mediante el método de Ward (Jiménez et. al., 2009; Pinzén, 2014).

e) Patogenicidad de los aislados

La habilidad de las cepas para reproducir los sintomas en fAame, fue evaluada
inoculando siete accesiones promisorios que se vienen evaluando en la Universidad de
Cordoba, Monteria, Colombia, desde hace mas de 15 afos, las cuales fueron
seleccionadas por agricultores, por las caracteristicas morfolégicas del tubérculo para su
comercializacién (Campo et al., 2009). Los materiales probados estuvieron distribuidos
de la siguiente forma: cuatro materiales de fiame criollo (Dioscorea alata): 020; 063, las
cuales son consideradas como resistentes a la antracnosis, las accesiones 045; 047

29



consideradas de alta susceptibilidad a la enfermedad y tres materiales de fiame espino
(Dioscorea rotundata): 088; 157 y 167 resistentes a la enfermedad. Se cosecharon
hojas jovenes completamente expandidas en plantas de tres meses de edad, las cuales
no debian presentar sintomas de antracnosis, luego se lavaron y se desinfestaron
superficialmente con hipoclorito de sodio al 1% durante un minuto. Las hojas fueron
inoculadas depositando dos discos de agar de 0,5 cm de cada uno de los aislamientos
fungicos crecidos durante 8 dias en PDA. Luego se colocaron en camara humeda, las
cuales constaron de una bolsa plastica, hermética y transparente, de 20 x 25 cm, que
contenia un papel filtro estéril y humedecido con agua destilada estéril, las hojas
inoculadas se incubaron a 28°C con 24 horas de luz durante ocho dias (Jiménez et. al.,
2009). El ensayo se establecié bajo un disefio completamente al azar con un arreglo
factorial AxB: 11 aislados (A) y 7 accesiones (B), con tres repeticiones, considerandose
una hoja como unidad experimental, como testigo se tomaron tres hojas de cada
accesion sin inoculacion. En el ensayo se evaluaron tres condiciones: 1) la habilidad de
las cepas para reproducir los sintomas descritos, 2) la virulencia de los aislados,
teniendo el rango de hospederos, es decir, el nUmero de accesiones que pueden afectar
y 3) la resistencia de cada accesion; esta se midio siguiendo la metodologia propuesta
por Nwadili et al (2017), donde se determiné la severidad de la antracnosis a los 8 dias
después de la inoculacion, segun la proporcion del area foliar afectada en el punto de
inoculacion, utilizando una escala de clasificacion (tabla 3). Los datos de severidad
fueron analizados con estadistica no paramétrica utilizando el paquete ARTool (Kay et
al., 2021) en el programa R-Studio v. 4.1.2 y se estimaron las diferencias entre los
tratamientos mediante una prueba de comparacion multiple de Duncan al 5%.

Tabla 3. Escala de severidad para evaluar el porcentaje de severidad y determinar
el grado de resistencia del genotipo (Nwadili et al., 2017).

GRADO AREA AFECTADA (%) GRADO RESISTENCIA
1 0-5 Altamente resistente (AR)
2 5-10 Resistente (R)
3 10 - 25 Moderadamente resistente (MR)
4 25 —-50 Susceptible (S)
5 >50 Altamente susceptible (AS)
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Objetivo 2. Determinar la variabilidad genética de aislados de Colletotrichum spp.
asociados con la antracnosis del fiame, mediante la secuenciacion parcial de los
Espaciadores Internos Transcritos (ITS).

a) Extraccion de ADN

Partiendo de los diferentes aislados de Colletotrichum spp. provenientes de cultivos
monosporicos crecidos en PDA durante 8 dias a 28 °C. Se tomo el micelio de cada
muestra y se maceraron en un mortero estéril con nitrégeno liquido, esto con el fin de
romper la pared y membrana celular del hongo, luego se agregaron 540 uL de Buffer
bromuro de hexadeciltrimetilamonio 2X (CTAB) y se deposité la soluciéon en un tubo de
1,5 mL, enseguida se le agregaron 60 uL de Polyvinylpyrrolidone (PVP) al 10%. Luego
se calent6 la mezcla en bafio de Maria durante 60 minutos a 65°C y se agité en vortex
cada 15 minutos. Posteriormente fueron retirados del bafio de Maria y se dejaron
reposar por 5 minutos. Luego se agregaron 900 pL de solucién de cloroformo-alcohol
isoamilico 24:1 y se agito por inversion durante 5 minutos. Las muestras fueron llevadas
a la centrifuga a 7500 gravedades durante 5 minutos, el sobrenadante fue traspasado a
un nuevo tubo de reaccion de 1,5 yL que contenia 600 uL de isopropanol y se mezcld
por inversion, la anterior mezcla fue incubada a -20°C durante 10 minutos y centrifugé
por 3 minutos a 13000 r.p.m.. El sobrenadante fue descartado y se agregaron 600 pL de
etanol al 70%, después se centrifugé a 13000 r.p.m. durante 3 minutos, se descarto el
sobrenadante y los tubos se dejaron secar a temperatura ambiente durante 15 minutos,
invirtiéndolos abiertos sobre papel filtro. Finalmente, el ADN fue suspendido en 100 uL
de solucién de rehidratacion y se calenté a 65°C por 60 minutos en bafio de Maria. Para
confirmar la integridad del ADN se realizaron electroforesis en gel de agarosa al 1%
(Pinzo6n et al 2013; Pinzén, 2014; Marroquin et al, 2016).

b) Amplificacion y secuenciacion de Espaciadores Internos Transcriptos (ITS)

Para la amplificacion de los ITS se usaron los cebadores universales ITS3 e ITS4, los
cuales flanquean la regién que comprende los espaciadores 1, 2 y el gen ribosomal 5.8S
(Tabla 4). Las reacciones de PCR se realizaron para un volumen final de 50 pL, los
cuales contenian 25 yL del kit DreamTaq Hot Start PCR Master Mix 2X (Promega), 1 pL
del primer forward (ITS3), 1 yL del primer reverse (ITS4), 5 uL de AND y 18 uL de agua
Milli-Q. El programa de termociclaje (C100™ de BIO-RAD) correspondié con un ciclo
inicial de 5 minutos a 95°C, 34 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion por 20
segundos a 95°C, anillamiento por 10 segundos a 51,7°C y extension por 1 minuto a
72°C) y un ciclo de extension por 5 minutos a 72°C. Los productos amplificados fueron
visualizados por electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TBE 1X, tefiidos con
EZ - Vision, durante 60 minutos a 85 voltios y fueron enviados para su secuenciacion.
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c) Andlisis filogenético

Las secuencias obtenidas fueron comparadas para identificacion por similaridad contra
bases de datos internacionales con la herramienta BLAST del Centro Nacional de
Informacién Biotecnologica (NCBI). Las secuencias fueron editadas con el programa
Jalview version 2.11.1.0 y se realizé un alineamiento mdltiple de secuencias con la
aplicacion ClustalWs, el cual se usé para construir arboles filogenéticos, se construyé un
filograma con el criterio de méxima parsimonia (MP). La estabilidad del clado se evalu6
mediante analisis de arranque (BT) con 1000 repeticiones. Posteriormente, se realizé un
arbol de distancia con el algoritmo de Union de Vecinos (NJ) utilizando secuencias de
referencia del GenBank (Liu et al., 2016).

Tabla 4. Cebadores utilizados para la ampliacion y secuenciacion de la region ITS
CEBADORES SECUENCIA 5- 3 FUENTE
. ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC :
ITS Universales I~ rc4 | TCCTCCGCTTATTGATATGC White, 1990

Objetivo 3. Determinar la sensibilidad in vitro de aislamientos de Colletotrichum
spp. en iame a fungicidas de sintesis quimica

a) Inhibicion del crecimiento micelial

Para la determinacién del porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial (PICM) de
cada aislamiento, se utilizé la técnica de difusién en agar, la cual consisti6 en mezclar
cada concentracion del fungicida con el medio de cultivo de papa-dextrosa-agar (PDA).
Se evaluaron seis fungicidas y cuatro dosis (tabla 5), cada suspension de fungicida (50
pl) se aplico en la superficie de placas Petri con PDA usando un asa de Drigalsky. Las
placas se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente para permitir que el
fungicida se difunda a través del agar. Las placas modificadas con fungicida se
sembraron con discos de micelio de 0,7 cm de 11 aislados crecidos durante ocho dias y
un testigo experimental que correspondia a la siembra de las cepas en medio de cultivo
sin fungicidas. Se establecieron dos discos por placa, para un total de cuatro
repeticiones y luego se incubaron a 28 °C y se midié el crecimiento de micelio después
de 72 horas (Forcelini et al.,, 2016). El ensayo se establecio bajo un disefio
completamente al azar con un arreglo factorial 11 (aislados) x 6 (fungicidas) x 4 (dosis).
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Los datos obtenidos fueron usados para calcular el porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial (PICM) del hongo, de la siguiente manera:

PICM = ((crecimiento testigo — crecimiento tratamiento) / crecimiento testigo)) * 100

El andlisis estadistico de los datos de PICM se realizé con el programa R-Studio v. 4.1.2.
y se estimaron las diferencias entre los tratamientos mediante una prueba de
comparacion multiple de Tukey al 5%.

Los datos de PICM se usaron para determinar la dosis letal al 50% (DLso), esta se
calculé mediante un analisis de regresion lineal a través de la porcion lineal de la curva
dosis-respuesta en el programa R-Studio v. 4.1.2 (R Core Team). Para los productos
sistémicos, las cepas inhibidas convalores de DLso <10 ppm se consideraron
susceptibles, las cepas inhibidas con valores de DLso de 10 a 100 ppm se agruparon
como resistentes intermedias y los aislados con DLso valores mayores de 100 ppm
fueron considerados altamente resistente (Torres et al.,, 2015). Mientras que los
fungicidas de contacto, se tom6 como referencia la dosis discriminatoria de 1000 ppm,
considerandose como susceptibles las cepas inhibidas a dosis menores a 1000 ppm y
cono resistentes las inhibidas a dosis mayores de 1000 ppm (Moreira et al., 2019).

Tabla 5. Fungicidas seleccionados para la evaluacion in vitro de su eficacia en el
control de aislamientos fungicos asociados a antracnosis en fiame (Dioscorea spp).
Dosis
INGREDIENTE GRUPO MODO DE | evaluadas (ug
ACTIVO QUIMICO | ACCION | iamit; ppm | COPIGO FRAC
o mg.LY)
Azoxystrobin Strobilurinas Sistémico 1,3,5,10, 11
Benomyl Benzimidazol | Sistémico 1,3,5,10 1
Difenoconazol Triazoles Sistémico 1, 3,5,10 3
" 500, 1000,
Mancozeb Ditiocarbamato | Contacto 1500, 2000 M 03
. 500, 1000,
Captan Ftalimida Contacto 1500, 2000 M 04
) _ 500, 1000,
Clorotalonil cloronitrilos Contacto 1500, 2000 M 05
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b) Inhibicion de la germinacién de conidias

En este ensayo se emplearon los mismos fungicidas y concentraciones del ensayo de
inhibiciébn micelial. El efecto antifingico fue evaluado con un ensayo colorimétrico
utilizado para determinar la absorbancia (450 nm) utilizando microplatos (Nunc-Immuno).
Las soluciones constaron de 100ul de solucion de conidios (10° conidio/ml), 400ul de
caldo de dextrosa de papa, luego se le afiadio la cantidad requerida para cada fungicida
(Tabla 5) més agua destilada estéril para un volumen final de 1000pul.

La mezcla fue llevada a vortex por 5-10 segundos, luego se colocaron 100ul de la
solucion por triplicado. El testigo consistio en soluciones de conidias con agua destilada
estéril. Para todos los tratamientos probados, se prepararon mezclas idénticas sin
conidios y se agregaron a la misma placa para servir como controles para probar los
cambios en la absorbancia debidos a transformaciones quimicas de los productos. La
placa de 96 pocillos se incubé durante 72 horas a 28°C y se medio la densidad fungica
(450nm) con un lector universal de microplacas. El ensayo se establecio bajo un disefio
completamente al azar con un arreglo factorial AxBxC: 11 aislados (A), 6 fungicidas (B) y
4 dosis(C). El analisis estadistico de los datos de la absorbancia se realiz6 con el
programa R-Studio v. 4.1.2 y se estimaron las diferencias entre los tratamientos
mediante la prueba de comparacion multiple de Tukey al 5%.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Objetivo 1. Relacionar los diferentes sintomas de la antracnosis del fiame, con la
morfologia de los diferentes aislados de Colletotrichum spp., asociados con la
enfermedad

a) Descripcion de sintomas de la antracnosis en iame

Mediante observaciones en el follaje, se logré identificar diferentes sintomas asociados a
la antracnosis en fiame. Teniendo en cuanta la forma, el tamafio y el color de las
lesiones, se clasificaron nueve tipos de sintomas en los cultivares de fiame, estos fueron
divididos en dos grupos como; siete tipos de lesiones y dos tipos de necrosis (Figura 3).
La sintomatologia encontrada se describe a continuacion.

Lesion tipo 1: redonda, regular de color café oscuro con halo amarillo; Lesion tipo 2:
alargada e irregular de color café oscuro, la cual crece a lo largo de la nervadura y esta
rodeada por un halo amarillo; Lesién tipo 3: irregular de color café oscuro con anillos
concéntricos y centro gris, presenta un halo amarillo; Lesion tipo 4: redondeada de color
café oscuro rodeada por un halo amarillo intenso; Lesion tipo 5: Pequefios puntos café
rojizo dispersos en la lamina foliar, rodeados por un halo amarillo; Lesion tipo 6: forma
irregular de color gris rodeadas con un borde café oscuro; Lesion tipo 7: redondeada con
centro café oscuro, rodeada por un anillo de color café claro y un halo amarillo. Necrosis
tipo 1: lesion larga de color café, rodeada por una mancha verde oliva que crece desde
el apice de la hoja y se extiende hacia adentro; Necrosis tipo 2: lesion grande, grisacea
rodeada por una mancha verde oliva que inicia del borde de la lamina foliar y se extiende
hacia adentro.

La sintomatologia observada en el cultivo de filame es especifica de cada especie. D.
alata se caracteriza por presentar una mayor numero de lesiones, destacandose las de
tipo 1, 2, 3, 5, y 6, mientras que en la especie D. rotundata predominan las lesiones tipo
4, 7 y las necrosis tipo 1 y 2. Cabe resaltar que una sola planta puede presentar
diferentes sintomas, incluso en la misma hoja.

Esta clasificacion y descripcidn de sintomas coincide con los resultados encontrados por
Ayodele et al (2006), donde se reporta que el género Colletotrichum produjo diferentes
sintomas en campos experimentales y de multiplicacion de fiame, evidenciandose siete
tipos de lesiones y cuatro necrosis. La variabilidad de los sintomas en la antracnosis del
flame ha sido ampliamente reportada y se han mencionado lesiones café oscuras
regulares, irregulares, circulares, coalescentes, no coalescentes, con halos cloroticos,
produciendo necrosis extensiva de las hojas y muerte regresiva del tallo (Abang et al.,
2003; Amusa et al., 2003; Ayadole et al., 2006; Abang et al., 2009).
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Figura3. Sintomas de antracnosis asociadas al cultivo de filame. A: Lesion tipo 1, B:
Lesion tipo 2, C: Lesion tipo 3, D: Lesion tipo 4, E: Lesion tipo 5, F: Lesion tipo 6, G:
Lesién tipo 7, H: Necrosis 1, |: Necrosis 2.
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La diferencia de los sintomas se puede atribuir a la presencia de diferentes especies del
genero Colletotrichum que afectan el cultivo de fiame (Abang et al., 2002; Frétzal et al.,
2012; Pinzon, 2014). Investigaciones han mostrado la interaccion de diferentes especies
del genero Colletotrichum con los sintomas de antracnosis en el mismo hospedero (Liu
et al., 2016; Tovar et al., 2020; Xavier et al., 2020; Chen et al., 2020).

b) Obtencidon de cultivos monosporicos de Colletotrichum spp.

Se obtuvo un total de 11 aislados monosporicos a partir de los sintomas descritos, los
cuales fueron identificados con las siglas “DA” para los aislados de Dioscorea alata y
“‘DR” para los aislados de Dioscorea rotundata, se le agregé la letra “L” si el sintoma
provenia de una lesién con forma definida o la letra “N” si era una necrosis; por ultimo se
le asigné el nimero que representa el sintoma descrito. De las lesiones tipo 2 y 5 se
obtuvieron dos aislados de la misma lesién, por lo que se le agreg6 la letra “B” al
segundo aislado (Tabla 6). Posteriormente, se seleccionaron los aislamientos para
determinar sus caracteristicas morfolégicas, patogénicas y moleculares.

Tabla 6. Aislamientos de Colletotrichum spp. colectados de plantas de fiame
AISLAMIENTO HOSPEDANTE
DAL1 D. alata
DAL2A D. alata
DAL2B D. alata
DAL3 D. alata

DRL4 D. rotundata

DAL5SA D. alata
DAL5B D. alata
DALG6 D. alata
DRL7 D. rotundata
DRN1 D. rotundata
DRNZ2 D. rotundata

DA = Dioscorea alata; DR = Dioscorea rotundata; L = lesidn; N= necrosis




c) Caracteristicas morfologicas de Colletotrichum spp.

Las caracteristicas morfologicas y culturales de 11 aislados seleccionados de especies
de Colletotrichum fueron evaluados con el coeficiente de similaridad y distancias de
Gower y se construyo un dendrograma con el método de Ward, el cual permitio clasificar
los once aislamientos en tres grupos segun caracteristicas morfoldgicas y culturales.

El dendrograma fue analizado a una distancia aproximada de 55 y muestra los tres
grupos con caracteristicas similares de los descriptores evaluados (Figura 4). El uso de
estos métodos se justificé porque los descriptores empleados para caracterizar los 11
aislados eran mixtos; siete cualitativos, cuatro cuantitativos y tres binarios (Dongo, 2017;
Espinel, 2019).
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Figura4. Dendrograma de las variables morfolégicas de aislados de Colletotrichum
spp. del cultivo de fiame.
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Los rasgos morfologicos de los aislados mostraron diferencias entre si. Los descriptores
empleados que presentaron las mayores frecuencias relativas fueron: la textura
algodonosa con 72,72%, crecimiento elevado 63,63%, abundante esporulacion 72,72%,
la cual se manifiesta con la produccion de un exudado de color anaranjado, amarillo o
salmon. El color de la superficie de la colonia fue variable predominando el color blanco
72,72%; mientras que, en el reverso predomind el color salmoén 63,63%.

Las conidias de los 11 aislados fueron hialinas y el largo oscilé entre 14,52 a 18, 24y, el
ancho en el punto central oscilé entre 4,63 y 7,85u. Los conidios fueron de dos tipos,
unos de forma cilindrica 63,63% Yy los otros tenian en un extremo una base cilindrica y
en el otro conico 36,36%. Los acérvulos son variables en color y tamafio de las setas,
agrupandose por color asi: el 27,27% de los aislados fueron amarillos, el 36,36%
anaranjados y el 36,36% salmén. El tamafio de los acérvulos estuvo entre 150,15 a
248,43, presentaron pocas setas, donde el 54,45% fueron largas con 136y y el 45,45%
fueron cortas. Los descriptores cuantitativos que mas participaron para identificar los
grupos fueron el largo de las conidias, y el tamafio del acérvulo, siendo estas
caracteristicas importantes en la formacion de los tres grupos (figura 4). Para tener una
descripcion mas detallada, los tres grupos de aislados de Colletotrichum se caracterizan
de manera general a continuacion:

El grupol, lo componen seis aislado DAL2B, DRL4, DAL5A, DAL6, DAL2A,DRN2, cuatro
de D. alata y dos de D.rotundata, lo que evidencia por su similitud que no hay diferencias
morfologicas entre aislados de Colletotrichum, causantes de la antracnosis en las dos
especies de fiame estudiadas. Los aislados DAL2B y DAL2A, obtenidos del mismo tipo
de lesién no se diferenciaron morfolégicamente; mientras que, los aislados DAL5SA y
DAL5B que se aislaron de la lesién tipo 5 de D. alata presentaron diferencias
morfolégicas por lo cual se agruparon en grupos diferentes. El largo de las conidias de
este grupo oscil6é entre 14,51-16,91p, siendo considerado como el grupo con las conidias
mas pequefas. Los acérvulos tuvieron un largo 172-195p.

El grupo 2, lo conforman tres aislamientos provenientes de D. alata, DAL3, DAL1,
DAL5B, los cuales fueron aislados de lesiones tipo 3, tipol, y tipo 5. El largo de las
conidias oscil6 entre 16,78-18,12u y los acérvulos midieron entre 150-156,
considerandose este grupo como el de los acérvulos mas pequefios.

El grupo 3, aglomer6 dos aislados de D. rotundada, el DRL7 que causa lesion tipo 7;
mientras que el DRN1 es causante de necrosis. Esto muestra que a pesar de haberse
encontrado en la misma especie, puede causar tanto lesiones tipicas puntuales como
necrosis (Figura 3). Las conidias tuvieron un largo de 18,24 u y el largo de los acérvulos
oscilé entre 233-248 u, siendo caracterizado este grupo por tener los aislados con las
conidias y los acérvulos mas grandes.
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Las caracteristicas morfolégicas de estos tres grupos de aislamientos coinciden con las
descripciones realizadas por otros autores que han trabajado en el mismo patosistema
(Green y Simons, 1994; Abang et al., 2002; Castro et al., 2003; Jiménez et al., 2009; Lin
et al., 2018). Estos grupos comparten caracteristicas con los aislados estudiados por
Abang et al (2002), donde clasificaron aislamientos de C. gloeosporioides en fiame
segun el color de la colonia y la tasa de crecimiento, y se categorizaron en cuatro
grupos: el gris de rapido crecimiento (FGG); oliva de crecimiento rapido (FGO); salmon
de crecimiento rapido (FGS); aislados grises de crecimiento lento (SGG).

Los rasgos morfolégicos se han usado para clasificar diferentes especies del género
Colletotrichum y aislamientos dentro de la misma especie, donde la forma de las
conidias es el criterio mas usado (Beltran, 2000); en fame se identific6 C.
gloeosporioides, basandose en la produccion de fructificaciones acervulares con
conidios ovales a oblongos o cilindricos (Green et al., 1998; Abang et al., 2001). Otras
investigaciones mostraron la diversidad morfoldgica de C. gloeosporioides y la presencia
de C. dematium y C. alatae en filame (Castro el at, 2003; Jiménez et. al., 2009; Lin et al.,
2018).

Al comparar nuestros resultados con estudios de caracterizacién de Colletotrichum de
otras plantas hospederas, los aislados mostraron similitud con los grupos 1, 2 y 6
identificados como C. gloeosporioides, C. fructicola y C. brevisporum por Liu et al.
(2016) en cultivos de Capsicum annuum en china. Del mismo modo se evidencia
similaridad con las caracteristicas morfolégicas de Colletotrichum descritas en cultivos
de Mango, Tomate de arbol, café y aguacate (Pardo et al., 2016; Cao et., 2020; Fuentes
et al., 2020).

A pesar que los caracteres morfolégicos han sido usados ampliamente para identificar
especies del genero Colletotrichum, éstos pueden verse afectados por factores
ambientales en la expresion genética y el fenotipo del hongo, haciendo dificil su
clasificacion (Beltran, 2000; Cao et., 2020). No obstante, estas inexactitudes se han
superado en gran medida mediante el uso de métodos moleculares para
diferenciar especies de Colletotrichum (Abang et al., 2002; Liu et al., 2016; Lin et al.,
2018).

d) Patogenicidad de los aislados

Los sintomas de la antracnosis en las hojas inoculadas y sometidas a camara humeda,
iniciaron a los cinco dias después de la inoculacion. La evaluacion de la severidad se
hizo a los ochos dias después de la inoculacion; los 11 aislados mostraron ser
patogénicos al menos en una de las siete accesiones de fiame. Las hojas no inoculadas,
tomadas como testigo no mostraron sintomas de la enfermedad. El sintoma observado
en las accesiones susceptibles, fue el desarrollo de una lesion café oscura, coalescente
gue produjo necrosis extensiva de la hoja y sobre la lesion la presencia de acérvulos con
masas de conidias de color salmén (Figura 5).

40



Este tipo de sintoma ha sido reportado al inocular hojas sueltas de fiame a nivel de
laboratorio con diferentes aislados de Colletotrichum spp., ademas se han descrito dos
sintomas caracteristicos i) la lesion tipica que es una necrosis grande, marrén oscuro,
coalescente, alta tasa de expansion y ii) la lesion puntual, que consta de pequefios
puntos de menos de 2 mm de diametro, negros, no coalescente (Winch et al., 1984;
Frézal et al., 2012; Frézal et al., 2018). Estudios de la etiologia de la antracnosis del
flame (D. rotundata y D. alata) en Nigeria, revelaron que los sintomas desarrollados
luego de la inoculacién con aislados de C. gloeosporioides en hojas y tallos, fueron la
formacion de regiones necroticas en ambas variedades (Gwa et al., 2015).

Figura5. Sintomas de antracnosis en hojas de fiame Dioscorea alata, en camara
himeda, ocho dias después de la inoculacién con aislados de Colletotrichum spp.

El rango de hospederos de los 11 aislados de Colletotrichum spp. fue variable en el
namero de accesiones afectadas, no hubo un aislado agresivo con capacidad de afectar
a las siete accesiones de fiame (Tabla 7). Los genotipos mas afectados fueron el DA-
045 el cual fue colonizado por todos los aislados, seguido por la accesion DA-047 quien
fue afectado por nueve aislados.
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El aislado que tuvo el mayor rango de hospederos fuel el DRL4, afectando a cinco
accesiones, seguido por DAL6 y DRL7 con cuatro hospederos. Este comportamiento
muestra la capacidad que tienen algunos aislados de afectar tanto a las accesiones de
D. alata como a las de D. rotundata. La habilidad que tienen algunas cepas de causar
lesiones patdgenas en diferentes especies del genero Dioscorea fue reportada por
Abang et al. (2002) cuando hizo inoculacién cruzada con aislamientos de Colletotrichum
spp. de tres especies de fiame (D. alata , D. rotundata y D. dumetorum ) y de tres
especies de malezas. Ademas, Appiah et al. (2016) estudiando la variabilidad de
Colletotrichum gloeosporioides agente causal de la antracnosis de yuca y fiame en
Ghana, evidenciaron que los aislamientos de fiame causaron lesiones en secciones de
plantas de yuca y iame y viceversa.

Tabla 7. Rango de hospederos de 11 aislados de Colletotrichum sobre accesiones
de name.
ACCESIONES DE
NAME DA- | DA- | DA- | DA- | DR- | DR- | DR- RANGO DE
AISLADOSDE | 047 | 045 | 063 | 020 | 088 | 157 | 167 HOSPEDEROS
Colletotrichum
TESTIGO -
DAL1 +
DAL2A -
DAL2B
DAL3
DRL4
DAL5A
DAL5B -
DAL6
DRL7
DRN1
DRN2
N° Aislados 9 11 4 2 1 0 8

*simbolo (+) = patogenicidad del aislado en la respectiva accesién; simbolo (-)= aislado no patogénico en
la accesién

+ |+ |+ |+

+|++|+ |+ |||+ T+

' '
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La virulencia de los aislados se determind con la escala de severidad propuesta por
(Nwadili et al., 2017) evaluandose el experimento a los 8 dias después de la inoculacion.
El analisis de varianza mostrd diferencias altamente significativas entre los aislados, las
accesiones de fiame y la interaccion entre los aislados y las accesiones P < 0,05 (Tabla
8). La virulencia de los aislados fue variable y depende de la resistencia de los
genotipos.
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Tabla 8. Andlisis de varianza para la variable severidad de la antracnosis: Los
valores de severidad se han reemplazado por rangos.

Fuentes de variacion GL P-Valor
TRATAMIENTOS 83 <.0001
AISLADOS (A) 11 <.0001
ACCESIONES (B) 6 <.0001
INTERACCION A*B 66 <.0001

*GL: Grados de libertad

Al realizar la comparacion de medias con la prueba del rango multiple de Duncan para la
variable severidad de los aislados de Colletotrichum spp (Figura 6). se evidencié que los
mas virulentos fueron los aislados DRL4, DAL5A, DRN1, DAL3, DRL7, DAL1, los cuales
afectan en promedio entre el 40,9% y 49,5%, del area foliar de las hojas de fiame, clase
5 en la escala empleada; estos fueron estadisticamente iguales entre si y superan la
media de los demas aislados evaluados. Luego le siguen los aislados DRN2, DALS,
DAL2B, DAL2A, DAL5B, que afectan en promedio entre 31% y 37% del &rea foliar la
accesion, correspondiendo a la clase 4, este grupo no presenta diferencia estadistica
entre si y superan al testigo. Trabajos realizados con aislados de Colletotrichum en
flame han mostrado diversos grados de virulencia sobre materiales susceptibles y
resistentes, lo anterior sugiriere la existencia de posibles razas fisiol6gicas dentro de los
aislamientos de Colletotrichum spp. (Mignouna et al., 2001; Castro et al., 2003; Jiménez
et. al., 2009; Frezal et al., 2012). Otras investigaciones reportan cuatro formas
de Colletotrichum que representan tres fenotipos de virulencia distintos asociados con la
antracnosis foliar del fame: el gris de crecimiento lento altamente virulento (SGG); el
salmén de crecimiento rapido moderadamente virulento (FGS); el gris débilmente
virulento de rapido crecimiento (FGG); y el morfotipo de color olivo de crecimiento rapido
moderadamente virulento (FGO) (Abang et al., 2001; Abang et al., 2002; Abang et al.,
2006).
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Figura6.  Virulencia de 11 aislados de Colletotrichum spp. sobre siete accesiones de
flame. Severidad medida con escala de porcentaje de area afectada de 1 a 5 (1= 0-5%,
2= 5-10%, 3=10-25%, 4 = 25-50%, 5= >50%). Medias con una letra comuin son
estadisticamente iguales (p<0,05) segun la prueba de comparacion multiple de Duncan.

La comparacion de medias con la prueba del rango multiple de Duncan para la
severidad de las accesiones de fiame, teniendo en cuenta el parametro de clasificacion
de severidad de la antracnosis; mostrd diferencias significativas entre las accesiones,
donde se evidencia que el material DA-045 mostr6 el mayor porcentaje de severidad
(25% - 50%), el cual es estadisticamente diferente a los demas materiales y es
clasificado como susceptible. Los genotipos DA-047 y DR-167 no presentaron
diferencias estadisticas entre si y se clasificaron como moderadamente resistentes a la
enfermedad, con porcentajes de severidad entre 10% y 25%. Se encontré que DA-020 y
DA-063 se comportaron estadisticamente igual, clasificandose asi como resistentes. Por
ultimo las accesiones DR-157 y DR-088 se clasificaron como altamente resistente y
resistentes, mostrando que la severidad oscilo entre 0% y 10% (Figura 6).
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Figura 7. Resistencia de siete genotipos de flame a 11 aislados de Colletotrichum
spp. D. alata estuvo representado por las accesiones DA-020, DA-045, DA-047y DA-
063. D. rotundata estuvo representado por las accesiones DR-068, DR-157 y DR-167.
Severidad medida con escala de porcentaje de area afectada de 1 a 5 (1= 0-5%, 2= 5-
10%, 3=10-25%, 4 = 25-50%, 5= >50%). Medias con una letra comun son
estadisticamente iguales (p<0,05) segun la prueba de comparacion multiple de Duncan.

La antracnosis afect6 a casi todas las especies cultivadas de filame, siendo las especies
criollas (Dioscorea alata) las mas susceptibles a la enfermedad (Winch et al., 1984;
Mignucci et al., 1988; Onyeka et al., 2006). En esta investigacion se evidencié que dos
materiales de D. alata fueron resistentes, comportandose de manera similar a D.
rotundata, considerada como altamente resistente a la enfermedad (Figura 7). Un
estudio similar, mostré la resistencia a la antracnosis de diferentes especies de fiame,
donde la severidad de la enfermedad en D. rotundata y D. alata estuvo entre 9,18% y
10,58% (Gwa et al., 2015). En anteriores investigaciones de la universidad de Cérdoba,
fueron identificadas 13 accesiones de D. alata con diferentes grados de resistencia, de
las cuales se seleccionaron cinco, por presentar resistencia a la antracnosis, buenos
rendimientos y caracteristicas morfolégicas exigidas en el mercado nacional (Campo,
2011).
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En los dltimos afios se han usado diferentes parametros para seleccionar con éxito
genotipos resistentes a la antracnosis, como la severidad de la enfermedad en las hojas
desprendidas en el laboratorio, la severidad en plantas bajo condiciones de campo e
invernadero, el tamafio de la lesién y la produccion de esporas (Nwadili et al., 2017).
Evaluaciones de resistencia de genotipos de fiame a la antracnosis, en condiciones de
campo y laboratorio han permitido identificar genotipos de fame resistentes y
susceptibles a aislados de Colletotrichum (Nwadili et al., 2017; Arya et al., 2019).

El efecto de la interaccion genotipos por aislados de Colletotrichum sp. mostrd
diferencias significativas entre la combinacion DAL2B x DA-045 con respeto a las demas
combinaciones, esta mostr6 mayor severidad de la enfermedad, resultando que el
hospedero fue altamente susceptible a este aislado. Ademas la combinacion DAL3 x DA-
045, DAL3 x DA-063 fueron significativas y estadisticamente iguales entre si,
mostrandose como susceptibles para este aislado. La interaccion DRL4 x DA-047, DA-
045, DA-063, DA-020 y DR-167 resultaron significativas, observandose que las
accesiones son susceptibles a este aislado, pero no tiene la capacidad de afectar a los
materiales DR-088 y DR-176, siendo estos altamente resistentes al patdgeno. La
combinacion DAL5A x DA-045, DA-0463 y DR-167 mostraron significancia estadistica,
presentaron la mayor media y fueron estadisticamente superiores con el resto de las
interacciones. En esta combinacion, las accesiones fueron altamente susceptibles y
susceptibles al aislado. La interaccione DAL5BXDA-045 fue significativa, fue clasificada
como altamente susceptible al aislado y fue estadisticamente igual a la interaccién con
DR-167; ambas superan a las demas interacciones, las cuales resultaron altamente
resistentes. Las combinacion DRN1xDA-047, DRN1xDA-045 y DRN1xDR-167 fueron
significativas, estas resultaron como altamente susceptible, susceptible vy
moderadamente resiste al aislado, el resto de combinaciones fueron altamente
resistente (Figura 8).

Las reacciones especificas de aislados Colletotrichum spp. en fiame han mostrado
diferentes grados de susceptibilidad y resistencia en cultivares, indicando que algunos
genotipos tienen resistencia especifica (Onyeka et al.,, 2006). Los determinantes
genéticos de la interaccion entre C. gloeosporioides y D. alata son poco conocidos. Los
primeros reportes indicaban que esta resistencia era poligénica (Green y Simons, 1994).
Mignouna et al. (2001) investigaron la herencia de la resistencia a una cepa
moderadamente virulenta de C. gloeosporioides en cruces entre genotipos susceptibles
y resistentes de D. alata, encontrando que la resistencia se hereda de manera
dominante y sugiere que mas de un gen controla la herencia de la resistencia. No
obstante, Pétro et al. (2011) proporcion6 evidencias de herencia cuantitativa y un
componente gen por gen asociados con la resistencia de D. alata. Por ejemplo, el locus
dominante Unico (Cdgl) explica la resistencia especifica del cv TDa-95/00328 a cepas
de C. gloeosporioides moderadamente virulentas (Mignouna et al., 2002). Un estudio
sobre la adaptaciéon de un patégeno fungico a una resistencia cuantitativa del hospedero,
reveld que las poblaciones de C. gloeosporioides estan adaptadas a la resistencia de
sus hospederos (Frezal et al., 2018). Actualmente se demostré que la inmunidad entre
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los cultivares de fiame resistentes y susceptibles depende de la produccion de
fitohormonas defensivas como el etileno (Hua et al., 2020).
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Figura 8. Efecto de la interaccion genotipo y aislado sobre la severidad de la
enfermedad. D. alata estuvo representado por las accesiones DA-020, DA-045, DA-047y
DA-063. D. rotundata estuvo representado por las accesiones DR-068, DR-157 y DR-
167. Severidad medida con escala de porcentaje de area afectada de 1 a 5 (1= 0-5%, 2=
5-10%, 3=10-25%, 4 = 25-50%, 5= >50%). Medias con una letra comdn son
estadisticamente iguales (p<0,05) segun la prueba de comparacion multiple de Tukey*

El conocimiento de la variacion de las caracteristicas morfologicas, genéticas y de
patogenicidad, obtenido mediante estudios de las poblaciones de patdgenos, es valioso
para planificar medidas eficaces de manejo de enfermedades, como el uso de genes de
resistencia o la aplicacion de fungicidas (Brown, 2006). Actualmente es de gran
importancia la identificacion y seleccion de genotipos de fiame resistentes a la
antracnosis, principalmente las variedades criollas (D. alata) que son las mas
susceptibles a la enfermedad y ademas, juegan un papel importante en la economia de
la region y la dieta de los habitantes de la Costa Caribe colombiana.
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En este sentido, las evaluaciones de germoplasma bajo un ambiente controlado que
favorece la infeccion por patdgenos y el desarrollo de enfermedades han permitido
seleccionar genotipos promisorios con resistencia a la antracosis. Con base a lo anterior
se pudieron clasificar los siete genotipos evaluados con diferentes grados de
susceptibilidad y resistencia a la antracnosis en fiame, quedando distribuidos de la
siguiente manera (Tabla 9).

Tabla 9. Clasificacion de la resistencia de siete accesiones de fiame, a 11
aislamientos de Colletotrichum gloeosporioides inoculadas en hojas, bajo condiciones de
laboratorio

ACCESION GRADO DE RESISTENCIA
DR-157 AR
DA-063 R
DA-020 R
DR-088 R
DR-167 MR
DA-047 S
DA-045 AS

*Clasificacion severidad (Nwadili ef a/, 2017) donde AR=altamente resistente; R= resistente; AS=alta
susceptibilidad; S= susceptible

Objetivo 2. Determinar la variabilidad genética de aislados de Colletotrichum spp.
asociados con la antracnosis del Aiame, mediante la secuenciacion parcial de los
Espaciadores Internos Transcritos (ITS).

a) Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de los 11 aislados de Colletotrichum spp. con el protocolo de
bromuro de hexadeciltrimetilamonio 2X (CTAB), fue de manera exitosa, se logré extraer
ADN gendmico de buena calidad y pureza, de forma sencilla, reproducible y con la
cantidad necesaria para realizar las diferentes técnicas moleculares que requieran ADN
puro. Este método inicialmente fue presentado como un método para el aislamiento
rapido de ADN vegetal de alto peso molecular (Murray y Thompson, 1980), sin embargo,
la técnica es ideal para el aislamiento rapido, econémico y constante de ADN de
muestras de hongos (Tripathy et al., 2017; Huanyu et al., 2017; Inglis et al., 2018),
ademas, usar este método es menos costoso que usar un kit de extraccion (lvors, 2016).

48



b) Amplificacion y secuenciacion de Espaciadores Internos Transcriptos (ITS)

La amplificacién con los primers universales para ITS y la posterior visualizacion de los
productos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, mostré fragmentos
de 300 pb (Figura 9). Los cebadores universales ITS reportados por White (1990) han
sido ampliamente usadas para caracterizar aislados de Colletotrichum en fiame y otros
hospederos (Abang et al., 2003; Abang et al., 2006; Pinzon et al., 2006; Pinzon, 2014;
Ferndndez et al., 2020; Kwodaga et al., 2020). Con base al disefio de estos cebadores
se espera un tamafio para los productos de amplificacion entre los 220 y 500 pb (White,
1990; Trejo et al., 2017).

Figura9.  Amplificacion de aislados del género Colletotrichum asociados al cultivo de
flame con cebadores ITS3 e ITS4. De izquierda a derecha: marcador de peso molecular
de 1 kb, aislados DAL1, DAL2A, DAL2B, DAL3, DRL4, DAL5A, DAL5B, DAL6, DRL7,
DRN1, DRN2.

c) Analisis filogenético

Luego de la purificacion de las muestras, estas se consideraron éptimas para la
secuenciacion, sin embargo, no se obtuvo secuencias del aislado DAL1, asociada al
sintoma de lesion tipo 1.

El analisis de maxima parsimonia de las secuencias de la region ITS de ADNr de los 10

aislados, reveld dos clados primarios con altos porcentajes de replicacion de bootstrap
en los nodos internos del arbol (Figura 10A).
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Para la identificacion molecular de los diez aislados, las secuencias obtenidas fueron
comparadas por similaridad con las secuencias depositadas en el Gen Bank con la
herramienta BLAST del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI). Esto
permitié identificar a los aislados del genero Colletotrichum a nivel de especies con
porcentajes de identidad entre 95 y 100%. No obstante, se evidencido que algunos
aislados compartian caracteristicas similares con las especies C. gloeosporioides y C.
fructicola, por tanto, se obtuvieron secuencias de estas dos especies del GenBank para
tomarlas como referencias y Cercospora beticola se usé como grupo externo (outgroup),
estas se alinearon y se construy6 un arbol con el algoritmo de Union de vecinos (NJ).
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Figura 10. Arboles filogenéticos basado en la secuenciacion parcial de genes ITS de
especies de Colletotrichum y una especie externa (Cercospora beticola). A: Filograma
generado con el método de méaxima parsimonia (MP). Los valores de arranque de
parsimonia de mas del 50% se muestran en los nodos. B: Arbol de union de vecinos
(NJ) de secuencias problema y de referencias tomadas del GenBank.
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Las topologias de los arboles de union de vecinos (Figura 10B), fueron similares y
consistentes con el arbol de consenso de méxima parsimonia (Figura 10A). Esto permitio
agrupar a los aislados de Colletotrichum en dos clados. Clado I: formado por aislados de
C. fructicola, los cuales incluian dos aislados de referencia y comparten similitud con los
aislados DRL7, DAL6, DALS5A y DALZ2A, mientras que el clado I, formado por C.
gloeosporioides, incluyendo cuatro aislados de referencia que fueron similares a las
cepas DAL3, DRN2, DRL4, DRN1, DAL2B y DAL5B. Ademas, el aislado de Cercospora
beticola se mantuve como grupo externo. Dentro del clado de C. gloeosporioides, los
aislados mas emparentados fueron DAL2B y DAL5B, los cuales se encuentran alejados
del subgrupo formado por los aislados DAL3 y DRN2, a la vez, estos presentan un
ancestro comun con DRL4 y DRL1. Mientras que en el clado de C. fructicola los asilados
mas cercanos fueron DRL7 y DAL6 y comparten un ancestro comun con DALSA y
DALZ2A.

Los arboles obtenidos separaron molecularmente la coleccion de los aislados de
Colletotrichum causantes de la antracnosis del iame en dos clados claramente visibles,
lo que indica que existe alta variabilidad genética en la coleccién evaluada. Estudios
anteriores han identificado molecularmente a Colletotrichum gloeosporioides como
agente causal antracnosis del iame en Nigeria (Abang et al., 2002; Abang et al., 2003;
Abang et al., 2006). No obstante, mediante estudios filogenéticos se han reportado
diferentes especies asociadas a la antracnosis en fiame. Han et al. (2018) identificaron a
C. gloeosporioides y C. fructicola afectando el cultivo de fiame en china. Los estudios de
realizados por Weir et al. (2012) aceptan diferentes especies dentro del complejo de C.
gloeosporioides, entre ellas incluyen a C. fructicola, ademas describen el aislado Cgl3
reportado por Abang et al. (2002) como C. fructicola causando lesiones foliares en
Dioscorea alata en Nigeria.

La enfermedad de la antracnosis se observo en forma severa en plantaciones de fiame
en India y se identific6 a Colletotrichum capsici asociado con la enfermedad, lo que
motivd a varios a investigadores a buscar estrategias para el manejo del patégeno
(Mahetre et al., 2010; Jehani et al., 2019). Otros investigaciones han reportado
diferentes especies de Colletotrichum asociadas a este patosistema, tales como, C.
truncatum, C. dematium, C. theobromicola, C. alatae (Rosado, 2016; Lin et al., 2018). En
Puerto rico, mediante la secuenciacion parcial de los genes ITS, GAPDH y B-tubulina se
caracterizaron 22 aislamientos del genero Colletotrichum obtenidos de bancos de
germoplasma y cultivos comerciales y se logré la identificacion de la especies C.
gloeosporioides, C. ignotum, C. tropicale, C. aoteora, C. truncatum, C. alatae, C.
fructicola, C. theobromicola, C. siamense y C. cliviae (Fuentes, 2015). Muchas de las
especies no se pueden distinguir de manera confiable utilizando ITS, particularmente en
especies genéticamente cercanas, por lo que se recomienda el un analisis multilocus
(Weir et al., 2012).
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La especie Colletotrichum gloeosporioides se caracteriza por tener una variabilidad
genética alta (Weir et al., 2012), en el cultivo de fiame dos poblaciones genéticamente
distintas de esta especie se encontraron causando antracnosis (Abang et al., 2005). Se
investigo la estructura genética de las poblaciones de C. gloeosporioides de hospederos
con y sin fiame en tres zonas agroecoldgicas de Nigeria y se observé una alta diversidad
genotipica (Abang et al., 2006). Diferentes estudios filogenéticos han confirmado la
variabilidad de esta especie. Appiah et al. (2016) mediante analisis RAPDs agruparon
aislamientos de C. gloeosporioides de fiame y yuca en tres grupos principales y seis
subgrupos polimérficos relacionados con el hospedero y el origen geografico.

Datos sobre marcadores de microsatélites y sus niveles de polimorfismo fueron
determinados en 95 cepas de C. gloeosporioides, en su mayoria aisladas de Dioscorea
alata y mostraron un nimero medio de 12,3 alelos polimérficos por locus, indicativo de
cantidades dramaticas de polimorfismos raros (Penet et al., 2017). Este tipo de
marcadores facilitan los andlisis de diversidad genética y los estudios de genética de
poblaciones para el complejo de especies. El analisis de polimorfismo de longitud de
fragmento amplificado (AFLP) confirmé la variacion genética entre C. gloeosporioides y
fue eficaz en el establecimiento de relaciones genéticas entre aislados del cultivo de
fame (Aduramigba et al., 2012).

En Colombia se realiz6 diagnéstico molecular de C. gloeosporioides en fiame, utilizando
la técnica molecular “DNA Amplification Fingerprinting (DAF), estos estudios mostraron
patrones altamente polimorficos entre los aislados de la coleccién (Pinzén, 2014,
Marroquin et al., 2016). La diversidad molecular de esta especie se ha demostrado en
aislados patogénicos (Moges et al., 2016) y enddfitos (Rabha et al.,, 2016). Analisis
molecular basado en secuencias de los espaciadores transcritos internos de rDNA (ITS1
y ITS2), fueron usados para estudiar la diversidad genética de aislados en Jengibre,
Soja, Banano y Mango en Tailandia (Photita et al., 2005). También se encontrd
variabilidad en Fresa (Osorio et al., 2014), Mango (Mo et al., 2018), Banano (Sabria y
Vengadaramana, 2019), Citricos (Guarnaccia et al., 2017), Aguacate (Sharma, et al.,
2017).

Los factores principales involucrados en la diversidad genética en un solo lugar son:
variacion creada por mutacion, recombinacién sexual, parasexualidad o debido a la
introduccién de nuevas cepas en las poblaciones locales (Rodriguez et al., 2013). En el
caso del cultivo de fiame, se observd por primera vez el estado sexual en plantas
infectadas con antracnosis en Nigeria, lo que indica que la recombinacion sexual podria
desempefar un papel importante en las epidemias (Abang et al.,, 2004; Abang et al.,
2006), ademas, la reproduccion sexual puede ocurrir al final de las epidemias, en hojas o
tallos muertos que, cuando se dejan en la superficie del suelo, pueden contribuir a la
infeccion primaria del fame (Ripoche et al., 2007). Estas observaciones concuerdan con
nuestros resultados, donde evidenciamos que algunos aislados produjeron la fase
ascogena en hojas y en las colonias crecidas en laboratorio.
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La parasexualidad es una forma de variacion y de recombinacion que se da en los
hongos mitosporicos, el uso de la compatibilidad vegetativa y la heterocariosis permite el
intercambio génico asexual en C. gloeosporioides (Chacko, et al., 1994). En fiame, se
compard la compatibilidad vegetativa, enfrentando aislamientos de diferente origen
geograficos, los cuales mostraron compatibilidad en un 90% de los aislados enfrentados
(Castro et al., 2003; Abang et al., 2004). Investigando la variabilidad y el comportamiento
de cepas de C. gloeosporioides en café, se encontro la presencia de cepas sexuales, la
formaciéon de CAT (tubos de anastomosis conidial) y alta compatibilidad micelial,
sugiriendo la ocurrencia de recombinacion sexual y asexual (Pereira et al., 2019). El otro
factor que puede favorecer la variabilidad de las cepas, es la introduccion de nuevas
cepas en las poblaciones locales, la cual puede ocurrir debido a que el fitopatégeno, C.
gloeosporioides genera infecciones quiescentes en la epidermis del tubérculo de fiame
(Green y Simons, 1994), facilitando la dispersion en la semilla de una temporada de
cultivo a la siguiente; por lo tanto, los intercambios comerciales de tubérculos, le
confieren la capacidad de migracién a larga distancia (Green y Simons, 1994; Neema y
Frezal, 2018).

La comprension de la variacion genética y el patrén de diversidad de las especies de
Colletotrichum que afectan los cultivos en un area especifica, es un medio importante
para definir estrategias de manejo de enfermedades si surge alguna epidemia (Patel et
al., 2018). En este sentido, es de vital importancia comprender la diversidad genética y la
estructura de la poblacion del hongo, y definir las poblaciones regionales del patdgeno
para desarrollar e implementar estrategias eficaces de manejo de enfermedades (Moges
et al., 2016); lo que mejorara nuestra comprension de la epidemia de antracnosis y
beneficiara el desarrollo de futuras medidas de manejo.

Objetivo 3. Determinar la sensibilidad in vitro de aislamientos de Colletotrichum
spp. en fame a fungicidas de sintesis quimica

a) Inhibicion del crecimiento micelial

Se observé diferencias significativas en el crecimiento micelial de todos los aislados al
ser tratados con las diferentes moléculas de los fungicidas. De los fungicidas evaluados,
el azoxystrobin y el captan mostraron mayor efecto sobre el crecimiento micelial de los
aislados de Colletotrichum con un 75% de inhibicion, seguido del clorotalonil y el
difenoconazol con valores de 70% y 57%, respectivamente; mancozeb y benomyl
presentaron los porcentajes de inhibicion mas bajos, menores al 50% (figura 11A).

Las cuatro dosis usadas de cada molécula, present6 diferencias significativas entre si,
se evidencio una tendencia de mayor inhibicion a medida que se incremento la dosis. La
dosis mas baja inhibié el crecimiento de los aislados en un 40%, mientras que a dosis
altas la inhibicion fue superior al 75% (figura 11B). Los aislados presentaron diferencias
estadisticas en los crecimientos miceliares, en los diferentes tratamientos con fungicidas
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(figura 11C). Tres aislados de Colletotrichum gloeosporioides (DAL5B, DAL6B y DRL4),
presentaron alta sensibilidad a los fungicidas, con porcentajes de inhibicion superiores al
60%, mientras que el aislado DAL2B fue el menos sensible a los fungicidas con un
porcentaje de inhibicion inferior al 45%. Por otro lado, dos aislados de Colletotrichum
fructicola presentaron alta sensibilidad (DAL2A y DRL7) y dos manifestaron baja
sensibilidad (DAL5A y DAL6A) a los productos quimicos.
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Figura 11. Efectos principales: fungicida, dosis y aislados, sobre el porcentaje de
inhibicién del crecimiento micelial de Colletotrichum spp.. A: Efecto de los fungicidas
sobre la inhibiciébn de los aislados, B: Efecto de las dosis sobre la inhibicion del
crecimiento micelial, C: Porcentaje de inhibicién del crecimiento de aislados sembrados
sobre PDA modificado con fungicidas. C. fructicola estuvo representado por los aislados
DAL2A, DAL5SA, DRL6 y DRL7. C. gloeosporioides estuvo representado por los aislados
DAL3, DRN2, DRL4, DRN1, DAL2B, DAL6B y DAL5B. en la figura 10C. Medias con una
letra comun son estadisticamente iguales (p<0,05) segun la prueba de comparacion
multiple de Tuckey.
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Las interacciones mostraron diferencias estadisticas, el efecto de la interaccion entre el
fungicida y la dosis evaluada fueron significativas (figura 12 y 13), los fungicidas captan y
clorotalonil con dosis de 2000 ppm y azoxystrobin con dosis de 10 ppm mostraron una
eficacia mayor del 90% en la inhibicion del crecimiento de los aislados, sin embargo, los
dosis mas alta de moléculas como Mancozeb, difenoconazol y benomyl, presentaron
baja eficacia contra las cepas del hongo. Los aislados mostraron un efecto negativo en
su crecimiento al aplicar incluso las dosis mas bajas de los fungicidas, siendo el
azoxystrobin con dosis de 1 ppm el que mostré mayor efecto, inhibiendo mas del 50%
del crecimiento micelial, seguido del captan y clorotalonil al aplicar 500 ppm del
producto. La dosis mas baja de difenoconazol (1 ppm) también mostré un efecto
significativo al compararlo con la aplicacién de las dosis bajas de benomyl y mancozeb.

Figura 12. Crecimiento de aislados de Colletotrichum sobre PDA modificado con
diferentes dosis de fungicidas. En filas horizontales: dosis de fungicidas y sus testigos.
A: captan, B: azoxystrobin, C: clorotalonil.
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Figura 13. Efecto de la interaccion dosis y fungicidas sobre la inhibiciéon del
crecimiento micelial de los aislados de Colletotrichum spp. (azoxystrobin, benomyl y
difenoconazol, dosis 1, 2, 3, 4 =1, 3, 5,10 ppm); (captan, clorotalonil y mancozeb, dosis
1, 2, 3, 4 = 500, 1000, 1500, 2000 ppm). Medias con una letra comlUn son
estadisticamente iguales (p<0,05) segun la prueba de comparacion multiple de Tuckey.

La interaccién entre los fungicida y los aislados evaluados, permitieron inferir que los
todos los aislados de C. gloeosporioides y C. fructicola fueron sensibles a azoxystrobin
con porcentajes de inhibicién superiores al 70%, siendo el aislado de C. gloeosporioides
(DRN1) el menos sensible a este producto (figura 14A). En este sentido, las cepas
también fueron altamente sensibles al captan (figura 14E), alcanzando porcentajes de
inhibicién cercanos al 100%, como se observo en los aislados DAL2A, DAL5A y DALGA.
No obstante, cuatro cepas de C. gloeosporioides (DRL4, DRN1, DAL2B y DAL3),
presentaron los porcentajes de inhibicion mas bajos a este fungicida. Los aislados
también mostraron alta sensibilidad al clorotalonil y sensibilidades intermedias al
difenoconazol y Mancozeb, como fue el caso del aislado DRN2, mientras que la mayoria
de los aislados presentaron baja sensibilidad al benomyl, con porcentajes de inhibicion
inferiores al 25%, con excepcion del DAL5A que mostré mayor sensibilidad a este
producto.
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Figura 14. Efecto de la interaccion entre fungicidas y aislados sobre la inhibicién del
crecimiento micelial. A: azoxystrobin. B: benomyl. C: difenoconazol. D: mancozeb. E:
captan. F: clorotalonil. C. fructicola estuvo representado por los aislados DAL2A, DALSA,
DRL6 y DRL7. C. gloeosporioides estuvo representado por los aislados DAL3, DRNZ2,
DRL4, DRN1, DAL2B, DAL6B y DAL5B. Medias con una letra comdn son
estadisticamente iguales (p<0,05) segun la prueba de comparacion multiple de Tuckey.
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La interaccion entre la dosis aplicada y el aislado mostré diferencias significativas, se
evidencié que la inhibicién del crecimiento micelial fue directamente proporcional a la
dosis aplicada. Siendo las dosis mas altas la mas eficaz en la mayoria de los aislados,
mostrando porcentajes de inhibicion superiores al 75%, con algunas excepciones, como
se observdO en los aislados DAL2B, DRL4 y DAL5B, los cuales presentaron
sensibilidades mas reducidas a los fungicidas evaluados. EI comportamiento de estos
aislados se presentdé de manera similar al compararlos con la aplicacion de las dosis
mas bajas. El aislados DALS5A fue el méas sensible tanto a dosis bajas como a dosis
altas, mientras que el més resistente a todas las dosis fue el aislado DAL2B (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de la interaccion dosis y aislados de Colletotrichum spp. sobre la
inhibicion del crecimiento micelial. (azoxystrobin, benomyl y difenoconazol, dosis 1, 2, 3,
4 =1, 3, 5,10 ppm); (captan, clorotalonil y mancozeb, dosis 1, 2, 3, 4 = 500, 1000, 1500,
2000 ppm). C. fructicola estuvo representado por los aislados DAL2A, DALS5A, DRL6 y
DRL7. C. gloeosporioides estuvo representado por los aislados DAL3, DRN2, DRL4,
DRN1, DAL2B, DAL6B y DAL5B. Medias con una letra comun son estadisticamente
iguales (p<0,05) segun la prueba de comparacion multiple de Tuckey.

58



La sensibilidad de los aislamientos también se determind con los valores de la DLso
(tabla 10). Estos indicaron que todos los aislados de C. gloeosporioides y C. fructicola
fueron sensibles al azoxystrobin con valores desde 0,2 a 1,3 ppm y DLso medios de 0,7 y
0,5 ppm, respectivamente (tabla 10). Dos de los aislamientos de C. gloeosporioides
fueron altamente resistentes al benomyl (DL so valores >100 ppm) y uno presento
resistencia intermedia a este producto con un valor de DLso de 36,7 ppm, el resto de las
cepas mostro alta sensibilidad, mientras que todos los aislados de C. fructicola
mostraron resistencia intermedia y alta resistencia al benomyl. Los aislados de C.
gloeosporioides fueron altamente sensibles al difenoconazol, con excepcion del aislado
DAL2B que presentd un valor de DLso de 239,4 ppm, clasificado entonces como
altamente resistente. No obstante, todos los aislados de C. fructicola fueron sensibles al
difenoconazol (DL so medio de 3,83 ppm).

Para los fungicidas multisitios se tomé como referencia la dosis discriminatoria de 1000
ppm, propuesta por Moreira et al.,, (2019). Con estos datos evidenciamos que los
aislados de C. gloeosporioides y C. fructicola presentaron baja sensibilidad a Mancozeb,
con valores de DL so medios de 1151,6 y 2200,3 ppm respectivamente. El captan mostro
eficacia inhibiendo el crecimiento micelial de las cepas de C. gloeosporioides y C.
fructicola con valores de DL 50 por debajo de la dosis discriminatoria, con excepcion de
las cepas DAL2B y DAL5SA (DL 50 de 1803 y 1052,2 ppm), respectivamente. Solo un
aislado de C. gloeosporioides presentdé baja sensibilidad al clorotalonil (DLso de
1013,1ppm), el resto de los aislados fueron sensibles a este producto, con DLso medios
de 714,1 ppm, mientras que las cuatro cepas de C. fructicola fueron sensibles al
fungicida.

Segun los valores de DL50, el azoxystrobin y el difenoconazol fueron mas efectivos
contra los aislados de Colletotrichum utilizado en este estudio, seguidos por el
clorotalonil y el captan, mientras que los fungicidas menos eficaces fueron el mancozeb
y el benomyl.

Las investigaciones han permitido identificar diferentes mecanismos involucrados en la
resistencia a los fungicidas (Lucas et al., 2015), entre ellos se encuentran: (i) alteracion
del sitio objetivo: las mutaciones que ocurren en forma natural o inducida, dan como
resultado cambios en la secuencia de aminoacidos del sitio objetivo, lo que a su vez
altera la forma del sitio de blogueo/objetivo, provocando que el fungicida ya no encaje en
el sitio destino; reduciendo la sensibilidad del fungicida, debido a la disminucion en la
tasa de ingreso del fungicida a las células del patégeno (Brent y Hollomon, 1995; FRAC,
2022); (ii) desintoxicacion o metabolismo del fungicida: la célula fungica contiene una
amplia gama de maquinaria metabdlica que puede modificar el fungicida a una forma no
toxica, proceso que se da en tres fases: fase | (citocromo P450, proteinas del citocromo
P [CYP] y monooxigenasas) catalizan xenobiéticos y endobioticos principalmente a
través de reacciones de hidroxilacion/oxidacion; fase Il, las enzimas de conjugacion de
(UDP-glucuronosiltransferasa, sulfotransferasa y glutation S -transferasa) agregan
moléculas polares a los compuestos, produciendo metabolitos no téxicos solubles en
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agua, y el sistema de secrecidon de fase Ill, que consiste en un casete de union a ATP
(ABC) y otros transportadores transmembrana que exportan activamente a través de la
membrana citoplasmatica (Sang et al., 2018; Sanchez, 2021; Hu y Chen, 2021); (iii)
sobreexpresion del objetivo: la produccion de enzimas adicionales en el sitio diana
puede aumentar la probabilidad de que una cantidad suficiente del sustrato fangico
pueda unirse a su objetivo, sin que se cierren los procesos celulares criticos (Brent y
Hollomon, 1995; FRAC, 2022); (iv) exclusién o expulsion del sitio de destino: en todos
los organismos vivos, existen bombas de expulsion, las cuales son proteinas integrales
unidas a la membrana que transportan una amplia gama de sustancias extrafias o
exportar sustancias endoégenas, como fungicidas, a través de una membrana biologica
(Sanchez, 2021). En los hongos, las bombas de eflujo m&s comunes son los
transportadores de cassette de uniéon a ATP (ABC) y los transportadores de la
superfamilia de facilitadores principales (MFS), ocasionalmente, estos transportadores
tienen éxito en expulsar suficiente fungicida de modo que un aislado tenga sensibilidad
reducida (FRAC, 2022). La aplicacion de los fungicidas en cuestiéon puede ejercer
suficiente presion de seleccibn como para que los aislamientos que contienen estos
transportadores exportadores de fungicidas se vuelvan mas prevalentes en la poblacion
(Huy Chen, 2021).

Tabla 10.  Valores de la dosis letal al 50% (DLso) de seis fungicidas sobre la supresion
del crecimiento micelial de aislados de Colletotrichum.

DL so (ppm de ingrediente activo)

F:insglgga Azoxystrobin | Benomyl | Difenoconazol | Mancozeb | Captan | Clorotalonil
C. gloeosporioides 0,80 4003,60 239,40 1803,90 |1803,90 489,90
C. gloeosporioides 0,60 7,60 1,00 1493,10 | 704,10 1013,10
C. gloeosporioides 0,20 4,40 1,00 731,90 | 576,60 417,70
C. gloeosporioides 0,40 2,60 0,90 1253,30 90,80 58,10
C. gloeosporioides 0,80 4,70 0,80 395,90 | 377,10 666,70
C. gloeosporioides 1,30 221,50 0,10 530,10 936,90 341,50
C. gloeosporioides 0,90 36,70 8,40 1853,40 | 509,50 628,00
C. fructicola 0,40 9,70 1,20 1558,20 | 90,40 622,30
C. fructicola 0,70 2644,50 3,80 2979,20 |1052,20 731,60
C. fructicola 0,20 11,30 9,00 2807,90 | 557,80 997,90
C. fructicola 0,90 11,90 1,30 1456,00 | 383,70 58,10

Promedio 0,65 632,59 24,26 1532,99 | 643,91 547,72
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Azoxystrobin mostro ser eficaz contra todos los aislados evaluados, esta molécula hace
parte de los fungicidas inhibidores de la respiracion (RI), como los inhibidores de
qguinona externa (Qol) (Sierotzki, 2015). Uno de los grupos mas comunes dentro de la
Qol son los fungicidas de estrobilurina, y el ingrediente activo (ia), azoxystrobin se ha
utilizado en diferentes cultivos para el manejo de la antracnosis (Bartlett et al., 2002).
Los fungicidas Qol inhiben la respiracion mitocondrial de los hongos al unirse
al complejo enzimatico del citocromo bcl (complejo IIl) en el sitio Qo, bloqueando la
transferencia de electrones y deteniendo la sintesis de ATP (Wei et al., 2021). EI Comité
de Accion de Resistencia a Fungicidas lo clasific6 como grupo de codigo 11 y presenta
un alto riesgo de desarrollo de resistencia (FRAC, 2021). El mal uso de este fungicida
puede conducir a la seleccidon de aislamientos resistentes, siendo la alteracién del sitio
objetivo, el mecanismo mas comun que genera la resistencia a este grupo quimico. Las
investigaciones han demostrado que una mutacion puntual del sitio bioquimico diana
G143A, es el mecanismo principal; también las alteraciones de F129L y G137R pueden
causar resistencia, pero con menor relevancia (Sierotzki, 2015; Dixon et al., 2020). La
caracterizacion molecular del gen Cyt b revel6 que la mutacion puntual G143A fue el
determinante de la alta resistencia de Colletotrichum fructicola a azoxystrobin en
Melocoton, en China (Usman et al.,, 2021). Ya se ha informado de resistencia a
azoxystrobin en muchos patdogenos como Colletotrichum spp. en fiame (Arce et al.,
2019), en fresa (Luo et al., 2020), Cercospora nicotianae en tabaco (Dixon et al., 2020),
Colletotrichum siamense en arandano (Hu et al., 2015), Monilinia fructicola en melocoton
(Chen et al., 2014), Colletotrichum gloeosporioides y Plasmopara viticola en uva (Wei et
al., 2021; Santos et al., 2020).

Un estudio sobre los perfiles de resistencia a azoxystrobin en aislados de Colletotrichum
de manzanas, evidencié que la resistencia ha surgido y se esta seleccionando en los
huertos mediante las estrategias de fumigacion actuales, la cual ha provocado
mutaciones puntuales de G143A en el citocromo b (CYTB) como resultado de una alta
presion de seleccién ejercida por la molécula quimica, ademas, un aislado resistente no
poseia variacion de aminoacidos en CYTB (Chechi et al., 2019). Esta ultima condicion,
también fue encontrada cuando se observé que la sensibilidad reducida a azoxystrobin
en Lasiodiplodia theobromae de papaya, la cual no fue atribuible a alteraciones del gen
Cytb (Chen et al., 2020). Lo anterior, sugiere que los patdgenos causantes de
enfermedades en plantas, pueden tener diferentes mecanismos involucrados en la
resistencia a fungicidas basados en azoxystrobin. Por ejemplo, se encontré que el
transportador de farmacos MgMfsl es un determinante de la sensibilidad a la
estrobilurina de las cepas de campo de Mycosphaerella graminicola (Roohparvar et al.,
2008). La plasticidad del promotor MFS1 conduce a la resistencia a multiples farmacos
en el patégeno del trigo Zymoseptoria tritici (Omrane et al., 2017). Un ensayo demostro
gue el transportador de flujo ABC CaABC1 de Colletotrichum acutatum, es necesario
para tolerar la exposicion a fungicidas Qol en Capsicum annum L (Kim et al., 2014). La
degradacion del pesticida debido a la desintoxicacion por enzimas metabdlicas como el
citocromo P450 o la glutation transferasa se ha reportado en el fungicida Qol kresoxim-
metil a través de la actividad esterasa (Jabs et al., 2001).
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La resistencia estd muy extendida en muchos patdégenos vegetales y ha evolucionado
con bastante rapidez en los sistemas patdégeno/hospedador de alto riesgo (Sierotzki,
2015), sin embargo, ésta se ha desarrollado con menos rapidez en patégenos donde se
ha inhibido el crecimiento micelial con dosis menores a 10 ppm como Magnaporthe
oryzae en arroz (Kunova et al., 2014) Guignardia citricarpa en citricos (Hincapie et al.,
2014) y en especies de Colletotrichum en arandanos cultivados en Massachusetts,
donde los aislados tuvieron una inhibicion del crecimiento micelial del 50 al 60% a 1 ppm
(Giorgio et al., 2020), resultados que fueron similares a los nuestros. Ensayos
contrastantes con los datos encontrados en esta investigacion, fueron el resultado de
estudiar la sensibilidad basal de aislados de Colletotrichum acutatum de campos de
fresas en Brasil, donde los aislados mostraron valores de DLso desde 0,07 a 4,16 uyg.ml*?
(Baggio et al., 2018), igualmente en México la sensibilidad a azoxystrobin de los aislados
de C. acutatum obtenidos de fresa, la DLso oscil6 entre 0,04 y 0,36 ug.ml! (Espinoza et
al., 2017).

Los aislados mostraron alta sensibilidad al difenoconazol, este hace parte de los
fungicidas inhibidores de la desmetilacion de esterol (DMI), comprenden un importante
grupo de compuestos de éxito comercial, pertenecientes a diferentes clases quimicas
como triazoles, imidazoles, piperazinas, pirimidinas y piridinas (Ziogas y Malandraki,
2015). Los derivados del triazol como el difenoconazol, han sido la quimica fundamental
utilizada por los productores para controlar las enfermedades de los cultivos (King et al.,
2021), porgque detienen el crecimiento de hongos durante y después de la infeccion al
inhibir la desmetilacion en la Carbono 14-a del lanosterol, un esterol intermedio del
ergosterol, que es esencial para el crecimiento de las hifas (Villani et al., 2015).

Los fungicidas DMI, a pesar de su extenso uso para controlar una amplia gama de
patdgenos de las plantas durante las Ultimas cuatro décadas y a pesar de su modo de
accion sitio-especifico, que generalmente favorece el desarrollo de la resistencia,
todavia conservan la mayor parte de su eficacia (Ziogas y Malandraki, 2015); esto se
evidencia en este ensayo, donde encontramos que los asilados de Colletotrichum que
causan la antracnosis del fiame, fueron sensibles a este fungicida. Resultados similares
fueron encontrados en trabajos realizados sobre la sensibilidad de especies de
Colletotrichum de melocotén a fungicidas inhibidores de la desmetilaciéon evidenciaron
que C. fructicola y C. siamense fueron sensibles al difenoconazol (DLso valores de 0,2 a
13,1 g.mlt) (Chen et al., 2016; Chen et al., 2020). En ensayos de crecimiento micelial,
difenoconazol también fue eficaz contra complejos de Colletotrichum acutatumy C.
gloeosporioides en citricos, con medias de DL so de 0,14 g.mI! (Gama et al., 2020). Las
cepas de C. fructicola aislados de fresa, fueron mas sensibles al difenoconazol que los
aislados de C.siamense, cuyos valores de DLso fueron 0,036 y 0,056 pg.ml?,
respectivamente (Zhang et al., 2020). En general, los fungicidas inhibidores de la
desmetilacién (DMI) fueron la mejor opcidn entre los diferentes productos quimicos para
manejar la antracnosis del melocoton en China (Usman et al., 2021).
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Otros patégenos de plantas como Aspergillus uvarum en uva (Cosseboom y Hu, 2021),
Bipolaris sorokiniana en trigo (Wei et al., 2021) y Penicillium spp (Jurick et al., 2019),
mostraron ser altamente sensibles al difenoconazol. Diferentes estudios muestran que
algunos patdgenos presentan una sensibilidad diferencial al difenoconazol y que los
mecanismos potenciales de resistencia a este fungicida implican mutaciones puntuales
dentro del sitio de reconocimiento del sustrato de los genes delinhibidor de la
desmetilaciéon P450 (CYP51), sobreexpresion de genes CYP51 (Villani et al., 2016; Chen
et al., 2018; Chen et al., 2020; Zhang et al., 2021), reduccién de la acumulacién de DMI
en las células fungicas a través de la regulacion al alza de los transportadores de
cassette de union a ATP (ABC) o superfamilia de facilitadores principales (MFS) en la
membrana (Hulvey et al., 2012; Omrane et al., 2015; Omrane et al., 2017; Samaras et
al., 2020) o debido a la desintoxicacion por el citocromo P450 monooxigenasa Cyp684
(Azeddine et al., 2014; Jung et al., 2017)

Este estudio indica que los patégenos que causan la antracnosis en el iame muestran
resistencia al benomil, este hace parte del grupo quimico de los bezimidazoles, los
cuales se introdujeron por primera vez a finales de la década de 1960 como fungicidas
sistémicos muy eficaces (Young, 2015), ya que actian como inhibidores del ensamblaje
de R-tubulina en la mitosis y causar una germinacion anormal de las esporas y
elongacion del tubo germinativo, y afectar negativamente el crecimiento de hongos
sensibles (Ramdial et al., 2016; Zhou et al., 2016). Los derivados de bencimidazol
juegan un papel importante en el control de varios patdégenos fangicos, entre los mas
populares tenemos al carbendazim, benomil y tiabendazol (Young, 2015; Zhou et al.,
2016). Los estudios de laboratorio de mutantes resistentes han demostrado que
mutaciones en la B-tubulina eran capaces de conferir resistencia a los benzimidazoles.
Como fue el caso de Colletotrichum que causa antracnosis en el cultivo de fiame en
china, donde los aislados altamente resistentes al carbendazin albergaban la mutacién
E198A en el gen de la B tubulina 2 (TUB2), mientras que los aislados moderadamente
resistentes al carbendazin albergaban la mutacion F200Y en el gen TUB2 (Han et al.,
2018). En el caso del benomil, igualmente se han reportado casos de resistencia
mediante el uso de dosis discriminatoria de 10 ppm por diferentes especies de
Colletotrichum como C. truncatum en pimentdbn (Ramdial et al., 2016), C.
gloeosporioides en Limonium spp. (Maymon et al., 2006) y C. cereale en pastos (Wong
et al., 2008), resultados que fueron similares con los encontrados en este ensayo.

No conocemos los mecanismos moleculares involucrados en la resistencia a benomil en
las especies de Colletotrichum en fiame, pero podemos inferir que se deben a las
mutaciones E198A/G/K/Q y F200Y, ya que son las mas frecuentes (Poti et al., 2020;
Martin et al., 2021). No obstante, existen otros mecanismos que pueden explicar la baja
sensibilidad a este producto quimico, por ejemplo, se ha descrito que los factores
genéticos subyacentes a la sobreexpresion de las bombas de eflujo estan involucrados
en la sensibilidad reducida al benomil en Colletotrichum acutatum (Nakaune et al., 2007).
Ademas, en Mycobacterium sp. se encontrd0 un gen de hidrolasa que era capaz de
degradar (desintoxicar) el fungicida carbendazin (MBC) (Zhang et al., 2017).
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En muchos casos, se ha demostrado que los mutantes resistentes persisten en la
poblacion durante muchos afios, incluso después de que se haya suspendido el uso de
benzimidazol (Luo et al., 2020).

Los fungicidas de contacto inhibieron el crecimiento micelial de los aislados, algunos con
mayor porcentaje como el captan y clorotalonil y otros con menos porcentaje como el
mancozeb. Estos compuestos son toxicos para los conidios, ya que bloquean varias
enzimas que contienen tiol y que participan en la descomposicion de las moléculas de
reserva y en la respiracion celular (Schnabel et al., 2015). Captan y clorotalonil pueden
inhibir simultdneamente muchas enzimas y coenzimas, particularmente las que
contienen grupos sulfidrilicos, afectando inespecificamente un gran grupo de procesos
metabdlicos (Ghini y Kamati, 2000; Gullino et al., 2010).

Resultados similares a los de esta investigacion fueron encontrados en un estudio
reciente, donde determinaron la sensibilidad del complejo de especies Colletotrichum
acutatum de los manzanos en Brasil a diferentes fungicidas, empleando una dosis
discriminatoria para mancozeb de 1000 uyg.ml™! y las frecuencias en la sensibilidad de los
aislamientos fueron 25% de alta resistencia, 50% de baja resistencia y 25% de
sensibilidad intermedia (Moreira et al., 2019). Investigaciones sobre el manejo de la
antracnosis de chile causada por Colletotrichum capsici en condiciones in vitro arrojo
gue el mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial se presenté al aplicar una
concentracion de 2500 ppm de mancozeb (Katediya et al., 2019). La sensibilidad in vitro
de aislados de Colletotrichum gloeosporioides en cultivos de granada, marafidn y
banano mostraron porcentajes de inhibicion que oscilaron entre el 50 y el 100%
aplicando dosis entre 1000 y 2000 ppm de mancozeb, captan y clorotalonil (Jagtap et al.,
2015; Dhavale et al., 2019; Patrice et al., 2021). El fitopatégeno C. gloeosporioides,
causante de la antracnosis en la uva mostré un grado de eficacia diferencial para cuatro
fungicidas evaluados in vitro y sus efectos fueron directamente proporcionales a la dosis
utilizada, siendo el clorotalonil uno de los mas eficaces inhibiendo el crecimiento micelial
del hongo (Lépez y Castafio, 2020). El captan logré reducir totalmente el crecimiento de
la colonia de C. acutatum agente causal de la antracnosis y caida prematura de los
frutos del naranjo (Guillén et al., 2017). Estos resultados fueron consistentes con los
obtenidos en esta investigacion. De igual forma, los fungicidas multisitio como captan,
mancozeb y clorotalonil han servido de base para los programas de fungicidas para el
manejo de enfermedades en diferentes cultivos (Gullino et al., 2010; Perez et al., 2020;
Anastassiadou et al., 2020; Xavier et al., 2020).

A diferencia de los fungicidas sistémicos, los fungicidas multisitio permanecen en la
superficie de la planta, impidiendo la germinacion de las conidias y ascosporas
(Schnabel et al., 2015). Este tipo de fungicidas puede ser eliminado por la lluvia con
bastante facilidad y no presenta ninguna proteccion contra los patdogenos en las hojas
nuevas. Por lo tanto, el tratamiento tiene que repetirse muy a menudo para garantizar la
proteccion (Cox, 2015).
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Por otro lado, a cambio de su modo de accién inespecifico, estos fungicidas no causan
problemas de resistencia en los patdégenos, y la aplicaciébn de estos agentes no esta
restringida por las directrices de gestion de la resistencia (Mehl y Manger, 2015; FRAC,
2018). No hay limitaciones ni restricciones en cuanto al nimero de aplicaciones, el
momento o la secuencia, siempre y cuando estén dentro de los limites de las etiquetas
del fabricante (FRAC, 2018). No obstante, s6lo se han registrado unos pocos casos de
resistencia practica en plantas ornamentales y hortalizas (Cox, 2015). Se ha sugerido
que su reaccidn con componentes tiolicos no esenciales, como el glutation en particular,
conduce a la desintoxicacioén de varios téxicos multisitio (Leroux et al., 2002; Reis et al.,
2021). Muchas especies del genero Colletotrichum presentan baja sensibilidad a
mancozeb, debido a que este patdgeno tiene la capacidad de inactivar la molécula
fungicida por sobreproduccion de tioles (Ferreira et al., 2009; Gullino et al., 2010;
Moreira et al., 2019). Para fungicidas multisitio como el captan, se ha sugerido la
reaccion con derivados de tiol no esenciales (enzimas de fase Il) como un posible
mecanismo para la desintoxicacion (Barak y Edgington, 1984). Mas recientemente, Sang
et al. (2018) informaron que la sobreexpresion del citocromo P450 de fase | y ABC de
fase Il estaba regulada por una mutacién de ganancia de funcién del factor de
transcripcion ShXDRL1 en aislamientos resistentes de Sclerotinia homoeocarpa.

b) Inhibicion de la germinacién

La germinacion de las conidias, tomadas como el valor de la absorbancia a 450 nm de
los aislados de Colletotrichum, se vio afectada significativamente con la aplicacion de los
fungicidas. El aislado DRN2 fue el menos sensible a los fungicidas evaluados,
presentando diferencias significativas con respecto a las demas cepas del patogeno.
Cuatro de los once aislados se comportaron estadisticamente iguales (DRN1, DAL5A,
DAL5B y DAL2B), observandose en ellos baja sensibilidad en cuanto a la germinacion
de las conidias. A todos estos, les siguié la cepa DAL2A, la cual presentd sensibilidad
intermedia, mientras que el resto de los aislados no presentd diferencias estadisticas,
siendo DAL3 el mas sensible a los fungicidas (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de fungicidas sobre la germinacién de conidias de Colletotrichum
spp. usando el valor de absorbancia a 450nm. C. fructicola estuvo representado por los
aislados DAL2A, DAL5A, DRL6 y DRL7. C. gloeosporioides estuvo representado por los
aislados DAL3, DRN2, DRL4, DRN1, DAL2B, DAL6B y DAL5B. Medias con una letra
comun son estadisticamente iguales (p<0,05) segun la prueba de comparacion multiple
de Tuckey.
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La interaccion entre el fungicida y los aislados de Colletotrichum spp., mostraron
diferencias altamente significativas (figura 17). Azoxystrobin inhibié la germinacién de
seis aislamientos, mientras que cinco cepas presentaron baja sensibilidad a este
fungicida. El producto quimico benomyl no fue eficaz inhibiendo la germinacion de las
conidias de Colletotrichum, los valor de absorbancia indican que los 11 aislamientos
fueron resistentes a esta molécula. Difenoconazol evidencié un efecto negativo sobre la
germinacion de las conidias, cinco aislamientos mostraron baja sensibilidad al fungicida.
Los productos de contacto presentaron mejores efectos sobre la germinacién de la
conidias que los fungicidas sistémicos. Seis de los aislados evaluados mostraron menos
sensibilidad al mancozeb, cuatro al captan, y dos al clorotalonil, sin embargo todos estos
estuvieron por debajo del testigo. Las cepas DRN2, DRN1, DAL5A, DAL5B, DAL2B y
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DALZ2A, fueron las mas resistentes a los fungicidas. El aislado DAL3 fue el mas sensible
a fungicidas a base de mancozeb, captan y difenoconazol, mientras que DRL7 fue el
mas sensible a azoxystrobin, benomyl y clorotalonil.
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Figura 17. Efecto de la interaccion entre el fungicida y aislado sobre la germinacién de
Colletotrichum spp. usando el valor de absorbancia a 450nm. A: azoxystrobin. B:
benomyl. C: difenoconazol. D: mancozeb. E: captan. F: clorotalonil. C. fructicola estuvo
representado por los aislados DAL2A, DAL5SA, DRL6 y DRL7. C. gloeosporioides estuvo
representado por los aislados DAL3, DRN2, DRL4, DRN1, DAL2B, DAL6B y DALS5B.
Medias con una letra comuln son estadisticamente iguales (p<0,05) segun la prueba de
comparacion multiple de Tuckey.
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El efecto de los fungicidas sobre la germinacion de las conidias de los aislados de
Colletotrichum no se manifiesta de manera similar con respecto a la inhibicién del
crecimiento micelial, puesto que estos dos fendmenos son procesos vitales del hongo
completamente diferentes entre si (Osorio, 1989). No obstante, se presentan algunas
similitudes, por ejemplo, los fungicidas de contacto captan y clorotalonil fueron los mas
eficaces inhibiendo la germinacion de las conidias en comparacion con el Mancozeb,
mientras que los fungicidas sistémicos azoxystrobin, benomyl y difenoconazol se
comportaron de manera similar y tuvieron un efecto mas bajo en la inhibiciéon de la
germinacién. Esto situacion se ha observado en diferentes estudios, donde se revelo
que la azoxistrobina no inhibié la germinacion de las esporas de C. acutatum a
concentraciones de hasta 100 pyg.ml? (Forcelini et al., 2016). Los experimentos in vitro
sobre aislados de Colletotrichum acutatum en Aji mostraron que la azoxistrobina inhibian
tanto el crecimiento del micelio como la germinacién de las esporas, mientras que el
mancozeb solo era eficaz para inhibir la germinacién de las esporas, y el difenoconazol
fue eficaz para inhibir el crecimiento del micelio (Gao et al., 2017). En un trabajo se
determind la toxicidad del difenoconazol para Colletotrichum fructicola aislados del
cultivo de Pera, y se encontr6 que tenia una alta actividad inhibidora contra el
crecimiento micelial, pero la inhibicion contra la germinacion de los conidios era débil
(Liang et al., 2020).

El efecto de los fungicidas sobre la germinacion de las esporas de Colletotrichum,
evidencio que los fungicidas multisitio fueron mas eficaces que los productos sistémicos,
probablemente esto se deba a que este fungicida actla directamente sobre la
germinacion de las esporas. Estos resultados coinciden con los ensayos de Moral et al.,
(2018) donde realizaron una evaluacion preliminar de fungicidas y compuestos naturales
para el manejo de la antracnosis del olivo causada por especies de Colletotrichum, y
encontraron que el captan fue eficaz para inhibir la germinacion de los conidios (Moral et
al., 2018).

Por otro lado, estudios sobre la sensibilidad de Colletotrichum gloeosporioides en café
arroj6 que la germinacion de conidios, fue inhibida con mayor eficacia a bajas
concentraciones por el fungicida de contacto clorotalonil (Ferreira et al., 2009). El efecto
de los fungicidas sobre el crecimiento micelial y la germinacién de los conidios del hongo
de la pudricion de la raiz Cylindrocarpon destructan, encontré que el benomil fue efectivo
contra el crecimiento de micelial, pero no mostré una inhibicion superior al 30% en la
germinacion de las conidias, sin embargo, el efecto de inhibicibn de Mancozeb fue del
99% a una concentracion de 100 ug / mL (Shin et al., 2017).

Los ensayos colorimétricos, mediante la lectura de la absorbancia se han utilizado
recientemente como una metodologia rapida y precisa para la deteccién de sensibilidad
de los patogenos a distintos fungicidas. Rosado (2016) en ensayos colorimétricos in
vitro, encontré que los fungicidas clorotalonil, pentiopirad y iprodinil+Fludioxonil fueron
los que mejor inhibieron el crecimiento micelial de C. gloesporioides y C. alatae
asociados a la antracnosis del fiame en Puerto Rico.
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Esta metodologia también fue empleada para determinar la sensibilidad de aislados de
Fusarium a fungicidas y se evidenciaron fuertes relaciones entre el método por
absorbancia y los métodos tradicionales de placa perforada, concluyendo que en
general, el método por colorimetria fue eficaz y ahorré tiempo (Frac et al., 2016). En
busca de evaluar el estado de resistencia a fungicidas y encontrar opciones de control
qguimico para el patégeno Pyrenopeziza brassicae, en este estudio, la deteccién in vitro
reveld6 que las poblaciones europeas se habian desplazado hacia una menor
sensibilidad a los azolicos, pero la poblacion de América del Norte era muy sensible
(King et al., 2021).
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7. CONCLUSIONES

La antracnosis del iame en el departamento de Cdérdoba se manifiesta con
diferentes sintomas en campo, los cuales se diferencian por el tamafo, color,
halo, forma y ubicacion en la hoja.

Las cepas de Colletotrichum spp. obtenidas, presentaron diferentes grados de
virulencia y capacidad de afectar las especies de D. alata y D. rotundata.

Las siete accesiones de fame evaluadas, presentaron diferentes niveles de
resistencia a la antracnosis; cuatro de ellas fueron clasificadas por ser altamente
resistentes y resistentes a la enfermedad.

Las 11 cepas de Colletotrichum spp., aisladas de hojas con sintomas de la
antracnosis, tuvieron variabilidad morfoldgica y genética entre si, identificandose
dos especies C. gloeosporioides y C. fructicola, siendo esta ultima, una especie
gue no ha sido reportada en Colombia.

La sensibilidad de los aislados de Colletotrichum spp. a diferentes moléculas de
fungidas, pudo valorarse empleando el método convencional de crecimiento de la
colonia en cajas de Petri; asi como con el método de la absorbancia de la
germinacion de esporas; constituyéndose el método de la absorbancia como una
nueva estrategia para valorar la sensibilidad de Colletotrichum a nuevas
moléculas fungicidas.

Las especies de C. gloeosporioides y C. fructicola fueron sensibles a las
moléculas de azoxystrobin, difenoconazol, clorotalonil y captan; con reducida
sensibilidad a benomyl y mancozeb. Por lo tanto, los primeros pueden ser usados
en programas de manejo integrado de la enfermedad.
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8. RECOMENDACIONES

Analizar la diversidad genética de los aislamientos de Colletotrichum mediante la
secuenciacion parcial de diferentes genes.

Estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la resistencia a benomil en
las especies de Colletotrichum en fiame

Analizar las influencias de las variables ambientales y realizar ensayos de campo
para verificar los efectos de los fungicidas.
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