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Resumen

El Caucho Natural, producto del arbol de Caucho (Hevea brasiliensis), fue identificado a
comienzos de siglo dentro de la apuesta exportadora de Colombia, por lo que las areas
cultivadas se incrementaron vertiginosamente entre el 2005 y 2015 como respuesta a una
anhelada creciente demanda mundial e interna para la industria manufacturera. Producto de
la combinacion de diferentes factores epidemioldgicos, los cultivos de caucho en las nuevas
areas vienen siendo afectados por un incremento en las afecciones ocasionadas por el
organismo patdgeno Colletotrichum spp., hongo Ascomyceto, agente causal de la
Antracnosis y la caida secundaria de las hojas, con la consecuente pérdida de area foliar e

incremento en los costos de manejo del cultivo (Tapiero, 2013).

A pesar de la dispersion generalizada y en ausencia de conocimiento al respecto de la
estructura poblacional especifica responsable de la composicién de especies que causan
infeccion en los diferentes nucleos productivos de Colombia, se propuso caracterizar a nivel
de especie 40 aislamientos de Colletotrichum spp. adquiridos de lesiones sobre clones
susceptibles y de diferente procedencia (llanos orientales, piedemonte amazoénico y zona
marginal cafetera). En consecuencia, se determinaron las caracteristicas morfolégicas de la
colonia del hongo, tales como color, y tasa de crecimiento; y se determind la presencia de
acérvulos, forma y tamafio de conidias y apresorios. Se realizé la caracterizacion molecular
mediante el uso de cebadores especificos para la determinacion de complejos de especies
de Colletotrichum, Cgint-ITS4 para C. gloeosporioides, Calnt2-ITS4 para C. acutatum y Coll-
ITS4 para C. boninense. Adicionalmente se amplificaron y secuenciaron, las regiones ITS-
ADNr y los genes informativos GAPDH y TUB2 para en conjunto someter esta informacion a

un analisis filogenético por complejo de especies.

Finalmente, se realizaron pruebas de patogenicidad con los aislamientos origen de la
caracterizacion con el objeto de confirmar la evidencia de la causalidad mediante la
reproduccion de los sintomas caracteristicos de la enfermedad y los signos del patégeno. De
esta manera se obtuvo que la composicion poblacional del patégeno esta compuesta por 10
especies con relaciones filogenéticas a nivel de 3 complejos de especies; C. siamense, C.
fruticola, C. aeschynomenes, C. tropicale y C. gloeosporioides del complejo C.
gloesporioides; C. laticiphilum, C. orchidophilum, C. paxtonii y C. limetticola del Complejo C.

acutatum; y del complejo C. boninense la especie C. boninense.
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Palabras clave: Antracnosis, Andlisis filogenético, Colletotrichum spp., Hevea brasiliensis.

Abstract

Natural Rubber, product of the rubber tree (Hevea brasiliensis), was identified at the
beginning of the century within the exporting bid of Colombia, reason why the cultivated
areas increased vertiginously between 2005 and 2015 in response to a desired global
demand and internal for the manufacturing industry. As a result of the combination of
several epidemiological factors, different plant organs have been experiencing an
increase in the symptoms of Antracnoses, descendent death and Secondary Falling
Leaves (SFL), resulting in the loss of foliar area and the increment of crops management

costs.

Aiming to know the specific composition of the pathogen, isolates of Colletotrichum have
been differentiated by origin (clone) and source (llanos orientales, piedemonte amazénico
and zona marginal cafetera). These isolates were characterized morphologically by
colony color, and growth rate; and the presence of acérvulos, shape and size of conidia
and appressoria were determined. Molecular characterization was performed by using
specific primers for the determination of complexes of Colletotrichum species, Cgint-ITS4
for C. gloeosporioides, Calnt2-ITS4 for C. acutatum and Coll-ITS4 for C. boninense.
Bayesian inference phylogenetic analysis was conducted after amplifying and sequencing
the ITS-ADNr regions with the primers of the informative genes GAPDH and TUB2.
Finally, pathogenicity tests were carried out with the isolations originating from the
characterization in order to confirm the evidence of the causality by reproducing the

characteristic symptoms of the disease and the signs of the pathogen.

The morphological characters were indifferent to the analyzed species, but their belonging
to Colletotrichum was corroborated. The phylogenetic analysis identified 10 species, C.
siamense, C. fruticola, C. aeschynomenes, C. tropicale and C. gloeosporioides for
complex C. gloesporioides; C. laticiphilum, C. orchidophilum, C. paxtonii and C. limetticola

for complex C. acutatum; and for the complex C. boninense, the specie C. boninense.

Keywords: Antracnoses, Colletotrichum spp., Hevea brasiliensis, Phylogenetic Analysis.
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Introduccioén

El arbol de caucho (Hevea brasiliensis) es originario de la zona ecuatorial de Suramérica.
Su dispersién natural ocurre principalmente en la gran cuenca del rio Amazonas,
cubriendo un amplio territorio ocupado en la actualidad por Brasil, Bolivia, Pert, Ecuador,
Venezuela y Colombia (Gasparotto et al., 1997). Actualmente, la producciéon mundial es
ligeramente superior a la demanda en el mercado internacional (CCC, 2015), y se
concentra en Asia con un 93%, siendo Indonesia (33%), Tailandia (22%), y Malasia
(12%) los lideres mundiales, seguidos por los paises Africanos (5%) y América Latina
(2%) (CCC, 2015). En Colombia, el nimero de hectareas sembradas en caucho natural
(Hevea brasiliensis) es marginal con respecto al potencial productivo del pais. Los
célculos mas conservadores estiman en cerca de 263.000 ha el area 6ptima para el
establecimiento de plantaciones de caucho, area que puede ser de hasta 900.000 ha si
se incluyen zonas con algun tipo de restricciones para ser consideradas de “escape” al
Mal Suramericano de las Hojas (por sus siglas en ingles SALB), principal enfermedad del
Caucho Natural (CONIF, 1997).

Colombia cuenta con aproximadamente 52.221,7 hectareas, de las cuales el
departamento de Meta contribuye con 18.498,3 hectareas, seguido por los
departamentos de Vichada (9.850,3 ha), Santander (7.923,9 ha), Caqueta (4.471,9 ha) y
Antioquia (3.755,9 ha). Existen aproximadamente 3.178,1 hectareas en produccion y
47.047,1 hectareas en sostenimiento (CCC, 2015). Los departamentos con mayor area
en produccion son, Caqueta con 1.172,3 hectareas, seguido por Meta, Santander, Caldas
y Antioquia, sumando 1.632,3 hectareas. Los departamentos que tienen la mayor area en
etapa de sostenimiento son Meta, Vichada y Santander, con 34.310,6 hectareas, las
cuales de acuerdo a los datos de siembras serian potenciales para entrar a etapa
productiva los préximos afios (CCC, 2015). El caucho natural se encuentra dentro de la
apuesta exportadora de Colombia por lo que las areas cultivadas se incrementaron
vertiginosamente entre el 2005 y 2015 como respuesta a una anhelada creciente
demanda mundial e interna para la industria manufacturera. Producto de la combinacion
de diferentes factores epidemiolégicos, las plantaciones en la mayoria de las areas ha

venido siendo afectada por un incremento en la afeccion de Colletotrichum spp. agente
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causal de la Antracnosis y la caida de las hojas CLF por sus siglas en ingles
(Colletotrichum Leaf Fall), ocasionando pérdidas de area foliar e incremento en los costos
de produccion derivados de su manejo (Tapiero, 2013). El desarrollo de la situacion se
relaciona directamente con las condiciones del ambiente, particularmente por efectos de
la coincidencia de estados foliares receptivos (A-C) durante el desarrollo de plantas, con
épocas de alta humedad relativa y presencia del inéculo de Colletotrichum spp. La
intermitencia en la frecuencia de las precipitaciones derivadas de efectos moduladores
del clima, el incremento de la temperatura, la transformacién del paisaje con la expansién
de la frontera agricola, la proximidad de areas de cultivo con predios desatendidos
(Tapiero 2013), la resistencia del patégeno al control quimico inadecuado y el
desconocimiento de la composicion de especies de Colletotrichum, han venido afectando
el cultivo, particularmente provisto de una base genética reducida por la que han optado

la mayoria de los agricultores de Caucho Natural a nivel nacional.

La antracnosis conocida desde 1905, fue inicialmente atribuida al ascomiceto
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. &. Sacc. in Penz, y actualmente es
asociada a un colectivo de especies con morfologia y patogenicidad variable en un
amplio rango de hospederos (Damm et al, 2012; Weir, 2012). La plasticidad fenotipica,
preferencia por el hospedero y estilo de vida clasificado ampliamente como necrétrofo,
hemiibiétrofo, quiescente y enddfito (De Silva et al., 2017; Sreenivasaprasad et al., 2005),
han sido criterios empleados para la identificacion de especies de Colletotrichum ademas
de proporcionar informacién util sobre las interacciones planta-patégeno. Actualmente no
se conocen especies de Colletotrichum estrictamente saprofitas y algunas especies
enddfitas pueden convertirse en patdégenas (Freeman & Rodriguez, 1993;
Zabalgogeazcoa, 2008). Los cambios fisiolégicos, bioquimicos y ambientales de la
interaccion hospedero-patégeno pueden activar diferentes vias de transduccion de
sefiales defensivas relacionadas con las respuestas tanto del hospedero como del
patdégeno, importantes para mantener o facilitar la transicion de “estilos de vida” o
estrategias de invasion del organismo causal (Lu et al., 2004; Liu et al., 2007; Joshee et
al., 2009; Prusky et al ., 2013; Rojas et al., 2010; Yuan et al., 2011). La caracterizacion
del agente etiolégico de una enfermedad es fundamental para la comprension de

patosistemas en procura de alternativas de manejo. La evaluacién de sintomas y signos,
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técnicas de microscopia, determinacion de la patogenicidad, y analisis moleculares,
permiten la identificacion polifasica de un patégeno (Putnam, 1995). En consecuencia,
para el control efectivo de la enfermedad se requiere del desarrollo de técnicas que
permitan mayor rapidez y confiabilidad en la identificacién (Ward el at., 2004). El presente
trabajo se orienté a la identificaciébn de especies de Colletotrichum asociadas a la
Antracnosis de tres nucleos productivos de Caucho Natural en Colombia, para el
desarrollo de diagndsticos mejorados y la aplicacién de métodos integrados de control a
la enfermedad que mitiguen la incursion de otras especies exoticas.
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Objetivos

Objetivo General

Identificar las especies de Colletotrichum asociadas a la Antracnosis de tres nucleos

productivos de Caucho Natural en Colombia.

Objetivos Especificos

» Caracterizar morfolégicamente aislamientos de Colletotrichum spp. obtenidos a
partir de plantaciones comerciales de Caucho Natural con sintomas de

Antracnosis.

= Identificar molecularmente los complejos y especies de Colletotrichum asociados

a la antracnosis del Caucho Natural en plantaciones comerciales de Colombia.

» Realizar pruebas de patogenicidad para la determinacion de especies de
Colletotrichum causales de antracnosis en plantaciones comerciales de Caucho

Natural.
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1. Estado del Arte

1.1 Descripcion de la planta

El caucho es una planta que pertenece a la familia Euphorbiaceae, todas sus especies
son arbéreas y lefiosas. Sus raices son pivotantes de gran longitud, ubicadas en los
primeros 80 centimetros de profundidad. El tallo es vertical, cilindrico y levemente
dilatado en la base. Las hojas son reclinadas, trifoliadas con peciolos largos, en estados
jovenes son de color cobrizo, pasando a un verde claro brillante y en su madurez, son de
color verde oscuro (Gasparotto et al.,, 1997; Goncalves et al.,, 2001). Las flores,
masculinas y femeninas, se encuentran agrupadas en una inflorescencia que tiene forma
de racimo y color amarillo claro. El fruto es una capsula dehiscente, de tres celdas, con
una semilla en cada una de ellas; y la semilla tiene forma redondeada, su epidermis
presenta manchas oscuras sobre un fondo mas claro, regularmente de color café o

marron (Gasparotto et al., 1997).

El crecimiento del arbol de caucho es ritmico hasta los 3 afios, durante este periodo las fases
de crecimiento se alternan con épocas de dormancia, por lo cual el arbol crece mediante una
sucesion de lanzamientos foliares, dependientes de factores genéticos y ambientales (Guyot
et al., 2001). Las plantas de caucho presentan un periodo anual de defoliacién a partir del
tercer o cuarto afio, generalmente al inicio de la estacion seca, seguido de un flujo uniforme
de brotaciones. La duracion, intensidad y velocidad de ese periodo de renovacion foliar varia
de clon a clon (Furtado, 1996) y segun las condiciones ambientales, cuanto mas rapido y
pronunciado sea el decrecimiento de las lluvias, mas rapida y uniforme es la senescencia y
caida de las hojas (Gasparotto et al., 1997). La fase de establecimiento o periodo
improductivo del cultivo se presenta durante los primeros 5 afios, dependiendo del genotipo.
Al finalizar este periodo, se inicia la fase productiva y colecta de latex hasta por 30 afios, no
obstante, el rendimiento puede declinar gradualmente con la edad de la planta. Finalizada la
etapa de extraccion del latex, los arboles pueden ser fuente madera haciendo del cultivo en

un sistema de doble propésito (Corley, 1983).
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1.1.1 Ontogenia Foliar

Los ciclos de la ontogenia foliar comprenden cuatro fases relacionadas con el nivel de
actividad del meristemo apical y con las etapas de desarrollo foliar. La fase A comprende
la formacion de primordios foliares y de yemas axilares, dura en promedio nueve dias; la
fase B es la de elongacion inicial, tiene una duracion media de 10 dias y presenta dos
etapas: B1, donde los foliolos tienen una alta concentracion de antiocianina y estan en
posicién vertical con el 4pice hacia arriba y B2, donde los apices de los foliolos se voltean
hacia abajo y presentan coloracion antocianica menos intensa; en la fase C los foliolos
son flacidos y de color verde, dura aproximadamente ocho dias; la fase D, donde se da la
dormancia de la yema apical cuando las hojas estdn totalmente desarrolladas,
normalmente dura 13 dias. Los hongos son los principales agentes causales de
enfermedades de importancia econémica en el cultivo de caucho, siendo los
responsables de casi el 100% de los casos (Gasparotto et al., 1997, Gasparotto et al.,
2012). Los estadios foliares son importantes en las relaciones patégeno-hospedero,
debido a que pueden interactuar con las etapas de desarrollo de los patégenos; en el
caso del caucho, las hojas jévenes son el tejido receptivo y las hojas adultas son mas
tolerantes. Para H. brasiliensis, el estado A-C es susceptible a la infeccidén por patégenos
foliares como Colletotrichum spp. y Microcyclus ulei; en la fase D se presenta resistencia

general a la penetracion de hongos (Sambugaro, 2007).

1.2 Usos del Caucho Natural

El caucho natural [Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. de Juss.) Muell.-Arg.], es el producto
comercial de una especie forestal caducifolia [Hevea brasiliensis (Willd. Ex Adr. de Juss.)
Muell.-Arg.] cuya principal fuente de aprovechamiento es la produccion de latex utilizado
como materia prima en diferentes sectores industriales (Compagnon, 1998). Con él se
fabrican llantas y neumaticos de automotores, guantes quirdrgicos y de aseo,
mangueras, empaques para automotores, condones, bandas transportadoras, suelas de
calzado, productos comestibles, pegantes, borradores, cubiertas aislantes de
electricidad, pinturas y lacas. Segun datos avalados, el 67% del caucho natural es
utilizado para la produccion de llantas, el 11% en guantes y productos que requieren
latex centrifugado y el 22% en otros articulos (MADR, 2009). Adicionalmente, se ha

reportado que la semilla del caucho contiene aceites con los que se produce pinturas y
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barnices; su pulpa es utilizada para alimento animal, y la madera resultante al final de su
etapa productiva, es muy apropiada para la fabricacién de enchapes y muebles de alta
calidad (Mejia, 2010; CIRAD, 2001).

1.3 Antracnosis

La palabra antracnosis derivada del griego anthrax “carbdn” significa ennegrecimiento y
con ella se denomina al grupo de enfermedades que atacan el follaje, los tallos y los
frutos, desencadenando sintomas con manchas oscuras o lesiones sumidas de borde
elevado (Agrios, 2005). Esta enfermedad es considerada de amplio espectro, ya que
afecta un sin numero de hospederos, cereales, pastos, legumbres, vegetales,
ornamentales y cultivos perennes, incluidos los arboles frutales (citricos), pino y caucho
(Afanador-Kafuri et al., 2003; Furtado y Trindade, 2005; Agrios, 2005; Talhinhas et al.,
2005; Damm et al., 2012; Weir et al., 2012).

La antracnosis en Caucho fue reportada en 1906 en Sri Lanka y posteriormente en
Malasia, donde fue reconocida como Gloesporium leaf disease (Wastie, 1973). En Brasil
tiene una amplia dispersion en la region Norte afectando ocasionalmente plantas de
caucho en todas las fases del cultivo, mientras que en la regidon sudeste se ha
presentado con evidente severidad, principalmente en Sao Paulo, Minas Gerais y Espiritu
Santo (Furtado et al., 2005).

En Colombia el caucho natural se encuentra dentro de la apuesta exportadora y las areas
cultivadas se han incrementado vertiginosamente como respuesta a una creciente
demanda mundial e interna para la industria manufacturera. Producto de la combinacién
de diferentes factores epidemiolégicos, la base genética utilizada para la siembra de las
nuevas areas ha venido siendo afectada por un incremento en la afeccion de la
Antracnosis y la caida secundaria de las hojas por sus siglas en ingles CLF (Secondary
Leaf Fall) (Tapiero, 2013), ocasionando pérdidas de éarea foliar al afectar el proceso
fotosintético y de asimilados necesarios para la sintesis del latex (Saha et al., 2002;

Gasaroto et al. 2012), incrementando los costos de produccién derivados de su manejo.

El desarrollo de la situacion se relaciona directamente con las condiciones del ambiente,
particularmente por efectos de la coincidencia de estados foliares receptivos (A-C) durante el

desarrollo de plantas, con épocas de alta humedad relativa y presencia de in6culo del
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patdgeno. La intermitencia en la frecuencia de las precipitaciones derivadas de efectos
moduladores del clima, el incremento de la temperatura, la transformacion del paisaje con la
expansion de la frontera agricola, la proximidad de areas de cultivo con predios desatendidos
(Tapiero 2013), el control quimico inadecuado, y el desconocimiento de especies del
patégeno, han venido afectando el cultivo provisto de una base genética reducida por la que

han optado la mayoria de los agricultores de Caucho Natural a nivel nacional.

1.3.1 Agente Etiologico Colletorichum spp.

Gran parte de los casos reportados de antracnosis en el pasado tienen como agente
etiolégico a Colletotrichum spp. anamorfo de Glomerella spp. Este género fue
seleccionado como el octavo grupo mas importante de hongos patdgenos de plantas en
el mundo, basado en la percepcion cientifica de su importancia econémica (Dean et al.,
2012). El numero de especies patdgenas reportadas de este organismo varia de 29 a
cerca de 700, dependiendo de la interpretacion taxondmica (Sutton, 1992; Dean et al.,
2012). En la actualidad la diversidad de Colletotrichum se ha reorganizado por complejos
de especies, a partir de informacion molecular de regiones altamente conservadas y
comprende grupos con morfologia y patogenicidad variable que cubren un amplio rango
de hospederos. Se destacan los complejos C. acutatum, C. gloesporioies y C. boninese
(Damm et al., 2012; Damm et al., 2012; Weir et al., 2012), especialmente destructivos en
frutales como la fresa (Garrido et al.,, 2009), los citricos (Peres et al., 2008), los
manzanos (Lee et al., 2007), el olivo (Talhinhas et al. 2011), los arandanos (Polashock et
al. 2009), el pino (Dingley et al., 1972) y el Caucho Natural (Saha et al., 2002; Gasparoto
et al. 2012; Sarmiento, 2013), entre otros. Colletortichum spp. es reconocido por ser
altamente destructivo y por poseer un gran potencial de infeccion cruzada consecuencia
de la capacidad infectiva de varias de sus especies sobre un Unico hospedero, o por la
facultad de una especie para infectar diversos hospederos (Afanador-Kafuri et al., 2003;
Agrios, 2005; Talhinhas et al., 2005).

Varias especies de Colletotrichum spp. se han reportado como agentes causales de
antracnosis afectando diferentes 6rganos del arbol de Caucho Natural entre las que se
destacan, Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc, C. theobromicola, C. siamense
(Furtado et al., 2005; Sarmiento, 2013), C. dematium, C. crassipes (Wastie et al.,1970),
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C. acutatum, C. costarricense, C. limetticola, C. laticiphilum (Brown et al.,1994; Sierra,
2010; Sarmiento, 2013), C. boninense y C. karstii (Sarmiento, 2013).

1.3.1.1Estilos de vida de Colletotrichum spp
En sentido amplio, los estilos de vida en las especies de Colletotrichum pueden

clasificarse como necrotrofos, hemibidtrofos, latentes o quiescentes y endéfitos; de los
cuales el hemibiétrofo es el mas comun (De Silva et al., 2017). Las diferencias en el estilo
de vida dependen de la especie Colletotrichum, la especie hospedero, la madurez
fisiologica del hospedero y las condiciones ambientales. Por lo tanto, el género
Colletotrichum ofrece una oportunidad Unica para analizar diferentes patrones de vida

proporcionando informacién util sobre las interacciones planta-patégeno.

1.3.1.2Estilo de vida Necrotrofico
Los patégenos necrotrofos son aquellos que infectan y colonizan activamente las células

vegetales y conducen a la muerte celular (De Silva et al., 2017). Los necrétrofos suelen
secretar enzimas liticas para degradar componentes vegetales o toxinas que matan los
tejidos vegetales. Posteriormente, el patégeno sobrevive en el contenido de células
muertas 0 moribundas para completar su ciclo de vida (Stone, 2001, Kleemann et al.,
2012). Casi todas las especies de Colletotrichum desarrollan una etapa necrotréfica en
algin momento de su ciclo de vida, excepto las pocas que existen enteramente como
endofitas (Prusky et al., 2013).

1.3.1.3 Estilo de vida biotrofico y hemibiotrofo
Un estilo de vida biotréfico en el sentido estricto es el lugar en el que el patégeno

permanece dentro del tejido vegetal vivo y absorbe activamente los metabolitos de las
plantas para su crecimiento sin matar las células de la planta (De Silva et al., 2017). Los
hongos biodtrofos producen estructuras especializadas, como haustorios, necesarios en el
proceso de infeccién para las especies de Colletotrichum, generalmente no son bibtrofos
verdaderos. En la biotrofia obligada los hongos deben completar su ciclo de vida en el
tejido vivo del hospedero. El grado de hemibiotrofia varia entre diferentes especies de
Colletotrichum de acuerdo con su patrén de estilo de vida tipico, ya que la transicién de un
estilo de vida biotréfico a necrétrofo depende de la etapa de desarrollo del hospedero y las

condiciones ambientales (Arroyo et al., 2005; Peres et al., 2005; Ranathunge et al., 2012).
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1.3.1.4 Estilo de vida quiescente
La quiescencia se define como un periodo prolongado de tiempo en el ciclo de vida del

hongo en el que el patégeno existe en forma latente (Prusky et al., 2013). Durante la
quiescencia, la actividad patogénica parece estar suspendida y casi no se produce
crecimiento. En estos casos, los patdgenos permanecen latentes dentro del tejido de la
planta antes de que se desarrollen los sintomas de la enfermedad (Prusky, 1996, Gomes
et al., 2013, Prusky et al., 2013, Shaw et al., 2016). Sin embargo, la etapa quiescente del
estilo de vida es dificil de definir ya que cada especie fungica puede mostrar diferentes
transiciones de la quiescencia a la necrotrofia. Los cambios fisiolégicos, bioquimicos y
ambientales pueden activar diferentes vias de transduccion de sefiales defensivas
relacionadas con las respuestas tanto del hospedero como del patdgeno, que son

importantes para mantener o facilitar la transicion del estilo de vida (Prusky et al ., 2013).

1.3.1.5 Estilo de vida endo6fito

Los hongos endofitos viven dentro de las células vegetales del hospedero como
simbiontes sin causar enfermedad aparente (Hardoim et al., 2015). Son
taxonémicamente diversos en la naturaleza y comunes en casi todas las plantas
vasculares (Lima et al., 2012). La mayoria de los hongos endoéfitos tienen una relacion
mutualista con su huésped en la que los hongos se benefician de tener un nicho,
proteccién contra la desecacion y acceso a nutrientes y productos fotosintéticos. A su
vez, el hospedero puede beneficiarse debido a que los hongos endoéfitos pueden mejorar
su crecimiento, la capacidad de tolerar estrés abidtico y aumentar la resistencia a

patégenos (Busby et al., 2016).

1.3.2 Ciclo de la enfermedad

1.3.2.1 Pre infeccion y colonizacion
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El ciclo de la antracnosis es similar para las especies botanicas que infecta (Figura 1-1). En
la mayoria de casos la infeccién causada por Colletotrichum spp. se inicia cuando el
inéculo llega al hospedero por diferentes vias como el agua y el viento (Arias et al., 2007).
En cuanto al proceso infectivo, se requieren de estructuras especializadas que involucran
conidias, tubos germinativos, apresorios, hifas intracelulares e hifas secundarias
necrotréficas. Una vez depositadas las conidias sobre la superficie del hospedero y en
presencia de condiciones favorables se forma un tubo germinativo corto que inicia su
diferenciacién hacia apresorio en un periodo de entre 12 a 24 horas (Perfect et al., 1999;
De Silva et al., 2017); esta etapa es desencadenada por la sintesis de proteinas
especificas en el patdgeno inducidas por moléculas de sefalizacion de la planta
hospedera. A continuacion, con la maduraciéon del apresorio por inclusion de capas de
melanina y sintesis de componentes osméticos activos (Agrios, 2005; Munch et al., 2008)
se forma un poro de penetracién, del cual emerge un punto delgado de crecimiento o clavo

(peg) que penetra la cuticula del hospedero (Wharton et al., 2004; De Silva et al., 2017).

Ascospores

Germination

Appressorium

Fungus overwinters as mycelium or sclerotia Anthracnose symptoms
in plant material and soil on various plants and organs

Figura 1-1. Ciclo de vida general para especies de Colletotrichum (De Silva et al., 2017).

1.3.2.2 Pos infeccion y colonizacion
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Las estrategias de infeccion mas adoptadas por muchas especies de Colletotrichum son
hemibiotrofia intracelular (Figura 1-2A) o necrotrofia intramural subcutanea (Figura 1-2B)
(O'Connell et al., 2012). En la hemibiotrofia intracelular, la fase temprana de la infeccidon
es la fase biotréfica asintomatica en la que el clavo de penetracién invade las células
epidérmicas y forma las hifas primarias que producen vesiculas de infeccién dentro de
las células epidérmicas y mesofilicas. A esto le sigue la fase necrética en la cual hifas
secundarias delgadas crecen intracelularmente e intercelularmente mientras que
secretan las enzimas que degradan la pared celular, matando las células huésped
(O'Connell et al., 2012). En la infeccion necrotrofica intramural subcutanea, el hongo
crece bajo la cuticula dentro de las paredes periclinales y anticlinales de las células
epidérmicas sin penetrar en los protoplastos; se puede presentar una fase biotréfica corta

antes de que las hifas intramurales inicien la destruccion de los tejidos colonizados

Cuticle \ Cuticle

Cuticle

(Peres et al., 2005 ,Minch et al., 2008).

Figura 1- 2. Estrategias de colonizacion adoptadas por especies de Colletotrichum.
A. Hemibiotrofia Intracelular. B. Necrotrofia subticular intramular. C. Infeccion
hemibiotréfica localizada con hifa primaria multilobulada. D. Hemibiotrofia extendida. C:



26 Identificacion de especies de Colletotrichum spp. asociadas al Caucho en Colombia

Conidia, AP: Apresorio, E: Célula Epidérmica, M: Células Mesobfilas, PH: Hifa primaria,
SE: Hifa Secundaria, MLPH: Hifa primaria multilobulada (De Silva et al., 2017).

1.3.3 Sintomas en Caucho Natural

En el arbol de Caucho, la Antracnosis se caracteriza porque los sintomas iniciales de la
enfermedad se manifiestan en las hojas jévenes, yemas y frutos. Las lesiones en las
hojas tienen de 1 a 3 mm de didmetro, generalmente son numerosas y dispersas en el
limbo, presentan su porcién central oscura, y un margen externo marréon con halo
clorético alrededor. Algunas de estas lesiones pueden presentar deterioro del tejido en su
interior, sintoma comdnmente conocido como perdigoneo (Furtado et al., 1992). Cuando
hay una afeccién intensa, las lesiones coleasen, ocasionando necrosis y deformacién
parcial o generalizada de foliolos e inflorescencias, que provocan su caida. Cuando los
foliolos son infectados en estados proximos a la maduracion, sus apices se secan y
arrugan. La enfermedad también afecta peciolos, formando lesiones necroéticas alargadas
hacia los extremos. En los frutos las lesiones ocasionan agrietamientos, pudricion de la
corteza y momificacion (Silveira et al., 1992). En las ramas verdes, las infecciones
ocurren normalmente en las inserciones con el tallo. En panel de sangria se presentan
lesiones necréticas profundas. En la mayoria de los casos, las lesiones presentan masas
rosadas correspondientes a los cuerpos fructiferos asexuales (acérvulos) del hongo
(Gasparotto et al., 1997). Colletotrichum spp. también puede ocasionar caida de las hojas
(CLF) durante diferentes estados de desarrollo, promoviendo la generacién de follaje
nuevo, o durante la refoliacion después del periodo anual de defoliacion natural. En los
clones susceptibles las consecuencias de la enfermedad son necrosis y deformacion
foliar e incluso caida de las hojas jovenes afectadas en sus estados iniciales de
desarrollo. Debido a que las hojas nuevas son sistematicamente destruidas por la
enfermedad durante toda la estacion lluviosa, los arboles se debilitan, y la densidad foliar
se disminuye sustancialmente con la muerte de ramas terminales (muerte descendente).

Estos dafos se reflejan en pérdidas de la produccion de latex (Guyot et al., 2001).

1.3.4 Epidemiologia

La colonizacion por Colletotrichum puede ocurrir en todos los 6rganos del arbol, pero la

esporulacién es mayor en lesiones jovenes presentes en frutos maduros, donde los
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acérvulos se forman en abundancia (Guyot et al., 2005). La dispersion del inoculo a
largas distancias puede ser favorecida por la altura de los arboles y el patrén de infeccion
depende fuertemente de la direccién e intensidad de los vientos. Las lluvias leves
favorecen la dispersion desde los 6rganos afectados hacia abajo por escorrentia. La
severidad de la enfermedad y la esporulacion del patégeno aumentan con la
concentracion de conidias y el tiempo de mojamiento foliar (Guyot et al.,, 2005). La
evidencia de sintomas se presenta 2 dias después de la inoculacion, pero
frecuentemente, el periodo de incubacién varia de 3 a 4 dias, y la esporulacion se
presenta luego del quinto dia (Furtado et al., 2005; Guyot et al., 2005). En condiciones
de alta concentracion de inoculo y largos periodos de humedad, las lesiones aparecen en
todos los foliolos practicamente al mismo tiempo (Guyot et al., 2005). En trabajos in vitro
se ha encontrado que C. acutatum esporula en medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa
Agar) con temperaturas que varian entre los 10 y 40 ° C con un rango optimo de 15 a 25
° C, donde la germinacién de conidias se presenta en condiciones de alta humedad
relativa (95%) (Fernando, 2000).

1.3.5 Identificacion

La plasticidad fenotipica, preferencia por el hospedero y estilo de vida clasificado en
sentido amplio como necrotrofo, hemiibiotrofo, quiescente y endoéfito (De Silva et al.,
2017; Sreenivasaprasad et al., 2005), han sido criterios empleados para la identificacién
de especies de Colletotrichum, ademas de proporcionar informacion atil sobre las

interacciones planta-patégeno (Freeman et al., 1997; Zabalgogeazcoa, 2008).

No obstante, las caracteristicas morfolégicas, como el tamafio y forma de las conidias, la
conformacion de células conidibgenas, tasa de crecimiento a temperaturas determinadas,
el color de la colonia y el tipo de micelio (Mills, 1992; Jayasinghe, 1997; Menezes, 2002)
dificultan la identificacion y clasificacién del patégeno, debido a su plasticidad fenotipica.
Por lo cual, metodologias tradicionales, combinadas con herramientas bioquimicas y
moleculares, deben considerarse complementarias en la obtencidn de diagndésticos mas

confiables.

Protocolos basados en caracteristicas bioquimicas han sido efectivos en la diferenciacion

de especies del género Colletotrichum en Caucho; pruebas de tolerancia al benomil,
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carbendazin vy tiofanato de metilo, y prueba de la proteasa en medio de hidrolisis de
caseina, permiten la diferenciacién de C. gloeosporioides y C. acutatum, siendo este
Ultimo positivo para todos los casos (Jayasinghe, 1998; Sierra, 2010; Abang et al., 2003;
Talhinhas et al., 2005).

La aplicacion de marcadores moleculares para la deteccién de patégenos ha permitido la
clasificacion de especies y subespecies de diferentes géneros fungicos. La unidad del
ADN ribosomal (ADNr) es la mas usada, y se encuentra compuesta por tres genes
codificantes para la unidad ribosomal, 18S, 28S y 5.8S, con secuencias conservadas
comunes a todos los hongos, espacios intergénicos (IGS -Intergenic Spacer) y
espaciadores internos transcriptos (ITS -Internal Transcribed Spacer-) no codificantes y
variables entre especies (Freeman et al., 1996; Sreenivasaprasad et al., 1996; Freeman
et al., 1997; Lee et al., 2000; Shen et al., 2001; Alvarez et al., 2004, Sierra, 2010),
propuestos como secuencias universales para la identificacion flngica (Schoch et al.,
2011, 2012). No obstante, Cannon et al, (2012) menciona que la identificacion de
especies de Colletotrichum basada en la region ITS, ha demostrado ser insatisfactoria, ya
gue el fragmento del gen es conservado evolutivamente para distinguir entre taxones que
pueden reconocerse empleando otros genes y combinaciones de genes. Por lo anterior,
secuencias parciales informativas de genes como [-tubulina (TUBZ2), Factor de
Elongacion 1 alpha (EF-1a), actina (ACT), calmodulina (CAL), quitina sintasa (CHS-1),
gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa (GADPH), DNA liasa (APN2), glutamina sintetasa
(GS) y manganeso superoxido dismutasa (SOD2), estan siendo empleadas para el
diagnéstico y determinacién de relaciones filogenéticas entre poblaciones (Cannon et al.,
2012; Weir et al., 2012; Damm et al., 2012).

1.3.6 Control

El uso de materiales resistentes y el conocimiento del patégeno en cuanto a su estructura
poblacional, estilo de vida, diversidad y patogenicidad, es necesario para el desarrollo de
medidas eficientes, sostenibles y duraderas para el control de la antracnosis (Afanador-
Kafuri et al., 2003).

El control quimico se ha convertido en la alternativa de manejo convencional, no
obstante, el impacto de la enfermedad ha conllevado al uso indiscriminado de fungicidas,

incrementando los costos de manejo y la resistencia por parte del patégeno (Abang et
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al., 2003; Agrios, 2005). El control de la antracnosis en caucho puede realizarse en forma
preventiva con fungicidas protectantes a base de clorotalonil y oxicloruro de cobre, en
viveros, jardines clonales y en época de refoliacion del cultivo; o mediante fungicidas
sistémicos durante los estados de desarrollo maduro de las hojas. En el panel de
sangria, el control puede ser efectuado pintando o pulverizando la superficie con
fungicidas a base de clorotalonil, clorotalonil y tiofanato de metilo, propiconazol y
tebuconazol (Furtado et al., 2005; Sierra, 2010).

Alternativas de manejo amigables con el medio ambiente como el control bioldgico
requieren estudios que permitan el entendimiento de las interacciones en el patosistema,
para garantizar una dinamica a favor del cultivo. Algunos autores reportan los géneros
Bacillus, Pseudomonas, Trichoderma y Streptomyces spp., con efecto positivo para el
control de C. gloeosporioides en diferentes cultivos (Sharma et al., 2009; Vinchira et al.,
2017).
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2.Metodologia

2.1 Colecta de muestras

Se realizaron colectas de muestras de tejidos foliares lesionados en plantaciones de
Caucho de 3 zonas productoras de Colombia, 1). Altillanura, Meta; 2). Piedemonte
amazonico, Caqueta; y 3). Eje marginal cafetero, Caldas (Figura 2-1 y 2-2; Anexo A). Las
muestras de tejido fueron tomadas de cultivos en fase de establecimiento con el clon mas
representativo del territorio nacional, RRIM 600. La seleccion se realiz6 segun criterios de
incidencia de la enfermedad, tipo de sintoma y diversidad de sintomas en érganos como
hojas, foliolos y peciolos, en diferentes estados de desarrollo. Las muestras debidamente
identificadas fueron depositadas en bolsas de papel y éstas en bolsas plasticas, y luego
se almacenaron en una nevera de icopor portatil acondicionada con paquetes de hielo

para conservar condiciones de baja temperatura.

2.2 Aislamiento y purificacion de aislamientos del
hongo

Los aislamientos se obtuvieron mediante el corte de secciones de tejido sano y enfermo
de 0.5 cm; desinfeccién en etanol al 70% por 1 min y en hipoclorito de sodio al 1% por 2
min; enjuague de 1 min en agua destilada esterilizada; secado en papel toalla estéril;
siembra de cinco porciones de tejido por caja petri con medio PDAC (papa 200 gr/l,
dextrosa 20gr/l y agar 18 gr/l y acido lactico 25%), e incubacion a temperatura ambiente
(+/-24°C) y luz continua. Los cultivos se evaluaron cada dos dias hasta observar el
desarrollo de las colonias. Estas Ultimas se identificaron de forma preliminar como
pertenecientes al género Colletotrichum spp., mediante observaciéon al microscopio de
estructuras reproductivas tales como acérvulos, masas de esporas, presencia o ausencia

del estado sexual y presencia o no de setas (aumento de 400X).
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brasiliensis).
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Figura 2-2. Puntos de muestreo departamental en plantaciones comerciales de Caucho

Natural (Hevea brasiliensis).

2.3 Cultivos monospaoricos

Cultivos monoconidiales del hongo se obtuvieron mediante la siembra en agar agua (16 g/L
de agar por 1 L de agua destilada) de una suspension acuosa de esporas, ajustada a una
concentracién aproximada de 1x10° esporas/ml. La suspensién acuosa se preparé a partir
de masas de esporas desarrolladas en las colonias del hongo (a partir de tejido sembrado
en PDAC). Dos a tres gotas de la suspension de esporas fueron dispersadas sobre el
medio con ayuda de un triangulo de vidrio, luego se incubaron durante la noche a
temperatura ambiente (+/-24°C) y bajo condiciones de oscuridad para facilitar su
germinacion. Las esporas germinadas se colectaron de forma individual utilizando para ello
una aguja de diseccién en un estereomicroscopio con aumento de 400x. Cada espora
germinada se depositdé en una caja petri con medio PDAC y se incubaron a temperatura

ambiente (+/-24°C) y luz continua hasta obtener el desarrollo de colonias individuales.
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2.4 Caracterizacion morfolégica de aislamientos de
Colletotrichum spp.

La caracterizacion morfolégica se realizé por medio de un andlisis cualitativo de
diferentes variables determinadas para estructuras reproductivas del hongo vy
caracteristicas de crecimiento. La siembra en el medio seleccionado se realiz6 a partir de
cultivos de 10 dias de edad, crecidos en medio PDAC e incubados a 22°C. De cada
aislamiento se extrajo un disco de 5 mm de diametro con agar y micelio que se dispuso
en el centro de una caja de Petri con medio PDAC y otra en medio de cultivo “Synthetic
Nutrient Deficient Agar” SNA (glucosa 0,2 g/L, sucrosa 0,2 g/L, fosfato dihidrogenado de
potasio 1 g/L, nitrato de potasio 1 g/L, sulfato anhidro de magnesio 0,25 g/L, cloruro de
potasio 0,5 g/L, agar 14 g/L) (Nirenberg, 1976), con un periodo de incubacion de 22+/-
1°C bajo condiciones de 8 horas luz y 16 horas de oscuridad por 15 dias. A cada
aislamiento desarrollado en medio PDAC se le evaluaron variables de tipo morfolégico,
tales como el color de las colonias segun el modelo RGB (Red, Green, Blue por sus
siglas en inglés), basado en la representacion del color por su composicién en términos
de colores primarios. Adicionalmente se determind tasa de crecimiento de cada
aislamiento (por triplicado) promediando la medicion diaria de diametro de la colonia (mm

por dia) cada 24 horas durante 10 dias.

Para la caracterizacion de conidias se emplearon los aislamientos crecidos en medio
SNA, realizando observaciones al microscopio (400X) para establecer su morfologia y
asignarlas a una de las tres categorias establecidas para este género: 1) Fusiformes,
lados ahusados en ambos extremos, 2) cilindricas con lados rectos y extremos redondos
en ambos lados y 3) cilindricas con lados rectos, un extremo puntudo y otro redondo
(Smith et al., 1990; Contreras, 2006). El tamafio de las conidias (largo y ancho) se
determiné promediando el valor obtenido para 50 conidias seleccionadas al azar para

cada aislamiento.

Para la produccion de apresorios por aislamiento, se tomaron 20 uL de una suspension
conidial de concentracién 1x10° esporas/ml dispuesta sobre laminas portaobjeto. Los
montajes fueron incubados bajo condiciones de camara himeda y temperatura de 22+/-1
°C durante 24 horas. Pasado éste tiempo se seleccionaron 50 apresorios al azar para la

determinacion de su forma, y tamafio (largo y ancho) bajo el microscopio (400X).
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Los datos morfoldgicos obtenidos, fueron recopilados en una matriz construida con las
medias 0 medianas de las réplicas realizadas para cada aislado y cada una de las
variables evaluadas. El andlisis de los datos se realizé convirtiendo la matriz de variables
morfolégicas en matriz de similaridad y consecutivamente en matriz de distancia
mediante el coeficiente de Gower en el programa estadistico “R”. Los resultados fueron
representados a través de un dendograma elaborado con el método de unién media

aritmética no ponderada (UPGMA) en el mismo programa.

2.5 Identificacion molecular de aislamientos de Colletotrichum
spp.

2.5.1 Extraccion de ADN

De cada aislamiento de Colletotrichum spp. se tomé un disco de agar con micelio del
hongo que fue sembrado en matraces con 100 ml de medio liquido papa dextrosa (papa
200 g/L, dextrosa 20 g/L, agua destilada 1L) mas 60 ul de ampicilina (20mg/L) para su
crecimiento. Cada aislamiento fue incubado a temperatura ambiente (+/-24 °C) y bajo
condiciones de luz permanente por un periodo de 10 dias. Pasado este tiempo, el micelio
resultante se colecté por filtracion al vacio, se secé por 24 horas a 37 °C y luego se

macerd en un mortero mediante la adicion de nitrégeno liquido.

La extraccién y purificaciéon del ADN se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por
Mahuku (2004) con modificaciones de Alvarez et al. (2004), consisti6 en la adicién de 600
uL de buffer de extraccion SDS (SDS 1%, NaCl 1.4M, EDTA 20mM y Tris-HCI pH 8.0 100
mM) al micelio macerado en un tubo eppendorf de 1.5 mil, incubacién a 65°C por 30
minutos, adicion de 200 uL de acetato de amonio 7.5M, incubacién a temperatura
ambiente por 10 minutos, centrifugacion. El sobrenadante se tratd con 500 pl de una
mezcla (24:1) de cloroformo: alcohol isoamilico, seguido de una precipitacion de acidos
nucleicos con 500 uL de alcohol isopropilico, y tratamiento con RNAsa (10mg/mil) por 30
minutos a 37°C. Recuperacién de acidos nucleicos por centrifugacién. EI ADN obtenido
se disolvio en 50 uL de buffer Tris EDTA (Tris — HCL 10 mM, EDTA 1 mM; pH 8.0). La
calidad y concentracion del ADN fue medida usando un espectrofotometro NanoDrop

2000c (Thermo Scientific, Wilmington, DE). Posteriormente se realizd una dilucion hasta
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lograr una concentracién final de ADN de 10 ng/uL para todas las muestras, para su uso

como soluciones de trabajo en las pruebas de PCR.

2.5.2 ldentificacion a nivel de complejo de especies con
cebadores especificos

La caracterizacion molecular de aislamientos de Colletotrichum spp. seleccionados de
acuerdo a su diferencia en las caracteristicas morfolégicas y lugar de procedencia, se
realizé partiendo de la identificacién a nivel de complejos de especies mediante el uso
de cebadores derivados de las regiones ITS del ADN ribosomal. La amplificacion de
regiones especificas a nivel de complejo de especies de Colletotrichum, se realiz6
utilizando una combinacion del cebador universal ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC
3) junto con el cebador especifico para el complejo C. acutatum (Calnt2) (5
GGGGAGCCTCTCGCGG 3) (White et al., 1990; Sreenivasaprasad et al., 1996;
Afanador-Kafuri et al., 2003), el complejo C.gloeosporioides (Cgint) (5
GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG 3') (White et al., 1990; Mills et al., 1992; Brown et al.,
1996) y el complejo C. boninense (Coll) (5° GCCGTCCCCTGAAAAG 3’) (Afanador —
Kafuri et al., 2003; Pileggi et al., 2009). Como controles positivos se utiliz6 ADN de las
cepas de C. acutatum slat.: GM77; de C. gloeosporioides s.lat.: GM29; de C. boninense
s.lat.; GMO01-L02, GM52-L01 y R033; y como control negativo se uso agua ultrapura
grado HPLC en lugar de ADN.

Cada reaccion (25 ul) estuvo conformada por 1X del buffer GoTaqg PCR Green Master
Mix (Promega), 0.5 uM de cada cebador, 20 ng de ADN y agua ultra pura grado HPLC
para completar el volumen final. La amplificacién del ADN se realizé en un termociclador
PTC_100, MJ Research, Inc. (Watertown, MA) utilizando un perfil térmico con una
desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 min, una desnaturalizacién por ciclo a 95°C por 30
s, apareamiento por 30s a 61°C para Coll, 62°C para Cglint, 60°C para Calnt2, y una
extension a 72°C por 90 s, para un total de 40 ciclos de amplificacién, seguido de una

extension final a 72°C por 4 min.

Los productos de PCR amplificados fueron analizados por electroforesis (6 pl/pozo)
usando un gel de agarosa (1.2 %) tefiido con SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen)

para su visualizacién. En cada gel se adicionaran 2 uL de marcador de peso molecular 1
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Kb (Gibco), con el fin de identificar el tamafio del fragmento amplificado para cada
especie. Después de la electroforesis, las imagenes de los geles fueron capturadas
usando un transiluminador de luz azul Safe Imager™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) y una
camara digital Canon ELPH 500 HS (Canon USA Inc., Lake Success, NY).

2.5.3 Filogenia de especies de Colletotrichum spp.

Las secuencias de nucleétidos fueron determinadas para tres marcadores moleculares
amplificados independientemente por PCR, incluyendo la region completa del
espaciador interno transcrito (ITS) del ADNr y secuencias parciales de los genes
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) y B-tubulina 2 (TUBZ2), usando los
pares de cebadores ITS5 (5° GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3) e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) (Cannon et al., 2012; Damm et al., 2012; Weir et al.,
2012); GDF1 (5’ GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA 3" y GDR1
(5'GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGTSI') (Guerber et al., 2003; Cannon et al., 2012;
Damm et al.,, 2012) ; y Bt2a (5° GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 3") y Bt2b (5
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC) (Cannon et al., 2012; Damm et al., 2012),

respectivamente.

Cada reaccion (50 ul) estuvo conformada por 1X del buffer GoTaq PCR Green Master
Mix (Promega), 0.5 uM de cada cebador, 20 ng de ADN y agua ultra pura grado HPLC
para completar el volumen final. Cada amplificacién se realiz6 en un termociclador PTC-
100 (MJ Research, Inc., Watertown, MA) utilizando las siguientes condiciones: Un paso
de desnaturalizacion a 95°C durante 3 min, seguido por 34 ciclos de desnaturalizacion
(95°C por 1 min), hibridacién (30 s a 52°C), elongacion (72°C por 1 min), y un ciclo final
de extension (10 min a 72°C) para las region ITS y TUB2. Los parametros de termociclaje
para la amplificaciéon del gen GADPH, consistieron de un paso de desnaturalizacion
(94°C por 4 min), seguido por 34 ciclos de desnaturalizacion (94°C por 45 s), hibridacién
(45 s a 60°C), elongacion (72°C por 1 min), y una extension final a 72°C durante 10 min.
Los productos de PCR amplificados seran analizados por electroforesis y visualizados, tal

como se describié anteriormente.

Los productos de amplificacion fueron limpiados antes de ser enviados a secuenciar. A
un volumen de 22 upl de producto amplificado se le adicioné igual volumen de una
solucién de PEG al 20% (20 g de Polyetilene glicol y 2.5M de NaCl en 100 mil de agua
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ultrapura), homogenizacion e incubacidn a temperatura ambiente (+ 24°C) por 15 min.,
centrifugacion, lavado con 100 ul de etanol al 70%, centrifugacion, secado del precipitado
y resuspension de éste con 15 ul de agua ultrapura. La calidad del ADN después del

tratamiento se evalué por electroforesis en un gel de agarosa del 0.8%.

Los electroferogramas obtenidos fueron editados, ensamblados y analizados empleando
el software Genious v 8.1.9. La concatenacidn de secuencias por aislamiento, se realizé
siguiendo el orden, GADPH, ITS y TUB2. El alineamiento multilocus por Complejo de
especies de Colletotrichum se realizé con Clustal W, y con el software MEGA v5.05, se
selecciond el modelo estadistico de sustitucion de nucleétidos de mejor ajuste, usando el

Criterio de Informacion Akaike corregido (AlCc).

Para la comparacion de especies, se usaron los datos moleculares de los genes estudiados,
gue han sido depositados en el Genbank, y que corresponden a especies tipo y aislamientos
auténticos (Tabla 2-1). La filogenia fue estimada mediante Inferencia Bayesiana en el
programa Genious v 8.1.9. Bajo esta metodologia se eligio la filogenia con mejor probabilidad
posterior muestreando los arboles de toda la distribucion de probabilidades posteriores
usando Metropolis Markov Chain Monte Carlo (MCMC). El andlisis se realiz6 dos veces,
cada uno empezando en un arbol diferente seleccionado al azar; se corrieron dos cadenas
simultaneas por 10.000.000 generaciones, con muestreo de arboles cada 1000
generaciones (resultando en un total de 10.000 arboles). Finalmente, el arbol filogenético
consenso resultante fue ajustado a un limite de probabilidad posterior de = 0,5, para

determinar la divergencia y delimitar taxonémicamente las especies.

2.6 Pruebas de Patogenicidad

Se emplearon hojas desprendidas en estado fenoldgico C (receptivas a la enfermedad)
del clon RRIM600 (susceptible). La superficie de cada una de ellas se desinfesto de
acuerdo a Bernstein et al., (1995) y los sitios a inocular fueron marcados con lapiz de
cera. La suspension de conidias de Colletotrichum spp. se ajustdé a una concentracion
inicial de 10° conidias/ml en caAmara de Neubauer. La inoculacién de cada aislamiento se
realizé en cuatro puntos de una misma hoja, por triplicado. Los controles negativos
correspondieron a hojas sobre los cuales se inocul6 agua destilada estéril, y el control

positivo correspondié a un aislamiento patogénico corroborado previamente. Todos los
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montajes fueron dispuestos en camaras humedas (90-100%), empleando benzimidazol
(50 ppm) como solucién humectante. Se realizaron observaciones diarias de desarrollo
de la enfermedad, registrando el periodo de incubacidn, la presencia o ausencia de
sintomas y signos del patégeno, y el tamafio de la lesion. Las camaras fueron incubadas

a temperatura de +/-24 °C, por un periodo de 10 dias.

Los datos fueron recopilados en una matriz construida con las medias o medianas de las
réplicas realizadas para cada aislado y cada una de las variables evaluadas. El analisis de los
datos se realiz6 convirtiendo la matriz de variables de patogenicidad en matriz de similaridad y
consecutivamente en matriz de distancia mediante el coeficiente de Gower en el programa

estadistico “R”. Los resultados fueron representados a través de un dendograma elaborado

con el método de unién media aritmética no ponderada (UPGMA) en el mismo programa.

Tabla 2-1. Descripcién de unidades taxondmicas operacionales de Colletotrichum spp.
empleadas para los analisis filogenéticos.

Cepas GenBank N° Accesion
Complejo Especies T Hospedero Procedencia
1po ITS GADPH TUB2

ICMP18608 Persea americana Israel JX010244 JX010044 JX010389
. aenigma

ICMP18686 Pyrus pyrifolia Japén JX010243 JX009913 JX010390
. aeschynomenes ICMP17673 Aeschynomene virginica USA JX010176 JX009930 JX010392

ICMP 17919 Dioscorea alata India JX010190 JX009990 JX010383
. alatae

ICMP18122 Dioscorea alata Nigeria JX010191 JX010011 JX010449

IMI1313842 Persea americana Australia JX010217 JX010018 JX010385
. alienum

ICMP18621 Persea americana Nueva Zelanda JX010246 JX009959 JX010386

ICMP18537 Coprosma sp. Nueva Zelanda JX010205 JX010005 JX010420
. aotearoa

ICMP18533 Prumnopitys ferruginea Nueva Zelanda JX010197 JX010026 JX010416

ICMP18696 Mangifera indica Australia JX010192 JX009915 JX010384
. asianum

o ICMP18580 Coffea arabica Tailandia FJ972612 JX010053 JX010406
C. gloeosporioides

. clidemiae ICMP18658 Clidemia hirta USA Hawaii JX010265 JX009989 JX010438
. cordylinicola ICMP18579 Cordyline fruticosa Tailandia JX010226 JX009975 JX010440

ICMP18613 Limonium sinuatum Israel JX010167 JX009998 JX010388
. fructicola

ICMP18646 Tetragastris panamensis Panaméa JX010173 JX010032 JX010409
. gloeosporioides ICMP17821 Citrus sinensis Italia JX010152 JX010056 JX010445

ICMP12942 Diospyros kaki Nueva Zelanda GQ329687 GQ329685 JX010375
. horii

ICMP10492 Diospyros kaki Japén GQ329690 GQ329681 JX010450

ICMP17817 Musa sapientum Kenia JX010142 JX010015 JX010395
. musae

ICMP19119 Musa sp. USA JX010146 JX010050 S'QS%ZS

IcMp1703g | Nuphar lutea subsp. USA JX010189 | JX009936 | JX010397

. polysepala

- nupharicola Nuphar lutea subsp

ICMP18187 polysepala USA JX010187 JX009972 JX010398
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. psidii ICMP19120 Psidium sp. Italia JX010219 JX009967 JX010443
ICMP1778 Carica papaya Australia JX010276 JX009934 JX010414
. queenslandicum
ICMP18705 Coffea sp. Fiji JX010185 JX010036 JX010412
. salsolae ICMP19051 Salsola tragus Hungria JX010242 JX009916 JX010403
ICMP12567 Persea americana Australia JX010250 JX009940 JX010387
. siamense
CBS 125378 Coffea arabica Tailandia JX010171 JX009924 JX010404
ICMP17958 Stylosanthes guianensis Australia JX010291 JX009948 JX010381
. theobromicola
ICMP18566 Olea europaea Australia JX010282 JX009953 JX010376
i ICMP5285 Cordyline australis Nueva Zelanda JX010267 JX009910 JX010441
ICMP18653 Theobroma cacao Panaméa JX010264 JX010007 JX010407
. tropicale
ICMP 18672 Litchi chinensis Japén JX010275 JX010020 JX010396
. xanthorrhoeae ICMP17903 Xanthorrhoea preissii Australia JX010261 JX009927 JX010448
. acerbum CBS 128530 | Maus domestica BIEr |y ea zelanda | JQo4B45e | JQU4B790 | IQUS0110
. acutatum CBS 112996 Carica papaya Australia JQO05776 JQ948677 JQO005860
. brisbanense CBS 292.67 Capsicum annuum Australia JQ948291 JQ948621 JQ949942
. australe CBS 116478 Trachycarpus fortunei Sudafrica JQ948455 JQ948786 JQ950106
. chrysanthemi IMI 364540 Chrysanthemum China JQ948273 | JQ948603 | JQ949924
coronarium, leaf spot
. cosmi CBS 853.73 Cosmos sp. Holanda JQ948274 JQ948604 JQ949925
. costaricense CBS 330.75 Coffea arabica Costa Rica JQ948180 JQ948510 JQ949831
. cuscutae IMI 304802 Cuscuta sp. Dominica JQ948195 JQ948525 JQ949846
Fiorinia externa
. fioriniae CBS 128517 (elongate hemlock scale, USA JQ948292 JQ948622 JQ949943
insect)
CBS129816 f':r[ﬁ‘tgfort'a * ananassa, Holanda JQ948418 | JQ948749 | JQ950069
. godetiae
IMI1381927 Prunus avium UK JQ948408 JQ948739 JQ950059
. guajavae IMI 350839 Psidium guajava, fruit India JQ948270 JQ948600 JQ949921
. indonesiense CBS 127551 Eucalyptus sp. Indonesia JQ948288 JQ948618 JQ949939
. johnstonii CBS 128532 fsrgl'ta:‘;m lycopersicum, Nueva Zelanda | JQ948444 | JQ948775 | JQ950095
C. acutatum . kinghornii CBS 198.35 Phormium sp Reino Unido JQ948454 JQ948785 JQ950105
. laticiphilum CBS 112989 Hevea brasiliensis India JQ948289 JQ948619 JQ949940
. limetticola CBS 114.14 Citrus aurantifolia USA Florida JQ948193 JQ948523 JQ949844
. lupini CBS 109225 Lupinus albus Ucrania JQ948155 JQ948485 JQ949806
. melonis CBS 159.84 Cucumis melo Brasil JQ948194 JQ948524 JQ949845
. nymphaeae CBS 515.78 ’S\'gg:phaea alba, leaf Holanda JQ48197 | JQU4ss27 | JQ949848
. orchidophilum CBS 632.80 Dendrobium sp. USA JQ948151 JQ948481 JQ949802
. paxtonii IMI 165753 Musa sp. Santa Lucia JQ948285 JQ948615 JQ949936
. phormii CBS 118194 Phormium sp. Alemania JQ948446 JQ948777 JQ950097
. pyricola CBS 128531 Pyrus communis, fruit rot Nueva Zelanda JQ948445 JQ948776 JQ950096
. rhombiforme CBS 129953 Olea europaea Portugal JQ948457 JQ948788 JQ950108
. salicis CBS 607.94 Salix sp. Holanda JQ948460 JQ948791 JQ950111
. scovillei CBS 126529 Capsicum sp. Indonesia JQ948267 JQ948597 JQ949918
. simmondsii CBS 122122 Carica papaya, fruit Australia JQ948276 JQ948606 JQ949927
. sloanei IMI 364297 Theobroma cacao, leaf Malasia JQ948287 JQ948617 JQ949938
. tamarilloi CBS 120814 | Solanum betaceum, fiuit, | - ooy JQU48184 | JQU48514 | JQU49835

anthracnose
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C. walleri CBS 125472 Coffea sp., leaf tissue Vietnam JQ948275 JQ948605 JQ949926

C. annellatum CBS129826 Hevea brasiliensis, leaf Colombia JQ005222 JQO005309 JQO005656

C. boninense CBS128506 fsrgl'ta:“;m lycopersicum, Nueva Zelanda | JQ005157 | JQ005244 | JQ005591

C. brasiliense CBS128528 Passiflora edulis, fruit Brasil JQ005234 JQO005321 JQO005668

- Brassica oleracea var.

C. brassicicola CBS101059 gemmifera, leaf spot Nueva Zelanda JQO005172 JQO005259 JQO005606

C. colombiense CBS129817 Passiflora edulis, leaf Colombia JQO005173 JQ005260 JQO005607

C. cymbidicola CBS123757 Cymbidium sp. Japén JQO005168 JQO005255 JQO005602

C. hippeastri CBS 241.78 Hippeastrum sp. Holanda JQ005232 JQ005319 JQ005666

C. boninense CBS128545 Capsicum annuum Nueva Zelanda JQ005207 JQ005294 JQO005641
C. karstii Cani froit

CBS106.91 | ¢ ;JLZa papaya, fru Brasil JQO05220 | JQO05307 | JQO05654

C. novae-zelandiae | CBS130240 Citrus sp. (grapefruit) Nueva Zelanda JQ005229 JQO005316 JQO005663

C. oncidii CBS130242 Oncidium sp., leaf Alemania JQO005170 JQO005257 JQO005604

. Parsonsia capsularis,
C. parsonsiae CBS128525 leaf endophyte Nueva Zelanda JQ005233 JQ005320 JQO005667
C. petchii CBS125957 Dracaena, leaf spots Holanda JQ005226 JQO005313 JQO005660
. Phyllanthus acidus, .
C. phyllanthi CBS175.67 anthracnose India JQ005221 JQO005308 JQO005655
C. tolurosum CBS102667 Elifsg"’ra edulis, leaf Nueva Zelanda | JQ005165 | JQO05252 | JQ005599

*CBS = Centraalbureau voor Schimmelcultures (Netherlands), ICMP = International Collection of Microorganisms from

Plants, IMI = CABI Genetic Resource Collection (UK)
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3.Resultados y discusion

3.1 Obtencidon de Aislamientos

Los aislamientos obtenidos a partir de hojas del arbol de Caucho Natural con sintomas
de antracnosis, resultaron en la identificacion por reconocimiento de rasgos macro y
microscopicos, asociados al género Colletotrichum. Se obtuvo un total de 40 aislamientos
monospdricos para los nucleos productivos seleccionados, 23 para el departamento del

Meta, 9 para Caldas y 8 para el Caqueta (Anexo B).

3.2 Caracterizacion morfoldgica de aislamientos de
Colletotrichum spp.
A partir del total de datos morfolégicos que comprendieron color de la colonia en medio
de cultivo; tamafio y forma de conidios y apresorios; y tasa de crecimiento de cada
aislamiento, se construy6 una matriz mixta conformada por tres tipos de variables (Anexo
C): 1. Variables continuas: tasa de crecimiento micelial, largo y ancho de conidios y
apresorios; 2. Variables categoricas: color de la colonia, forma de conidios y apresorios; y
3. Variables binarias: presencia o ausencia de acérvulos. Morfolégicamente la coleccién
fue heterogénea, incluso en un mismo aislamiento se observaron diferentes variantes
para una misma caracteristica (Tabla 3-1; Anexo D), que requirieron conforme a las

observaciones, la asignacion de categorias con mas de un rasgo.

El tratamiento de los datos con el coeficiente de similaridad y distancias de Gower, y la
respectiva representacion de agrupamientos por el método UPGMA, permitié un analisis
apropiado de la matriz generada con variables de diferente naturaleza (Anexo C), y
generd la discriminaciébn de dos morfotipos diferentes para los aislamientos de

Colletotrichum spp. obtenidos (Figura 3-1).
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Tabla 3-1. Descripcion de las categorias morfolégicas empleadas en la caracterizacion

de aislamientos de Colletotrichum spp. en Caucho.

Categoria Color de la colonia Forma de los conidios Forma de los apresorios

Blanca, anillos gris oliva, | Fusiformes, lados ahusados |Simples en su contorno, sin

masas conidiales naranja. en ambos extremos. lobulaciones.
. o Cilindricas con lados rectos y
2 Blanca, anillos concéntricos extremos redondos en ambos Poco lobulados en su
blancos. contorno.
lados
Salmén, masas conidiales en | Cilindricos, lados rectos, un .
3 anillos concéntricos, bordes | extremo redondo y otro Complejos, altamente
’ . lobulados en su contorno.
blancos. fusiforme
Gris claro, anillos concéntricos
4 gris oscuro, masas conidiales | Categoria2y 3 Categorialy 2

naranja

Gris oliva oscuro, anillos
5 concéntricos negro  oliva, | Categorialy 2 Categoria2y 3
masas conidiales naranja.

Las descripciones particulares para los dos morfotipos identificados dentro de la
coleccion de Colletotrichum spp. aislada de Caucho Natural se muestran en la Tabla 3-2.
El Morfotipo 1, presento variabilidad morfolégica con respecto al color de la colonia, sin
embargo predominaron las colonias blancas con anillos concéntricos al igual que el
morfotipo 2; la tasa de crecimiento media fue levemente mayor que la observada para el
morfotipo 2; fueron predominantes los conidios cilindricos con lados rectos, ambos
extremos redondos 6 uno fusiforme; presento apresorios poco lobulados, y complejos

altamente lobulados en su contorno; todos los aislados presentaron acérvulos.

El Morfotipo 2, presentd alta variabilidad morfolégica en cuanto al color de la colonia,
predominando las blancas al igual que el morfotipo 1; prevalecieron los conidios
cilindricos de lados rectos, un extremo redondo y otro fusiforme; los apresorios fueron
simples en su contorno, sin lobulaciones, 6 poco lobulados; ninguno de los aislamientos

desarrollo acérvulos en medio de cultivo.
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Figura 3-1. Dendograma construido por el método UPGMA a partir del coeficiente de
similaridad de Gower de las variables morfolégicas evaluadas en la coleccién de

aislamientos de Colletotrichum spp. de Caucho natural.

El color de la colonia no presenté diferencias entre morfotipos al compartir varias
categorias y predominar las colonias blancas (Tabla 3-2). Las variables continuas de
tamafio de conidios y apresorios resultaron ser las mas ambiguas, su marcada variacion
no permitié por si sola una clara diferenciacidon entre aislados (Cannon et al., 2012).
Segun Weir et al., (2012); el tamafio de los conidios para todas las especies identificadas
como pertenecientes al complejo C. gloeosporioides es razonablemente uniforme, e
incluso su diferenciacion con los complejos C. acutatum y C. boninese es dificil, debido a
gue discrepan ligeramente en la relacién largo / ancho (Moriwaki et al., 2003; Damm et al,

2012a; Damm et al., 2012b), con rangos de tamafio que a menudo se superponen
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(Cannon et al.,, Weir et al.,, 2012). Situacion similar se presenté con el tamafio de
apresorios, debido a que ambos morfotipos fueron comparables con el rango medio para
los complejos, C. gloeosporioides, C. acutatum y C. boninese, con medidas de 7-17 x 4—
9.5 um (Cannon et al., 2012); 11.3 £ 2.4 x 6.2 + 1.2 um (Damm et al., 2012a); y 10.1 £
25%x7.1+1.4 um (Damm et al., 2012b); respectivamente.

Tabla 3-2. Caracteristicas de los morfotipos discriminados mediante coeficiente de

similaridad de Gower.

Variable Morfotipo 1 Morfotipo 2
o i Minimo/Maximo 2,22 -8,74 2,59-8,70
Tasa de crecimiento (mm/dia) Media 735 6.70
Diametro final colonia .
(mMm/10 dias) Media 73,5 67
_ Categorias 1,2,3,4y5 1,2,3,4y5
Color colonia -
Mediana 2 2
3 Presencia/ausencia Oyl Oyl
Acérvulos .
Mediana 1 0
. Categorias 1,2,3,4y5 1,2,3,4y5
Forma de conidios .
Mediana 4 3
. Minimo/Maximo 8,99 - 16,27 8,58 - 15,08
Largo de conidios (um) -
Media 10,91 10,82
. Minimo/Maximo 2,60 - 4,00 2,6-3,74
Ancho de conidios (um) -
Media 3,22 3,25
) Categorias 2,3y5 1,2,y4
Forma de apresorios -
Mediana 5 4
) Minimo/Maximo 9,82-12,68 7,02 - 15,44
Largo de apresorios (um) -
Media 11,30 11,42
. Minimo/Maximo 4,78 - 7,02 410-6,91
Ancho de apresorios (um) -
Media 5,67 5,64

Variables como tasa de crecimiento diario, forma de conidios y apresorios, y presencia o
ausencia de acérvulos en medio de cultivo, permitieron la determinacidon de morfotipos
(Tabla 3-2). La tasa de crecimiento diario puede llegar a ser (til en el establecimiento de
diferencias entre especies; sin embargo, los valores estimados dependen de las
caracteristicas del medio de cultivo y las condiciones de incubacion (Weir et al., 2012).

Luego de 10 dias a 22° C, el morfotipo 1 desarrollé un diametro medio de la colonia 73,5
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mm; a diferencia del morfotipo 2 que presento una tasa de crecimiento menor y un
didmetro medio de la colonia de 67 mm (Tabla 3-2). El tamafio medio de la colonia en
medio de cultivo para especies del complejo C. gloeosporioides fue 61,56 mm durante un
periodo de 10 dias a 18° C (Weir et al., 2012); para el complejo C. acutatum de 35 mm a
20° C (Damm et al., 2012a); y para el complejo C. boninense de 40 mm a 20° C (Damm
et al.,, 2012b). Adicionalmente, se pueden presentar cultivos de crecimiento rapido que

alcanzan el diametro de la placa de agar de 85 mm en menor tiempo (Weir et al., 2012).

La forma de conidios y apresorios aunque diferenciales, fueron ambiguas para los
morfotipos obtenidos con la repeticidn de observaciones para una misma categoria. La
caracteristica morfoldégica mas conocida de C. acutatum es la forma de sus conidios con
extremos agudos (Simmonds, 1965). Sin embargo, otras formas conidiales,
especialmente las cilindricas con un solo extremo agudo, se encuentran frecuentemente
en cepas que han sido repetidamente subcultivadas, y en especies de otros complejos de
Colletotrichum spp. Incluso la diferenciacion entre C. acutatum y C. gloeosporioides es
dificil, porque existen muchas cepas intermedias con un nimero restringido de conidios
fusiformes tipicos y muchos cilindricos (Damm et al., 2012). De igual manera, los
conidios de C. boninense son similares a las de C. gloeosporioides y pueden diferir
ligeramente en la presencia de una cicatriz prominente en la base del conidio (Moriwaki
et al.,, 2003), que no fue apreciable para los aislamientos analizados provenientes de
Caucho Natural. La forma conidial es, por lo tanto, un caracter poco fiable para el
reconocimiento de especies y parece depender del hospedero/origen del aislado, o del

medio de crecimiento (Damm et al., 2012).

La forma del apresorio puede llegar a ser semejante al interior de una misma especie del
genero Colletotrichum spp. (Cannon et al., 2012); sin embargo, también se presentd la
reiteracion de una o mas caracteristicas para la misma categoria. Lo anterior, concuerda
con lo reportado por diferentes autores, ya que en cuanto a aspectos morfolégicos para
el complejo C. gloeosporioides, p.ej., se describen apresorios globosos, cortos y
cilindricos, simples o lobulados, elipticos a fusiformes, solitarios o agrupados, (Weir et al.,
2012). Los apresorios en el complejo C. acutatum se caracterizan por ser pigmentados,
simples en grupo o solitarios, a veces ondulados (Simmonds 1965, Damm et al., 2012a).

Y para el complejo C. boninense se reportan en cadenas cortas o solitarios, pigmentados
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de paredes gruesas, borde entero o crenado, raramente lobulados, de paredes lisas y
forma irregular, pero a menudo con forma de bala o navicular con una punta aguda
(Damm et al., 2012b).

La presencia 0 ausencia de acérvulos presentd diferencias en los morfotipos obtenidos,
por lo que esta variable podria definir especies debido a que no todas los desarrollan
(Weir et al.,, 2012; Damm et al, 2012a; Damm et al.,, 2012b). Adicionalmente, es
importante mencionar que la presencia/ausencia puede depender del historial y el
método de almacenamiento de los aislamientos, impactando directamente sobre las
caracteristicas de Colletotrichum spp. en medio de cultivo. Las cepas pueden volverse
"obsoletas", eludiendo la produccién de pigmentos; el micelio aéreo a menudo se vuelve
muy denso, y ademas puede perderse la capacidad de formar acérvulos y otras

estructuras como conidios o peritecios bien diferenciados (Weir et al., 2012).

Diferentes autores sugieren que los caracteres morfolégicos del hongo no son suficientes
para la clasificacion y definicion de taxas (Cay et al., 2009 y Hyde et al., 2009). Los
resultados obtenidos son consistentes con lo propuesto por autores como Bernstein et
al., (1995); Freeman et al., (1998); Peres et al., (2005); Garrido et al., (2009); Hyde et al.,
(2009); y Weir et al.,(2012), quienes afirman que las caracteristicas morfologicas de
Colletotrichum spp. pueden variar bajo diferentes condiciones de crecimiento (medio de
cultivo, temperatura, régimen de luz..), 6 pueden perderse con repiques sucesivos de un
mismo aislamiento. Para Sutton (1992), “Ningun progreso en la sistematica e
identificacion de aislamientos pertenecientes al complejo C. gloeosporioides es probable
si depende sélo de las caracteristicas morfologicas”. Lo anterior ratifica que la diversidad
morfolégica de aislamientos de Colletotrichum spp., requiere del uso de técnicas
moleculares complementarias que permitan la diferenciacion de especies (Freeman et
al., 1998; Abang et al., 2003; Cay et al., 2009 y Hyde et al., 2009).

3.3 Identificacion molecular de aislamientos de Colletotrichum
spp.

3.3.1 Ildentificacion a nivel de complejo de especies con
cebadores especificos

El cebador complejo-especifico, Cglint utilizado en combinacién con el ITS4, amplificé un
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fragmento de ADN de 450 pb para 30 de los aislamientos y la cepa referencia de C.
gloeosporioides s. lat., GM29; en los aislamientos restantes no se obtuvo amplificacién
(Anexo E). El cebador complejo-especifico Calnt2 en combinacion con el ITS4 amplifico
un fragmento de ADN de 490 pb para 9 de los aislamientos evaluados y para el
aislamiento referencia del complejo de C. acutatum, GM77. Aunque se presentaron
algunas bandas inespecificas y algunos aislamientos amplificaron doblemente con los
cebadores de C. gloeosporioides y C. acutatum, la intensidad de la banda amplificada
permitié la definicion del complejo (Anexo E). En el caso del cebador Coll utilizado en
combinaciéon con ITS4, sblo se obtuvo producto de amplificacion para 1 de los
aislamientos analizados y las cepas de referencia del complejo de C. boninense, GM01-
L02, GM52-L01 y R033, dando como resultado un fragmento de 520 pb (Anexo E).

Trabajos adelantados por Bailey et al., (1992), Afanador et al., (2003), Alvarez et al.,
(2005) y Garrido et al., (2009), sugieren que el uso de primers especificos Cglint, Calnt2 y
Coll, combinados con el cebador ITS4 pueden ser utilizados para diferenciar C.
gloeosporioides, C. acutatum y C. boninense. Aunque los resultados obtenidos
suministraron informacion sobre la determinacion de complejos de especies de
Colletotrichum, también sugieren falta de especificidad del cebador complejo-especifico
Calnt2 con la presencia de bandas inespecificas, y amplificaciones débiles para
aislamientos amplificados fuertemente con Cglnt. Estos resultados son consistentes con
lo descrito por Salcedo (2013) quien afirma la falta de especificidad de éstos primers al
amplificar cepas de C. acutatum y C. boninense, con bandas inespecificas para otros

aislamientos.
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Figura 3-2. Complejos de especies de Colletotrichum spp. asociadas a la Antracnosis del

Caucho Natural (Hevea brasiliensis) para tres nucleos productivos de Colombia.
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Los resultados obtenidos indican a C. gloeosporioides como principal complejo asociado
con la antracnosis del Caucho en Colombia, al estar presente en los 3 nucleos
productivos seleccionados, Meta, Caldas, y Caqueta; seguido por el complejo C.
acutatum presente en 2, Meta y Caquetd; y C. boninense sélo en 1, Meta (Figura 3-2;
Anexo F). Lo anterior podria también ser relativo, debido a que el nimero de asilamientos

por sitio no fue representativo, ni el mismo, para todas las zonas.

3.3.2 Filogenia de especies de Colletotrichum spp.

El andlisis multilocus para diferentes genes en la diferenciacibn de especies de
Colletotrichum, demuestra que los marcadores mas eficientes en el diagndstico son
TUB2 y GAPDH, debido a que el uso de genes que codifican proteinas y sus intrones a
menudo tienen mas variaciones que la region ITS (Cannon et al.,, 2012; Damm et al.,
2012a; Damm et al., 2012b; Weir et al. 2012). En nuestro caso se obtuvieron productos
de amplificacion de PCR para la region completa del ITS-ADNr con 600 pb, y los genes
TUB2 de 500 pb, y GADPH con 300 pb (Anexo G). Cada producto de PCR fue limpiado y
enviado a secuenciar. Los datos de secuencias de ADN fueron editados y analizados

como se describe en la metodologia.

El mejor modelo de sustituciébn de nucleo6tidos para el analisis bayesiano fue el
Hasegawa-Kishino-Yano con distribucion Gamma discreta (HKY + G) para los
alineamientos multilocus obtenidos por complejo de especies de Colletotrichum (Anexos
H-J). Este modelo fue seleccionado con base en los puntajes mas bajos del Criterio de
informacion Bayesiano (BIC) que describen el mejor patrén de sustitucion. Otros valores
también fueron considerados, el AICc (Criterio de informacion de Akaike, corregido), el
valor de Maxima verosimilitud (InL) y el nimero de parametros (incluidas las longitudes

de rama).
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3.3.2.1 Complejo de especies C. gloeosporioides

Una vez realizada la concatenacion de las secuencias de los genes GAPDH, TUB2, e
ITS, se obtuvo un alineamiento de 1148 nucleétidos, de los cuales 780 fueron

conservados, 287 sitios variables, 126 informativos para parsimoniay 172 “singlets”.

En la Figura 3-3 se presenta el arbol consenso obtenido del andlisis de inferencia
bayesiana de los aislamientos pertenecientes al complejo de especies “gloeosporioides”,
el cual consistio6 de 30 aislamientos procedentes de diferentes zonas, 35 cepas de
referencia que han sido previamente reportadas para las especies representativas, y
como grupo externo (“Outgroup”) la cepa Colletotrichum acutatum CBS112996. Se
identificaron 5 especies dentro del complejo asociadas a los aislamientos de estudio, con

probabilidades posteriores bayesianas >0,8.

Los aislamientos procedentes de los tres nucleos productivos de Caucho, MetaHLD2,
CaquetalTA16, CaquetalTA18, CaquetaASO2, MetaMNA4, MetaMNA2, CaquetalTA14,
MetaTG6, CaquetaASO4, CaldasCRIS1, MetaTG2, MetaTG1, MetaSNC1, MetaMNA3,
MetalLIB3, MetalLIB5, CaldasAFR4, CaldasAFR1 y CaquetalTA15, correspondientes al
50% de la poblacion de estudio, se agruparon con una probabilidad posterior de 0,87 con
las cepas de referencia ICMP12567 e ICMP18642 de la especie C. simanse. Segun
Wikee et al. (2011), Colletotrichum siamense fue descrito originalmente a partir de
aislamientos obtenidos de plantas de café en Tailandia, no obstante, esta especie es
biolégica y geogréficamente diversa, y se encuentra en muchos hospederos en varias
regiones tropicales y subtropicales. Salcedo (2013), describe algunos aislamientos
asociados a la antracnosis foliar en H. brasiliensis en Brasil que fueron identificados
empleando filogenia molecular como C. siamense (Sara, 2013). Weir et al., (2012),
reporta esta especie en el analisis de 30 aislamientos que formaron un clado
monofilético, el cual no fue posible subdividir mas, puesto que las secuencias ITS no lo
separaron confiablemente de C. fructicola 6 C. tropicale. Esta especie fue bien

diferenciada con el andlisis de la regién TUB2.

Los aislamientos provenientes de Caldas y Meta, CaldasVIV10, CaldasVIV9,
CaldasCRIS6, MetaHLD4 y CaldasVIV11, se agruparon en un clado bien resuelto con
una probabilidad posterior de 0,93 junto con la especie C. fructicola ICMP18646. Esta

especie es también bioldgica y geograficamente diversa; fue originalmente reportada de
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granos de café en Tailandia, como enddfito en varias plantas de América Central (Rojas
et al., 2010; Weir et al., 2012) y en diversos hospederos de Africa, Europa y Australia
(Weir, et al., 2012; Phoulivong, et al., 2012; Sharma & Shenoy, 2013; Jiang, et al., 2014).
En Colombia, C. fructicola se ha reportado como agente causal de antracnosis en tallos
de mora (Rubus glaucus B.) del ecotipo Castilla (Afanador-Kafuri, et al., 2014) y en frutos
de aguacate cv. Hass (Gafan et al.,, 2015). Filogenéticamente esta especie fue bien
diferenciada de las especies C. aeschynomenes y C. siamense empleando las regiones
ITS, TUB2 y GADPH, aunque también podrian emplearse regiones como la Glutamina
sintasa (GS) o la Superéxido dismutasa (SOD2) (Weir et al., 2012).

Los aislamientos MetaSNC2, MetaSNC3, MetaSNC4, fueron agrupados con la cepa de
referencia C. aeschynomenes ICMP17673, con una probabilidad posterior bayesiana de
0,95. Esta especie fue reportada en USA, Arkansas, en lesiones de Aeschynomene
virginica y como biocontrolador de malezas (Collego) (Ditmore et al., 2008). Esta especie
es también geogréfica y biolégicamente diversa y se ha reportado en una amplia gama
de hospederos. Genéticamente es cercana a C. siamense y C. tropicale, y difiere
morfolégicamente de ellas al tener conidios ligeramente mas largos, y apresorios
fuertemente lobulados (Weir at al., 2012). Al igual que las especies ya mencionadas, las
secuencias ITS no distinguen a C. aeschynomenes de C. fructicola. Estos taxones se
distinguen mejor usando TUB2, GAPDH 6 GS (Weir et al., 2012).

El aislamiento CaquetaASO10 se agrup6 con las cepas de referencia C. tropicale
ICMP18672 e ICPM18653, con una probabilidad posterior de 0,97. Rojas et al. (2010)
reporta a C. tropicale aislado de una amplia gama de hospederos en bosques tropicales
de América, en frutas, y como enddfito foliar. Colletotrichum tropicale es genéticamente
cercano a C. siamense, ambas especies comparten caracteristicas morfolégicas, como
crecimiento lento en medio de cultivo, apresorios simples, conidios cortos y anchos con
extremos ampliamente redondeados (Weir, et al., 2012). Las secuencias ITS no separan
a C. tropicale de algunos aislados de C. siamense 6 de algunos C. queenslandicum. Esta
especie es bien diferenciada con las regiones TUB2, CHS-1, GS 6 SOD2 (Weir, et al.,
2012).
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Figura 3-3. Arbol filogenético consenso basado en inferencia bayesiana, ilustrando la
relacion entre los aislamientos de Colletotrichum en el complejo de especies
“gloeosporioides”. El arbol fue construido usando secuencias concatenadas de la regién
completa del ITS-ADNr y los genes GDPH y TUB2. Colletotrichum acutatum
(CBS112996) fue usado como Outgroup. Los numeros presentes en cada clado

representan las probabilidades posteriores.
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Los aislamientos CaldasVIV5 y CaldasPOR1 se agruparon con la especie C.
gloeosporioides ICMP112999 con probabilidad posterior igual a 1. ElI nombre
Colletotrichum gloeosporioides es actualmente de uso comdn en dos sentidos, uno
genético (especie) y otro biolégicamente mas amplio, conocido como el complejo de
especies C. gloeosporioides s. lat. Weir et al.,, (2012), reporta a Colletotrichum
gloeosporioides f. heveae originalmente descrito a partir de aislamiento de lesiones sobre
hojas de plantulas de Hevea brasiliensis de Sri Lanka. De igual manera, Carpenter y
Stevenson (1954) describen otras especies de Colletotrichum, Gloeosporium vy
Glomerella a partir del caucho, sinénimas de C. gloeosporioides. Las secuencias ITS

separan bien a esta especie de las demas del complejo.

Las secuencias ITS, el gen oficial como cédigo de barras para los hongos (Seifert, 2009;
Schoch et al.,, 2012), no resuelve del todo las relaciones dentro del complejo C.
gloeosporioides (Weir et al., 2912). La definicion de especies fue posible sobre la base
del andlisis multilocus filogenético de las regiones empeladas TUB2, GADPH, ITS. El
complejo de especies de C. gloeosporioides es un clado bien soportado con valores de
probabilidad posterior bayesiana igual a 1 para 22 especies (Weir et al., 2012). Es muy
diverso en términos de morfologia e incluye una cantidad importante de patégenos de
plantas (Cannon et al., 2012). Weir et al. (2012) identificaron los subclados Kahawae y
Musae dentro de éste complejo de especies, que filogenéticamente estan bien
respaldados con base en los analisis multilocus de cepas “tipo” 6 “auténticas”. El clado de
Musae incluye las especies C. fructicola, C. musae, C. nupharicola, C. siamense y C.
tropicale; y el clado Kahawae incluye C. cordylinicola, C. psidii y C. kahawae. Por lo cual,
las especies identificadas asociadas al Caucho Natural pertenecientes al complejo C.

gloeosporioides, hacen parte del clado Musae.
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3.3.2.2 Complejo de especies C. acutatum

Una vez realizada la concatenacion de las secuencias de los genes GAPDH, TUB2, e
ITS, se obtuvo un alineamiento de 1055 nucleétidos, de los cuales 717 fueron

conservados, 284 sitios variables, 116 informativos para parsimonia y 158 “singlets”.

En la Figura 3-4 se presenta el arbol consenso obtenido del andlisis de inferencia
bayesiana de los aislamientos pertenecientes al complejo de especies “acutatum”, el cual
consistié de 9 aislamientos procedentes de Caucho Natural, adicionalmente a 31 cepas
referencia que han sido previamente reportadas para las especies representativas; y
como Outgroup la cepa Colletotrichum gloeosporioides CBS112999. Se identificaron 4
especies dentro del complejo asociadas a los aislamientos de estudio, con probabilidades

posteriores bayesianas >0,8.

Los aislamientos MetaTG3, MetaTG4, MetaTG5, MetaHLD5, MetaMTZ1 fueron
agrupados en un clado bien resuelto junto con dos cepas referencia de C. laticiphilum
CBS112989 y C. Kinghornii CBS198352, con una probabilidad posterior bayesiana de
0,97. Para la determinacion de especies, los aislamientos podrian relacionarse con C.
laticiphilum cuya etimologia, del griego latex = leche, y philus = afin; se refiere a su
hospedero original el Caucho Natural. La enfermedad en la hoja ocasionada por
Colletotrichum (Colletotrichum leaf disease, CLD) causa pérdidas y disminuciéon del
rendimiento en Hevea brasiliensis para el sudeste asiadtico (Brown y Soepena 1994;
Jayasinghe et al.,, 1997; Saha et al.,, 2002). Al principio el patégeno se identificaba
rutinariamente como C. heveae (Petch 1906) y luego se suponia que era C.
gloeosporioides (s.lt.) (Carpenter & Stevenson 1954, von Arx 1957). Jayasinghe y sus
colegas encontraron que la mayoria de las cepas examinadas de Sri Lanka pertenecian a
C. acutatum (s.lt.). En Brasil aislamientos asociados a la antracnosis en H. brasiliensis
fueron identificados como C. laticiphilum (Salcedo, 2013). Esta especie es separada de
otras por las secuencias TUB2, GAPDH y CHS-1.

El aislamiento MetaMNAG6 se agrupo con la cepa de referencia C. paxtonii IMI165763 con
una probabilidad posterior bayesiana igual a 1. Esta especie de Colletotrichum ha sido
asociada con la especie C. musae; en uno de los clados principales del complejo de
especies de C. gloeosporioides (Weir et al., 2012). En Damm et al., (2012b), una de las

cepas analizadas como C. paxtonii fue estudiada por primera vez por Sherriff et al. (1994)
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utilizando el nombre C. musae; sin embargo, Johnston y Jones (1997) confirmaron que

era un miembro del complejo C. acutatum. Empleando TUB2 y GAPDH fue posible

diferenciar Colletotrichum paxtonii de otras especies.
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Figura 3-4. Arbol filogenético consenso basado en inferencia bayesiana, ilustrando la

relacién entre los aislamientos de Colletotrichum en el complejo de especies “acutatum”.

El arbol fue construido usando secuencias concatenadas de la region completa del ITS-
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ADNr y los genes GDPH y TUB2. Colletotrichum gloeosporioides (CBS 112999) fue
usado como Outgroup. Los numeros presentes en cada clado representan las

probabilidades posteriores.

CaquetaASO8 se agrupo con una probabilidad de 0,99 con la cepa C. limetticola
CBS114.14, inicialmente descrita como Gloeosporium limetticola por Clausen (1912) en
ensayos de patogenicidad en Citrus medica var. Posteriormente, Damm et al. (2012a)
denominaron C. limetticola a esta especie, a partir de aislados provenientes de Florida, y
en Brasil se identificaron aislamientos de esta especie asociados a la antracnosis en H.
brasiliensis (Salcedo, 2013). Sierra (2010) comprobd la patogenicidad de aislados
provenientes de citricos, los cuales fueron también patogénicos sobre foliolos de Caucho
Natural. En el mismo estudio, se identificaron estos aislados como C. acutatum utilizando
los cebadores especificos (Calnt2 + ITS4), aunque es posible que se trate de C.
limetticola, ya que la especie se distingue de otras especies del mismo complejo
mediante la utilizacion de TUB2, GAPDH, HIS3 y mas efectivamente con TUB2 (Damm et
al., 2012a; Salcedo, 2013).

Los aislamientos MetaHLD6 y MetaHLD1 se agruparon en un clado con la cepa de
referencia C. orchidophilum CBS632.80, con probabilidad posterior igual a 1. Esta
especie se utiliza como grupo externo en la filogenia del complejo C. acutatum. La
especie esta asociada a un rango de géneros en las Orchidaceae. De acuerdo con
busquedas exhaustivas con secuencias ITS, también se ha encontrado a C.
orchidophilum en otras orquideas en diferentes paises: en Cycnhoches aureum en
Panama (Farr et al., 2006), en Pleione sp. (Nirenberg et al., 2002) y como enddfito de
Dendrobium nobile en China (Yuan et al., 2009).

El complejo Colletotrichum acutatum se define como un colectivo de 29 especies
estrechamente relacionadas con C. orchidophilum, como taxén hermano. Se pueden
identificar dos subclados principales dentro del clado de acutatum, que contienen 19y 9
especies respectivamente. Este clado puede resolverse eficazmente usando solo datos
de secuencias ITS; para este complejo la region TUB2 demostré ser informativa en la

determinacion de especies (Cannon et al., 2012).
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3.3.2.3 Complejo de especies C. boninense

Una vez realizada la concatenacion de las secuencias de los genes GAPDH, TUB2 e
ITS, se realiz6 el alineamiento de 1040 nucleétidos, de los cuales 707 fueron

conservados, 145 sitios variables, 280 informativos por parsimonia y 156 “singlets”.

En la Figura 3-5 se presenta el arbol consenso obtenido del andlisis de inferencia
bayesiana de los aislamientos pertenecientes al complejo de especies “boninense”, el
cual consisti6 de 1 aislamiento procedente de cultivos de caucho en Colombia con
probabilidades posteriores bayesianas >0,8; 16 cepas de referencia que han sido
previamente reportadas para las especies representativas y como “Outgroup” la cepa
Colletotrichum gloeosporioides CBS112999. Aunque el aislamiento MetaHLD resulto ser
“especie indeterminado”, estuvo muy cercano a las secuencias de C. colombiense, que
form6 un grupo hermano con C. brassicicola aislado de pasifloras y especies de
Brassica, respectivamente (Afanador-Kafuri, 2003; Damm et al, 2012b). La determinacion
de especies para este complejo podria haberse realizado con un analisis multilocus
complementado con las regiones ACT, CHS-1, HIS3 y CAL

Con los resultados obtenidos, se identificaron 3 Complejos de especies de Colletotrichum
afectando clones comerciales de Caucho en 3 nudcleos productivos de esta especie en
Colombia. El complejo C. gloeosporioides, representado con las especies C. siamense,
C. fruticola, C. laticiphilum, C. tropicale y C. gloeosporioides; el Complejo C. acutatum

con las especies C. kinghornii, C. orchidophilum, C. paxtonii y C. limetticola; y el complejo

C. boninense (Figura 3-6).

La mayoria de aislados provenientes de Hevea sp. han sido considerados como
pertenecientes a los complejos C. acutatum y C. gloeosporioides, especies descritas
como agentes causales de la antracnosis foliar (Petch, 1921, Jayasinghe et al., 1997,
Saha et al., 2002). Aunque mas recientemente, se encontré un aislado proveniente de H.

guianensis identificado en el complejo C. boninense (Gazis et al., 2011).
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Figura 3-5. Arbol filogenético consenso con base en inferencia bayesiana, ilustrando la
relaciéon entre los aislamientos de Colletotrichum en el complejo de especies “boninense”.
El arbol fue construido usando secuencias concatenadas de la region completa del ITS
ADNr y los genes GDPH y TUB2. Colletotrichum glosporioides (CBS 112999) fue
utiizado como “Outgroup”. Los numeros presentes en cada clado representan las

probabilidades posteriores.
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Figura 3-6. Especies de Colletotrichum asociadas a la Antracnosis del Caucho Natural

(Hevea brasiliensis) para tres nicleos productivos de Colombia.



60 Identificacion de especies de Colletotrichum spp. asociadas al Caucho en Colombia

Las especies identificadas y caracterizadas en el presente estudio no presentaron un
patrén de distribuciéon geogréfica o agrupacion por nicho ecoldgico. Aislados de distintos
origenes geograficos presentaron agrupamiento en complejos similares, y aislados
provenientes de la misma regién se agruparon en diferentes complejos. Y aunque puede
arguirse que la cantidad de sitios evaluados y el nUmero de aislamientos por sitio no fue
el mismo, es de esperar que con la ampliacion del area de trabajo se encuentre mayor

diversidad por sitio, confirmando la afirmacién anterior.

Resultados similares fueron obtenidos por Meireles et al. (2009) y Salcedo (2013), donde
aislados provenientes de diferentes hospederos y regiones geograficas distintas fueron
distribuidos en un mismo grupo. Doyle et al. (2013), mencionan que factores genéticos,
tanto del hospedero como del patégeno, 6 ecolédgicos, pueden afectar el patosistema
Caucho - Colletotrichum spp. y determinar la prevalencia de una especie sobre otra (s).
Los estudios complementarios deben ser conducidos para entender cémo y por qué mas

de una especie puede causar epidemias en Caucho Natural (Salcedo, 2013).

3.3.3 Pruebas de Patogenicidad

A partir del total de datos obtenidos sobre el progreso de la enfermedad, que
comprendieron, periodo de incubacion, presencia o ausencia de sintomas y signos del
patdgeno y tamafio de la lesidn, se construyé una matriz de tipo mixto conformada por 2
tipos de variables (Anexo K): 1. Variables continuas: tamafio de la lesion y periodo de

incubacién; y 2. Variables binarias: presencia 0 ausencia de sintomas y signos.

El tratamiento de los datos con el coeficiente de similaridad y distancias de Gower; y la
respectiva representacion de agrupamientos por el método UPGMA, permitié un analisis
apropiado de la matriz generada con variables de diferente naturaleza (Anexo K) y
generd la discriminacién de 2 patotipos diferentes para los aislamientos de Colletotrichum

spp. obtenidos (Figuras 3-7 y 3-8).
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Figura 3-7. Dendograma construido por el método UPGMA a partir del coeficiente de
similaridad de Gower de las variables de desarrollo de la enfermedad en complejos de

especies de Colletotrichum asociadas a la Antracnosis del Caucho Natural.

Las descripciones particulares para los 2 patotipos identificados dentro de la coleccion de
Colletotrichum spp. obtenida se presentan en la Tabla 3-3. El Patotipo 1, se caracterizé
por presentar periodos de incubacion de 4 dias, con presencia de sintomas y signos; y un
tamafio medio de la lesibn de 13,4 mm. Los aislamientos fueron nuevamente
recuperados a partir de los sintomas generados y fueron comparados con los
inicialmente inoculados. El analisis indic6 similaridad morfolégica entre las colonias de los

aislamientos inoculados y el reaislado de las lesiones desarrolladas en la prueba.
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Figura 3-8. Dendograma construido por el método UPGMA a partir del coeficiente de
similaridad de Gower de las variables de desarrollo de la enfermedad de especies de

Colletotrichum asociadas a la Antracnosis del Caucho Natural.

El Patotipo 2 no desarroll6 sintomas caracteristicos de Antracnosis; sin embargo, se
desarrollaron las colonias con los signos caracteristicos del microorganismo, con

presencia de micelio y masas conidiales.

Tabla 3-3. Caracteristicas de los patotipos discriminados mediante coeficiente de
similaridad de Gower.

Variable Patotipo 1 Patotipo 2

Periodo de Minimo/Maximo 0-4 0,0

Incubacion (dias) Media 4,0 0,0

Presencia/ausencia Oy1l Oy1l

Sintoma

Mediana 1 0,0
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Tamafio de Lesion Minimo/Maximo 8-20 0,0
(mm) Media 13,4 0,0
. 3 Presencia/ausencia oy1 Oyl
Signos del Patégeno .
Mediana 1 1

Las especies identificadas en los 3 complejos de Colletotrichum analizados desarrollaron
sintomas de la enfermedad sobre tejido inoculado con el patotipo 1 (Figura 3-9). No
obstante, con el patotipo 2, algunos de los aislamientos identificados de las especies del
complejo C. gloeosporioides, C. fructicola, C. aeschynomenes y C. siamense no
desarrollaron sintomas. Lo anterior podria discutirse desde la perspectiva de los estilos
de vida de Colletotrichum ¢ por pérdida de patogenicidad de los aislamientos debido a su

antiglledad, almacenamiento y repique continuo en medios de cultivo.

Muchas de las especies identificadas en éste trabajo siguen siendo poco conocidas en
términos de patogenicidad y preferencia (especificidad) por hospedero. Gazis et al,
(2011), trabajé con especies endodfitas del complejo C. gloeosporioides aisladas de H.
Brasiliensis para determinar como la eleccién y el nimero de marcadores genéticos,
influyen en las estimaciones de biodiversidad. Las diferencias en estilos de vida de las
especies de Colletotrichum (necrotréfos, hemibiotrofos, latentes o quiescentes y
endofitos) dependen de la especie Colletotrichum, la especie del hospedero, la madurez
fisiologica del hospedero al momento de la infeccion y las condiciones ambientales (De
Silva et al.,, 2017). Bajo esta consideracion, el género Colletotrichum ofrece una
oportunidad Unica para analizar diferentes patrones de vida proporcionando informacion
Util sobre las interacciones planta-patdogeno. Adicionalmente, la combinacion de esta
gama de estilos de vida, el hecho de que varias especies de Colletotrichum spp. puedan
establecerse en un Unico hospedero; y la capacidad de la mayoria de estas especies
para establecerse en un rango amplio de hospederos, han ocasionado una gran parte de
la confusibn que rodea los limites ecoldgicos de la actividad patogénica de éstas

especies.
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siamense. A. Control, B. Aparicién de sintomas, 4 dias, C. Sintomas, 5 dias, D. Signos

del patégeno, 8 dias.
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4.Conclusiones

Los caracteres morfolégicos del hongo no son suficientes para la clasificacion y definicion
de taxas de Colletotrichum spp. La diversidad morfoldégica encontrada requiere el uso de

técnicas moleculares complementarias que permitan la diferenciacion de especies.

El uso de cebadores especificos Cgint, Calnt2 y Coll combinados con el ITS4, pueden
ser utilizados para diferenciar C. gloeosporioides, C. acutatum y C. boninense,
respectivamente. Aunque los resultados obtenidos suministraron informacion sobre la
determinacion de complejos de especies, también sugieren falta de especificidad del
cebador complejo-especifico Calnt2 debido a la presencia de bandas inespecificas y

amplificaciones débiles en aislamientos agrupados de forma concluyente con Cgint.

Los resultados obtenidos indican a C. gloeosporioides como principal complejo asociado
con la antracnosis del Caucho en Colombia, consistentemente presente en los 3 nicleos
productivos seleccionados (Meta, Caldas, y Caquetd); seguido por el complejo C.
acutatum aislado en Meta y Caqueta; y C. boninense tan s6lo en Meta. Se reitera el
limitante derivado del tamafio del &rea evaluada, cuya implicacion mas evidente es que el

panorama llegue a ampliarse, con la introducciéon de un mayor nimero de muestras.

El analisis filogenético permitié identificar la mayoria de aislamientos de Colletotrichum a
nivel de especie. Se identificaron 10 especies de Colletotrichum afectando el clon mas
popular de Caucho a escala comercial en 3 nucleos productivos de Colombia. En el
complejo C. gloeosporioides se determinaron las especies C. siamense, C. fructicola, C.
laticiphilum, C. tropicale y C. gloeosporioides; en el Complejo C. acutatum, las especies
C. laticiphilum, C. orchidophilum, C. paxtonii y C. limetticola; y en el complejo C.

boninense, un aislamiento especie indeterminada.

Aislados de distintos origenes geograficos presentaron agrupamiento en complejos
similares, y aislados provenientes de la misma regiébn se agruparon en diferentes

complejos. Las especies identificadas y caracterizadas en el presente estudio no
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presentaron un patron de distribucion geogréafica o agrupacion por nicho ecoldgico. Y
aungue puede argliirse que la cantidad de sitios evaluados y el nimero de aislamientos
por sitio no fue el mismo, es de esperar que con la ampliacién del area de trabajo se

encuentre mayor diversidad por sitio, confirmando la afirmacién anterior.

Los ensayos relativos a caracteristicas morfoldégicas y de patogenicidad tradicionales
sirvieron para recopilar informacién importante sobre los aislados. Los ensayos de
patogenicidad en hojas desprendidas de Caucho, confirmaron la virulencia de todos los
aislamientos obtenidos. No obstante, algunos aislamientos de las especies del complejo
C. gloeosporioides: C. fructicola, C. aeschynomenes y C. siamense no desarrollaron
sintomas tipicos, probablemente por diferencias entre los estilos de vida de algunas
especies de Colletotrichum spp. en condiciones naturales, o derivado de la antigledad de

aislamientos, condiciones de almacenamiento y repique continuo en medios de cultivo.
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5. Recomendaciones

Uso de secuencias parciales de genes informativos como: Factor de Elongacion 1 alpha
(EF-1a), actina (ACT), calmodulina (CAL), quitina sintasa (CHS-1), DNA liasa (APN2),
glutamina sintetasa (GS) y manganeso superdxido dismutasa (SOD2), empleadas para el
diagnéstico y la determinacion de relaciones filogenéticas mas detalladas entre

poblaciones.

Las alternativas de manejo para la enfermedad en el campo podrian ser mejor
estructuradas con base en estudios complementarios conducidos a la comprension de
cémo y por qué mas de una especie puede causar epidemias en Caucho. Asi como el
uso estratégico de la diversidad del patégeno en la identificacion de factores de

resistencia genética y la seleccion de genotipos del hospedero.

Adicionalmente, andlisis mas sofisticados a partir de innovaciones recientes en genémica
estructural y funcional, podrian facilitar una mejor comprension de la estructura de las
poblaciones en sus relaciones hospedero — patégeno, a partir del analisis de genomas

completos.
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6. Productos generados

Eventos: V Congresso Brasileiro de Heveicultura, Goiénia, Brasil.

Péster: “Diversidad Intraespecifica de las poblaciones de Colletotrichum spp. afectando

caucho en Colombia”

Premios: Primer puesto entre 38 trabajos cientificos presentados. V Congresso
Brasileiro de Heveicultura, Goiania, GO, Brasil:

http://www.congressodeheveicultura.com.br/



Identificacion de especies de Colletotrichum spp. asociadas al Caucho en Colombia 69

A. Anexo:

Sitios muestreados para la

especies de Colletotrichum.

identificacion de

Localidad Plantacién Longitud* Latitud*
Hacienda las Delicias 3,807806 -73,317543
Agromontana 4,354949 -72,208985

Veta Tierra Grata 3,953476 -72,856281
Matazul 4,153367 -72,640625

San Carlos 4,189836 -72,532396

C.l. La Libertad 4,058444 -73,467778

Cristalinas 5,32675 -74,963167

Caldas Africa 5,416028 -74,864222
Vivero Ferka 5,32075 -74,909556

El Porvenir 5,325222 -74,963583

Caquetad | Asoheca 1,531269 -75,476322
Itarca 1,525847 -75,477731

*Coordenadas planas.

B. Anexo:

Descripcion de aislamientos empleados para la

identificacion de especies de Colletotrichum asociadas a la

Antracnosis en Caucho.

Localidad Plantacion Aislamiento Fecha de Colecta

Hacienda las Delicias MetaHLD

Hacienda las Delicias MetaHLD1
Hacienda las Delicias MetaHLD2
Hacienda las Delicias MetaHLD4
Hacienda las Delicias MetaHLD5
Hacienda las Delicias MetaHLD6

Meta Agromontana MetaMNA2 2014

Agromontana MetaMNA3
Agromontana MetaMNA4
Agromontana MetaMNAG
Tierra Grata MetaTG1

Tierra Grata MetaTG2

Tierra Grata MetaTG3
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Tierra Grata MetaTG4

Tierra Grata MetaTG5

Tierra Grata MetaTG6

San Carlos MetaSNC1

San Carlos MetaSNC2

San Carlos MetaSNC3

San Carlos MetaSNC4

C.l. La Libertad MetalLIB3

C.l. La Libertad MetalLIB5

Matazul MetaMTZ1

Cristalinas CaldasCRIS1

Cristalinas CaldasCRIS6

Africa CaldasAFR1

Africa CaldasAFR4
Caldas Vivero Ferka CaldasVIV5 2016

Vivero Ferka CaldasVIV9

Vivero Ferka CaldasVIV10

Vivero Ferka CaldasVIV1l

El Porvenir CaldasPOR1

Asoheca CaldasASO2

Asoheca CaldasASO4

Asoheca CaquetaASO8

Asoheca CaquetaASO10
Caqueta ltarca CaquetalTAL4 2015

Itarca CaquetalTA15

Itarca CaquetalTA16

Itarca CaquetalTA18

C. Anexo: Matriz mixta de variables morfolégicas empleadas para
la caracterizacion aislamientos de Colletotrichum spp.

Aislamiento Crecimiento Color Acervulos Forma Forma Conidios | Conidios | Apresorios | Apresorios
mm/dia colonia P/A conidios apresorios largo ancho largo ancho
MetaHLD 8,037 2 0 2 1 10,192 | 3,536 13,936 6,552
MetaHLD1 3,519 2 0 3 2 9,256 3,744 12,532 6,864
MetaHLD2 7,444 4 1 4 5 12,584 | 3,068 11,024 7,02
MetaHLD4 8,444 4 1 4 5 13,052 |2,6 10,556 6,76
MetaHLD5S 7,593 2 0 4 4 14,924 | 2,6 10,816 6,916
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MetaHLD6 7,815 16,276 |2,756 11,752 7,02

MetaMNA2 6,926 13,52 3,12 7,02 4,42

MetaMNA3 7,222 10,608 | 3,016 12,532 6,708
MetaMNA4 8,296 11,752 | 2,964 12,688 4,784
MetaMNAG6 6,704 12,428 | 3,276 12,688 6,292
MetaTG1 2,778 12,584 | 3,276 10,608 4,888
MetaTG2 7,037 10,816 | 3,432 10,296 6,604
MetaTG3 6,852 8,788 3,172 11,492 4,108
MetaTG4 6,778 11,7 3,38 18,72 5,46

MetaTG5 2,593 11,804 (3,12 15,444 5,616
MetaTG6 4,185 9,62 3,432 12,376 5,98

MetaSNC1 5,815 10,764 | 3,484 11,128 6,136
MetaSNC2 7,926 9,672 3,588 10,608 4,836
MetaSNC3 8,407 9,828 3,536 12,584 5,096
MetaSNC4 8,407 9,568 3,38 11,96 6,292
MetalLIB3 3,815 11,076 |3,38 10,244 5,824
MetalLIB5 8,741 9,672 3,432 11,18 6,812
MetaMTZ1 8,704 15,08 3,484 10,66 4,784
CaldasCRIS1 7,259 12,428 | 3,432 10,504 5,876
CaldasCRIS6 8,296 8,58 3,432 9,984 5,772
CaldasAFR1 8,593 9,62 3,172 10,192 5,096
CaldasAFR4 8,000 9,412 3,276 11,544 | 4,94

CaldasVIV5 7,889 9,152 2,756 10,4 5,616
CaldasVIV9 8,704 9,672 2,964 10,296 5,148
CaldasVIV10 7,630 9,1 4,004 10,504 5,46

CaldasVIVil 8,148 9,776 3,068 14,04 5,668
CaldasPOR1 7,037 11,96 3,536 11,024 | 4,576
CaldasASO2 8,333 9,464 3,068 9,828 5,46

CaldasASO4 7,926 9,464 3,484 10,244 | 4,992
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CaquetaASO8 | 7,963 1 1 5 3 8996 3,64 10,504 | 4,836
CaquetaASO10 | 2,222 2 1 2 3 10,868 |[3,744 |[10,14 4,836
CaquetalTA14 |8,370 3 0 5 4 9,1 2,6 10,296 | 5,044
CaquetalTA15 | 8,741 1 1 5 5 10,14 |2,756 | 10,66 5772
CaquetalTA16 | 5,593 3 1 5 5 9,62 2912 (10,036 |5,98

CaquetalTA18 | 7,741 1 1 5 2 12,168 |[3,016 |[11,128 |5,668

D. Anexo: Categorias morfolégicas 1, 2 y 3 empleadas para la
caracterizacion aislamientos de Colletotrichum spp.

Categoria Color de la colonia Forma de los conidios Forma de los apresorios
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E. Anexo. Identificacion taxa complejo-especifica para 25
aislamientos de Colletotrichum spp. obtenidos en plantaciones

de Caucho Natural, con base en laregion ITS ADNr.

A. Complejo C. gloesporiodes, cebadores Cgint-ITS4. B. Complejo C. acutatum,
cebadores Calnt2-ITS4. C. Complejo boninense, cebadores Coll-ITS4. Carril M:
marcador de peso molecular HyperLadderTM Il (Bioline); A-B. Carriles 1-25: plantilla de
ADN con aislamientos de Colletotrichum spp.; Cg y Ca: plantilla de ADN con aislamientos
de referencia para C. gloeosporioides y C. acutatum, respectivamente. C. Carril 19-25, 1
y 9: plantilla de ADN con aislamientos de Colletotrichum spp.; Carriles Cb: plantilla de

ADN con aislamientos de referencia para C. boninense.

M 1 2 345 6 7 8 9 101112 Cg 1314 15 16 171819 20 21 22 2324 26 M

> A). C. gloeosporioides s. lat

M 12 3456 7 8 9 101112 131415 16 171819 20 21 22 23 24 25 Ca M

B). C. acutatum s. lat

19 20 21 22 23 24 25 1 9 Ch Cb Cb \

> C). C. boninenses. lat
520-pb
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F. Anexo: Descripcion para complejos de especies de

Colletotrichum asociadas a la Antracnosis del Caucho.

Localidad Plantacion Aislamiento Complejo de Colletotrichum
Hacienda las Delicias MetaHLD2
Hacienda las Delicias MetaHLD4
Agromontana MetaMNA2
Agromontana MetaMNA3
Agromontana MetaMNA4
Tierra Grata MetaTG1
Tierra Grata MetaTG2
Meta

Tierra Grata MetaTG6
San Carlos MetaSNC1
San Carlos MetaSNC2
San Carlos MetaSNC3
San Carlos MetaSNC4
C.l. La Libertad Metal B3
C.l. La Libertad MetaLIB5
Cristalinas CaldasCRIS1
Cristaiings CaldasCRISE Colletotrichum gloeosporioides
Africa CaldasAFR1
Africa CaldasAFR4

Caldas Vivero Ferka CaldasVIV5
Vivero Ferka CaldasVIV9
Vivero Ferka CaldasVIV10
Vivero Ferka CaldasVIV1l
El Porvenir CaldasPOR1
Asoheca CaldasS0O2
Asoheca CaldasASO4
Asoheca CaquetaASO10

Caqueta Itarca CaquetalTA14
Itarca Caquetal TA15
Itarca Caquetal TA16
Itarca CaquetalTA18
Hacienda las Delicias MetaHLD1
Hacienda las Delicias MetaHLD5
Hacienda las Delicias MetaHLD6

Meta Agromontana MetaMNAG Colletotrichum acutatum

Tierra Grata MetaTG3

Tierra Grata MetaTG4
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Tierra Grata MetaTG5
Matazul MetaMTZ1
Caqueta Asoheca CaquetaSO8
Meta Hacienda las Delicias MetaHLD Colletotrichum boninense

G. Anexo: Productos de amplificacion de PCR.

A. ITS-ADNr y las regiones B. TUB2 y C. GADPH, obtenidos con el par de cebadores
ITS4/1TS5, Bt2a/Bt2b y GDF1/GDR1, respectivamente. Carriles 1-25: plantilla de ADN de
aislamientos de Colletotrichum spp.; Carril M: Marcador de peso molecular HyperLadder
Il (Bioline).

2 3 4 56 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

A

4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25




76 Identificacion de especies de Colletotrichum spp. asociadas al Caucho en Colombia
H. Anexo: Seleccion del mejor modelo de sustitucion de
nucleétidos complejo C. gloeosporioides.

Model #Param BIC AlCc
HKY+G 160 12118,4096 10715,01134
HKY+G+| 161 12129,1887 10717,02596
TN93+G+l 162 12136,04919 10715,12205
TN93+G 161 12136,66121 10724,49847
K2+l 157 12150,89067 10773,78635

* HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; K2: Kimura 2-parameter; JC: Jukes-Cantor. La no uniformidad de las tasas evolutivas entre los sitios se puede
modelar mediante el uso de una distribucion Gamma discreta (+ G) con 5 categorias de tasas y suponiendo que una determinada fraccién de los sitios son
evolutivamente invariables (+ 1)

. Anexo:

Seleccion del

mejor

nucledtidos complejo C. acutatum.

modelo de sustitucion de

Model #Param BIC AlCc
HKY+G 104 14628,55088 13716,12608
TN93+G 105 14637,96556 13716,77184
HKY+G+I 105 14639,32965 13718,13593
TNI93+G+| 106 14660,71823 13730,75568
GTR+G 108 14663,11873 13715,61877

* GTR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei. La no uniformidad de las tasas evolutivas entre los sitios se puede modelar
mediante el uso de una distribucién Gamma discreta (+ G) con 5 categorias de tasas y suponiendo que una determinada fraccién de los sitios son evolutivamente

invariables (+ 1)

J. Anexo:

Seleccion del

mejor

nucledtidos complejo C. boninense

modelo de sustitucion de

Model #Param BIC AlCc
HKY+G 56 10890,84173 10436,12347
TN93+G 57 10897,08375 10434,25011
HKY+G+I 57 10900,96628 10438,13264
TNI93+G+| 58 10907,2087 10436,25984
GTR+G 60 10918,88104 10431,70224

* GTR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei. La no uniformidad de las tasas evolutivas entre los sitios se puede modelar
mediante el uso de una distribucién Gamma discreta (+ G) con 5 categorias de tasas y suponiendo que una determinada fraccién de los sitios son evolutivamente
invariables (+ 1)
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K. Anexo.

Matriz mixta de variables de desarrollo de la

enfermedad empleadas para la caracterizacion aislamientos de
Colletotrichum spp.

Aislamiento Complejo de Colletotrichum Especie (dlije:s) S"B&ma L(?T?ig)n Sig/r;os
MetaHLD2 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 4 1 8,67 1
MetaHLD4 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum fructicola 4 1 5,67 1
MetaMNA2 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 4 1 12,67 1
MetaMNA3 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 4 1 10,33 1
MetaMNA4 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 4 1 7,67 1

MetaTG1 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 4 1 4,67 1
MetaTG2 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 4 1 9,00 1
MetaTG6 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 0 3,00 1
MetaSNC1 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 0 1 8,00 1
MetaSNC2 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum aeschynomenes 0 1 4,00 1
MetaSNC3 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum aeschynomenes 0 0 0,00 1
MetaSNC4 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum aeschynomenes 0 0 0,00 1
MetalIB3 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 4 1 8,00 1
MetaLIB5 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 0 0 0,00 1

CaldasCRIS1 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 0 0 0,00 1

CaldasCRIS6 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum fructicola 0 0 0,00 1

CaldasAFR1 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 4 1 15,00 1

CaldasAFR4 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 4 1 9,33 1
CaldasVIV5 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum gloeosporioides 4 1 12,00 1
CaldasVIV9 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum fructicola 4 17,00 1

CaldasVIV10 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum fructicola 4 1 16,33 1

CaldasVIV1l Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum fructicola 4 1 11,67 1

CaldasPOR1 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum gloeosporioides 4 1 10,00 1
CaldasSO2 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 4 1 12,33 1

CaldasASO4 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 4 1 17,33 1

CaquetaASO10 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum tropicale 4 1 16,00 1
CaquetalTA14 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 4 1 13,33 1
CaquetalTA15 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 4 1 13,33 1
CaquetalTA16 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 4 1 20,00 1
CaquetalTA18 Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum siamense 4 1 20,00 1
MetaHLD1 Colletrotrichum acutatum Colletotrichum kinghornii 4 1 20,00 1
MetaHLD5 Colletrotrichum acutatum Colletotrichum kinghornii 4 1 20,00 1
MetaHLD6 Colletotrichum acutatum Colletotrichum orchidophilum 4 1 16,67 1
MetaMNA6 Colletotrichum acutatum Colletotrichum paxtonii 4 1 17,00 1
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MetaTG3 Colletotrichum acutatum Colletotrichum kinghornii 4 1 20,00 1
MetaTG4 Colletotrichum acutatum Colletotrichum kinghornii 4 1 19,00 1
MetaTG5 Colletotrichum acutatum Colletotrichum kinghornii 4 1 8,00 1
MetaMTZ1 Colletotrichum acutatum Colletotrichum kinghornii 4 1 10,33 1
MetaHLD Colletotrichum boninense Colletotrichum boninense 4 1 10,00 1

L. Anexo: Macroscopia de aislamientos asociados a la

Antracnosis en Caucho Natural (Hevea brasiliensis).

*Negro: Complejo C. gloesporioides; Azul: Complejo C. acutatum; Rojo: Complejo C. boninense.

MetaHLD2 MetaHLD4 MetaMINA2 MetaMNA3 MetaMNA4 MetaTG1 MetaTG2
C. siamense C. fruticola C. simanse C. simanse C. simanse C. simanse C. simanse

MetaTG6 MetaSNC1 MetaSNC2 MetaSNC3 MetaSNC4 MetalIB3 MetalIB5
C. simanse C. siamense C. aeschynomenes C. aeschynomenes  C. aeschynomene C. siamense C. siamense

CaldasCRIS1 CaldasCRIS6 CaldasAFR1 CaldasAFR4 CaldasVIV5 CaldasVIV9 CaldasVIV10
C. siamense C. fruticola C. siamense C. siamense C. gloeosporioides C. fruticola C. fruticola

CaldasVIV11 CaldasPOR1 CaldasASO2 CaldasASO4 CaquetaASO10 CaquetalTA14 CaquetalvTs
C. fruticola C. gloeosporioides C. siamense C. siamense C. tropicale C. siamense C. siamense

CaquetalTA16 CaquetalTA18 MetaHLD1 MetaHLD6 MetaMINA6 MetaTG3 MetaTG4
C. siamense C. siamense C. kinghornii C. orchidophilum C. paxtonii C. kinghornii C. kinghornii

MetaTG5 MetaMTZ1 CaquetaASO8 MetaHLD5 MetaHLD
C. laticipillum C. Kinghornii C. limetticola C. kinghornii C. boninense
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