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RESUMEN

La manzana es la fruta de clima templado de mayor importancia comercial como fruta
fresca, en Uruguay y el mundo. La podredumbre amarga del manzano es una
enfermedad causada por especies del genero Colletotrichum que ve favorecida por la
ocurrencia de abundantes precipitaciones, sobre todo en los periodos cercanos a la
cosecha. En los afios favorables para su desarrollo, veranos lluviosos, las pérdidas de
fruta pueden superar el 50%. El objetivo de este trabajo fue identificar las especies de
Colletotrichum causantes de la podredumbre amarga del manzano en Uruguay
mediante estudios moleculares y fenotipicos. Se trabajé con una coleccion de 41
aislados monosporicos de Colletotrichum provenientes de frutos de manzana con
sintomas tipicos de podredumbre amarga. Se amplifico el ADN con cebadores
especie-especificos  para  Colletotrichum  gloeosporioides  (CgInt/ITS4) vy
Colletotrichum acutatum (Calnt2/ITS4) y se secuencidé y analizé filogenéticamente la
region ITS del ADNr. Se registraron caracteristicas de las colonias como color, forma,
borde, zonacion; se observo la forma y se midi6 el tamafio de los conidios. Se
realizaron ensayos de crecimiento a diferentes temperaturas (15, 20, 25 y 30 °C) y se
determind su sensibilidad al benomil. Como resultado se determind la presencia de
por lo menos tres especies de Colletotrichum causando la podredumbre amarga en
Uruguay: Colletotrichum fructicola (33 aislados), Colletotrichum theobromicola (6
aislados), ambas pertenecientes al complejo de especies de C. gloeosporioides. Los

restantes dos aislamientos se definieron como pertenecientes al complejo de especies

Vil



de C. acuatum  pero no pudieron ser identificados a nivel de especies. C.
gloeosporioides y C. acutatum, las especies tradicionalmente asociadas a la
podredumbre amarga, no fueron identificadas en este estudio. Estos hallazgos son una
contribucion importante a la etiologia de la podredumbre amarga en el cultivo de
manzana en Uruguay Yy debe servir de base para futuros diagnosticos, estudios
epidemiologicos y manejo integrado de esta enfermedad. Las caracteristicas
fenotipicas y los pares de cebadores Cglnt/ITS4, especifico para C. gloeosporioides y
Calnt2/ITS4, especifico para C. acutatum, permiten identificar de forma confiable los
complejos de especies de C. gloeosporioides y C. acutatum, pero no las especies
dentro de estos. El andlisis de la region ITS permite identificar las especies C.
gloeosporioides y C. theobromicola pertenecientes al complejo C. gloeosporioides.
Sin embargo, no resulta Util para identificar especies dentro del complejo de especies

C. acutatum.
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1. INTRODUCCION

1.1 LA PODREDUMBRE AMARGA DEL MANZANO

La podredumbre amarga del manzano, también llamada antracnosis de los frutales
de pepita, afecta los manzanos causando podredumbre en la fruta. Esta enfermedad
esta ampliamente distribuida en la mayoria de los paises donde existen
plantaciones comerciales de este cultivo. Cuando ocurren veranos lluviosos
pueden ocasionar pérdidas que van del 50% a destruir cosechas completas de

manzana en pocas semanas (Sutton, 1990; Agrios, 2005).

Las variedades de manzana de cosecha tardia (abril) suelen ser las méas afectadas
por la podredumbre amarga, como es el caso de Granny Smith, Cripps Pink o Fuji.
En afios muy favorables al desarrollo de la enfermedad las variedades de cosecha
de estacion (marzo) como Early Red One, Oregon Spur y Red Delicious también

pueden ser afectadas. (Yoder & Biggs, 1996?; Moggia & Yuri 2004)

El sintoma principal, es una podredumbre blanda que externamente aparece como
una mancha redondeada, de color café claro, generando una depresion en el centro
con un didmetro medio entre 0,5 y 6 cm (Figura 1). En la seccidn transversal la
podredumbre avanza hacia el corazdon de la fruta formando una “V” caracteristica.

Esta forma de avance tipica de la podredumbre amarga, la diferencia de otras



podredumbres que se caracterizan por lesiones que avanzan de forma cilindrica

hacia el interior del fruto (Jones y Aldwinckle, 2002; Agrios, 2005).

Sobre la mancha aparecen numerosas estructuras, comenzando por el centro de las
mismas, que se corresponden con acérvulos de Colletotrichum spp., los que con
frecuencia se disponen en circulos concéntricos. En condiciones de alta humedad,
los acérvulos producen masas cremosas de conidios de color rosado-salmén a
marrén oscuro. A medida que la podredumbre avanza, en las zonas méas viejas, el

tejido se oscurece, arruga y hunde (Figura 1) (Jones y Aldwinckle, 2002).

Cuando se desarrollan varias manchas sobre un fruto, estas coalescen pudriendo
gran parte del fruto, el cual puede momificarse manteniéndose suspendido en la

rama o caer al suelo (Agrios, 2005).

Colletotrichum sp. puede infectar fruta poco antes de la cosecha, permanecer
latente durante el periodo de conservacién a bajas temperaturas (0 °C).
Posteriormente cuando estos frutos son sacados del almacenamiento y puestos a
temperatura ambiente para ser comercializados, la enfermedad se desarrolla

rapidamente apareciendo los sintomas (Agrios, 2005).



Figura 1: Sintomas y signo causados por Colletotrichun spp. en frutos de manzana

(A) variedad Cripps Pink, (B) variedad Granny Smith y (C) variedad Red

Delicious.

1.1.1 Agentes causales

La podredumbre amarga es causada por especies de hongos del género
Colletotrichum. Las dos especies que tradicionalmente han sido reportadas como
causantes de esta enfermedad en manzano son Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Penz. & Sacc. y C. acutatum J.H. Simmonds ex J.H. Simmonds (Sutton,
1992; Berstein et al., 1995; Jones et al, 1996; Jones y Aldwinckle, 2002;
Gonzalez, et al, 2006). La forma perfecta o teleomorfo de C. gloeosporioides
corresponde a Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. & Schrenk, mientras que
la forma perfecta o teleomorfo de C. acutatum es G. acutata (Guerber & Correll,

2001). Estos hongos pertenecen a la clase Ascomicetos.



1.2 IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL GENERO Colletotrichum

Dado que el género Colletotrichum cuanta con un alto nimero de especies (mas de
100) se definieron complejos de especies que agrupan aquellas méas relacionadas

(Cannon et al.; Cai et al., 2009; Crouch et al., 2009a).

Tradicionalmente la identificacion de las especies de Colletotrichum se ha basado
en el estudio de caracteristicas fenotipicas tales como color de la colonia, forma y
tamafio de los conidios y apresorios, temperatura Optima de crecimiento, tasa de
crecimiento de las colonias, presencia/ausencia de setas, sensibilidad al fungicida
benomil y capacidad de hidrolizar caseina (Berstein et al., 1995; Freeman et al.,
1998; Photita et al., 2005; Moral et al., 2007). Estas caracteristicas han sido muy
utilizadas para diferenciar dos de las especies mas frecuentes dentro del género

Colletotrichum, C. gloeosporioides y C. acutatum (Peres et al., 2004).

A partir de 1990 se comenzd a utilizar herramientas moleculares para la
identificacion de las especies de Colletotrichum como disefio de cebadores
especie-especificos, estudio del polimorfismo de longitud de fragmentos de ADN
(RFLP) generados con enzimas de restriccion y analisis de diferentes regiones
génicas (Mills, et al., 1992; Sreenivasaprasad et al., 1996; Freeman et al., 1998;

Alvarez etal.,, 2004; Nguyen et al., 2010).



1.2.1 Identificacion fenotipica

Aspecto de la colonia

La descripcion de las colonias suele ser muy variada y con diferente nivel de
detalle, lo que dificulta comparar la observacion de distintos investigadores.
Algunos, solo las definen como naranja 0 rosa para C. acutatum y grises para C.
gloeosporioides (Sonoda & Pelosi, 1988; Martin & Garcia-Figueres, 1999; Sutton,
1992). Otros, aportan mas detalles utilizando los colores oliva, gris, gris oscuro,
marron, blanco, beige, rosa y naranjo para la descripcion de las colonias (Smith &

Black, 1990).

En medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar) la colonia de C. gloeosporioides
es de color blanco a gris claro o gris oscuro y el micelio es de tipo algodonoso
(Jones y Aldwinckle, 2002) con masas de esporas de color anaranjado (Adaskaveg,
2009). Cuando se observan peritecios, éstos se presentan inmersos en el medio de
cultivo, son esféricos y de color café oscuro. Los peritecios en su interior
contienen ascas con ascosporas hialinas, unicelulares, arqueadas o fusiformes

(Villanueva-Arce et al., 2008).

La colonia de C. acutatum en PDA presenta micelio de color blanco, masas
anaranjadas de conidios y un desarrollo més lento y aspecto mas compacto que C.
gloeosporioides (Jones y Aldwinckle, 2002; Than et al, 2008; Adaskaveg &

Foster, 2009).



Forma y tamafio de los conidios

Segun Sutton (1992), los conidios de C. gloeosporioides son hialinos, oblongos,
con terminaciones obtusas y su tamafio se encuentra entre 9-24 x 3-6 pum, mientras
que C. acutatum produce conidios hialinos, generalmente fusiformes, con
terminaciones agudas (a veces una es redondeada) y su tamafio se encuentra entre
8-16 x 2,5-4 um. Por otra parte, Sonoda & Pelosi (1988) y Berstein (1995),
mencionan que el tamafio promedio de los conidios de C. gloeosporioides es de
14.8 x 4.8 um y de C. acutatum de 13.3 x 4.7 um, mientras que para Harp (2008)

el tamafio es de 17.96 x 6.37 um 'y 16.79 x 4.49 um respectivamente.

Efecto de la temperatura en la tasa de crecimiento

Varios investigadores sugieren que los aislados de C. acutatum poseen una tasa de
crecimiento significativamente menor que los de C. gloeosporioides (Berstein et

al., 1995; Shi et al., 1996; Smith & Black, 1990).

Smith y Black (1990) evaluaron el efecto de la temperatura en el crecimiento
radial de tres especies de Colletotrichum a 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 y 36 °C y
encontraron que la mayor diferencia en la tasa de crecimiento se observa a 32 °C.
En dicho trabajo el diametro promedio a los 5 dias de incubacion fue de 13 mm en
C. acutatum, 69 mm en C. gloeosporioides y 63 mm para C. fragariae. El

crecimiento Gptimo para las tres especies se ubicd en 28 °C.



Olivera et al, (2005) determinaron las curvas de crecimiento a diferentes
temperaturas de aislados de Colletotrichum obtenidos de olivos producidos en
Espafia. En este caso las colonias se desarrollaron solo entre 10 y 30°C. La

temperatura éptima calculada para los aislados de olivo esparioles fue de 21,8 °C.

Harp (2008) determind la tasa de crecimiento diario para C. gloeosporioides y C.
acutatum en dos experimentos. Como resultado obtuvo una tasa de crecimiento de
5,91 y 5,93 mm.d™ para C. gloeosporioides mientras que para C. acutatum fue de

2.96 y 3.54 mm.d* en dos ensayos realizados.

Sensibilidad al fungicida benomil

Los fungicidas del grupo de los benzimidazoles como el benomil inhiben el
ensamblado de los microtibulos uniéndose al heterodimero de la molécula de
tubulina, lo que constituye un modo de accion muy especifico. Estos fungicidas se
han utilizado por mas de 30 afios y numerosos casos de resistencia han sido
reportados, incluyendo aislados de Colletotrichum spp. provenientes de varios

cultivos y asi como también en otros patogenos (Peres et al., 2002 y 2004).

Yarden & Katan (1993) encontraron que mutaciones que conducen a sustituciones
en los aminoacidos 198 y 200 de la beta tubulina, son responsables de la
resistencia a benomil en cepas de Botrytis cinerea. Mutaciones similares se

encontraron en fenotipos resistentes al benomil de otros hongos patdgenos.



Segun Sonoda y Pelosi (1988), en el caso del género Colletotrichum el fungicida
benomil es més toxico para las especies que presentan colonias grises y réapido

crecimiento, que para las naranjas y de crecimiento mas lento.

El efecto inhibitorio in vitro de benomil en el crecimiento de la colonia de aislados
de Colletotrichum, fue evaluado a concentraciones entre 0 y 1000 mg.L*!
adicionado a medio de cultivo PDA. Los aislamientos de C. acutatum fueron poco
sensibles a benomil, el area de la colonia se vio reducida entre 30 y 40 % respecto
al control a 0.1 mg.L™! de principio activo y 75 % a 1.0 mg.L™. Asimismo, el
aumento de la concentracion de benomil no se reflejo en una mayor reduccion del
crecimiento. En contraste el area de la colonia de C. gloeosporioides se vio
inhibida de 68 a 88 % respecto al control a 0.1 mg.L™ y a concentraciones mayores

no hubo crecimiento (Peres et al., 2002 y 2004).

Capacidad de hidrolizar caseina

La capacidad para hidrolizar distintas proteinas también se ha utilizado para la
diferenciacion de especies fungicas. En el caso de Colletotrichum spp. se ha
empleado la capacidad de hidrolizar caseina para diferenciar C. acutatum de C.
gloeosporioides. Los aislados de C. acutatum poseen esta capacidad mientras los

de C. gloeosporioides no (Martin & Garcia-Figueres, 1999; Martin et al., 2002).



Moral et al. (2007) evaluaron la capacidad de hidrolizar caseina en medio de
hidrolisis de caseina (CHM), la base de este medio fue Agar Agua (AA) al 2% y
como fuente de caseina utilizaron leche en polvo descremada. Evaluaron varias
concentraciones de leche en polvo y la mas adecuada fue la de 15%. A esta
concentracion de caseina se forman halos de hidrolisis de varios mm que

contrastan bien con el color del medio.

1.2.2 Identificacion Molecular

Para la identificacion molecular de especies de Colletotrichum se han desarrollado
diferentes técnicas. Inicialmente, varios investigadores disefiaron cebadores
especie-especificos para identificar a C. gloeosporioides y C. acutatum, dos de las
especies mas importantes dentro del género Colletotrichum (Mills et al., 1992;
Sreenivasaprasad et al., 1996; Martinez-Culebras et al., 2003; Hang et al., 2010).
Otros investigadores utilizaron el polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLPs) dentro de poblaciones de Colletotrichum para identificar
especies de este género (Brown et al, 1996; Martin & Garcia-Figueres, 1999;
Alvarez et al, 2004). Mas recientemente comenzO a utilizarse el anélisis de
secuencias. La region genica més analizada ha sido la region ITS que codifica para
el ADN ribosomal (ADNr) y en general es complementada con otros genes como
B-tubulina o Histona 3 (Talhinhas et al., 2002; Photita et al., 2005; Shivas & Tan,

2009; Hang et al., 2010; Faedda et al., 2011).



Cebadores especie-especificos

Cebadores especie especificos, han sido usados con éxito en numerosos estudios
para diferenciar C. acutatum de C. gloeosporioides (Brown et al., 1996; Freeman
et al, 2000; Alvarez et al, 2004; Talhinhas et al., 2002; Nguyen, 2010). Estos
cebadores han sido disefiados en la region ITS del ADNr. Esto es debido a que por
un lado los espaciadores transcriptos internos ITS1 e ITS2 presentan variabilidad
lo que permite diferenciar especies y por el otro es una region génica muy repetida

en el genoma lo que facilita mucho su amplificacion.

Los cebadores Cgint (Mills et al. 1992) y Calnt2 (Sreenivasaprasad et al., 1996)
utilizados en combinacién con el cebador universal I1TS4 (White et al. 1990),
amplifican especificamente las especies C. gloeosporioides y C. acutatum
respectivamente  (Figura 2). Estos cebadores han sido los mas ampliamente
utilizados para la identificacion de estas dos especies (Adaskaveg & Hartin, 1997;
Freeman et al, 2000; Urefia-Padilla et al., 2002; Lewis-Ivey et al., 2004; Garrido

et al., 2008; Hang et al., 2010; Silva-Rojas & Avila-Quezada, 2011).

Martinez-Culebras et al. (2003) disefiaron los cebadores Col-1 y Col-2 para
identificar especfificamente a C. acutatum, mientras que Mithun Raj et al. (2012)
desarrollaron los cebadores CgsFl y CgsR1, especificos para la especie C.
gloesoporioides. Estos dltimos fueron diseflaron para ser utilizados en un
protocolo de deteccion de C. gloeosporioides directamente sobre material vegetal

o0 suelo.
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Figura 2: Secuencia de la region ITS1 de diferentes aislamientos de C. acutatum

(CA), C. gloeosporioides (CG) y C. fragariae (CF). El Cebador Calnt2 se ubica

entre el nucledtido 60 y 76 mientras que el cebador Cgint entre el nucleétido 89 y

112 (Modificado de Sreenivasaprasad et al., 1992).

Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLPs).

El uso de enzimas de restriccion ha sido ampliamente utilizado para la

diferenciacion entre individuos en todas las categorias taxonomicas. Estas enzimas

cortan el genoma de cualquier organismo en pequefios fragmentos, llamados

11



fragmentos de restriccion y con ellos se determinan patrones de bandas
caracteristicos, en inglés “Fingerprinting”, cuando son corridos por electroforesis

en un gel de agarosa o poliacrilamida (Watson et al. 2006).

También se utilizan éstas enzimas con secuencias cortas como por ejemplo la
region ITS del ADNr amplificada con los cebadores universales ITS1 e ITS4. En
el caso de Colletotrichum, el producto de la digestién de dicho fragmento con las
enzimas Haelll y Rsal, ha mostrado diferencias en los patrones de restriccion,
dando lugar a dos grupos correspondientes a las especies C. gloeosporioides y C.

acutatum (Sreenivasaprasad et al. 1992; Alvarez et al., 2004).

Analisis de secuencias

La secuenciacion de diferentes genes es utilizada para la identificacion de especies
de Colletotrichum. Dado que las diferencias entre especies no se detectan cuando
se analiza un solo gen, en los Gltimos afios se ha utilizado la secuenciacion de
varios genes simultaneamente para identificar las especies de este género.
Recientemente se revis0 exhaustivamente la taxonomia de los complejos de
especies C. gloeosporioides, C. acutatum y C. boninense, combinado nueve genes
en un analisis multi-génico (Damm et al.,, 2012a, 2012b; Weir et al., 2012). Dentro
de los complejos se identificaron nuevas especies y otras fueron incluidas en el

taxdn correspondiente, enfatizando los sinGnimos.

12



Actualmente la mayoria de los investigadores proponen que la mejor estrategia
para el estudio sistematico de Colletotrichum son las filogenias multi-génicas

(Cannon et al, 2012; Damm et al., 2012b).

Hoy en dia las regiones génicas mas analizadas son la regién ITS y los genes que
codifican para las proteinas B- tubulina (TUB), Actina (ACT), Calmodulina
(CAL), Histona 3 (HIS3), ADN liasa (APN2) y las enzimas gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), glutamina sintetasa (GS), Quitina sintetasal
(CHS-1) y Superdxido dismutasa de magnesio (SOD2) (Cai et al., 2009; Crouch et
al., 2009b; Hyde et al., 2009a; Prihastuti et al., 2009; Damm et al., 2012a y b; Weir
et al, 2012). Una vez obtenida la secuencia, la identificacion de la espacie se
puede realizar mediante la comparacion de la misma con bases de datos o

utilizando analisis filogenéticos.

La base de datos mas conocida es el GenBank (web: http//blast.st-
va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). En esta base hay depositadas grandes cantidades de
secuencias de practicamente todas las especies de patdgenos conocidas. La
comparacion de las secuencias obtenidas con las depositadas, nos permite
rapidamente identificar a qué especie pertenece. Muchas de las secuencias
depositadas en el GenBank cuentan con una publicacion asociada de
investigadores reconocidos, lo que da seguridad sobre los datos contra los cuales
comparar. Sin embargo esto no siempre ocurre, en dichos casos la identificacion es
menos segura debido a que en ocasiones las secuencias depositadas pueden no

haber sido correctamente identificadas (Cai et al. 2009).
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La otra forma de identificacion es mediante el andlisis filogenético. Esta forma de
identificacion de las especies, se basa Unicamente en las relaciones de proximidad
evolutiva entre las distintas especies. En el caso Colletotrichum y sobre todo en los
uktimos afos, el analisis filogenético ha sido el método elegido, particularmente los
que incluyen informacion de varias regiones génicas o también llamados anélisis
multi-génicos. En estos analisis se agrupa la informacion brindada por varios
genes y se analizan en forma conjunta por los métodos, Maxima Parsimonia e

Inferencia Bayesiana. (Than et al. 2008; Damm et al. 2012ay b; Weir et al 2012).

1.3 OBJETIVO

Identificar las especies del género Colletotrichum causantes de la podredumbre

amarga del manzano en Uruguay mediante estudios moleculares y fenotipicos.

14



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Aislados utilizados

Se parti6 de una coleccion de 41 aislados monospdéricos de Colletotrichum sp.
pertenecientes a la coleccion de microorganismos del laboratorio de Fitopatologia
de la Facultad de Agronomia. Las cepas se encontraban almacenadas a -20 °C en

papel de filtro colonizado y deshidratado con silica-gel seglin Peever et al. (1999).

Los aislados fueron obtenidos a partir de frutos de manzana con sintomas tipicos
de podredumbre amarga. La colecta de frutos se realizd durante la temporada de
produccion del afio 2010, de montes comerciales de manzana de diversas
variedades localizados en las diferentes zonas de produccion de este cultivo en el
sur del pais (Damasco, 2011). En la Tabla 1 se muestra informacion de los 41

aislados analizados.

En todos los analisis se incluyd una cepa de Colletotrichum proveniente de citrus,
identificada como C. gloeosporioides. Este aislamiento fue cedido por el grupo de
investigacion de Hongos Fitopatogenos del Instituto Agroforestal Mediterraneo de

la Universidad Politenica de Valencia, Espafia.
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Tabla 1. Coleccion de aislados de Colletotrichum spp. de manzana uruguayos

utilizados en este estudio.

Aislado  Afio de Region geogréfica Variedad
colecta Localidad Departamento

C1l 2010 Rincon de Melilla Montevideo Cripps Pink
C2 2010 Rincon de Melilla Montevideo Cripps Pink
C3 2010 Rincon de Melilla Montevideo Cripps Pink
C4 2010 Rincon de Melilla Montevideo Cripps Pink
C5 2010 Melilla Montevideo Oregon spur
C6 2010 Melilla Montevideo Oregon spur
C7 2010 Melilla Montevideo Oregon spur
C8 2010 Melilla Montevideo Oregon spur
C9 2010 Juanico Canelones Granny Smith
C10 2010 Juanico Canelones Granny Smith
Ci11 2010 Juanicd Canelones Granny Smith
Ci12 2010 Juanico Canelones Granny Smith
C13 2010 Progreso Canelones Fuji

C14 2010 Progreso Canelones Fuji

Ci15 2010 Progreso Canelones Fuji

C16 2010 Juanico Canelones Granny Smith
C17 2010 Juanico Canelones Granny Smith
C18 2010 Juanicd Canelones Early red one

(Continta en la pagina siguiente)
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(Continua de la paginaanterior)

C19 2010 Progreso Canelones Cripps Pink
C20 2010 Progreso Canelones Cripps pink
Cc21 2010 Progreso Canelones Cripps Pink
C22 2010 Progreso Canelones Cripps Pink
C23 2010 Progreso Canelones Granny Smith
C24 2010 Melilla Montevideo Granny Smith
C25 2010 Melilla Montevideo Granny Smith
C26 2010 Melilla Montevideo Granny smith
C27 2010 Melilla Montevideo Granny Smith
C28 2010 Las Violetas Canelones Red Delicious
C29 2010 Las Violetas Canelones Cripps Pink
C30 2010 Las Violetas Canelones Cripps Pink
C31 2010 Las Violetas Canelones Cripps Pink
C32 2010 Progreso Canelones Granny Smith
C33 2010 Progreso Canelones Granny Smith
C35 2010 Progreso Canelones Granny Smith
C36 2010 Progreso Canelones Granny Smith
C37 2010 Progreso Canelones Granny Smith
C38 2010 Progreso Canelones Fuji

C39 2010 Progreso Canelones Fuji

C40 2010 Progreso Canelones Fuji

C41 2010 Progreso Canelones Fuji

C42 2010 Progreso Canelones Fuji
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2.2 ldentificacion molecular

Extraccion de ADN

A partir de cada aislado monosporico crecido en placas con PDA durante 5 a 7
dias a 25°C en oscuridad, se realizd la extraccion de ADN de micelio y esporas

segun el siguiente el protocolo de extraccion:

1. Retirar micelio y esporas con una espatula estéril y colocarlo en microtubo
de 1.5 mL. Agregar 200ul de buffer de lisis (200mM Tris HCI pH 7.5;
250mM NaCl, 0.5% SDS, 25 mM EDTA+NaOH al 10%).

2. Llevar al freezer por al menos 2 horas.

3. Macerar micelio y agregar otros 200ul de buffer de lisis. Mezclar mediante
agitacion en vortex por 10 segundos VY llevar a bafio a 65°C por 30 minutos

4. Agregar 300ul de NaCl 1M+0.1v/v Twing. Invertir tubo suavemente para
homogeneizar.

5. Centrifugar a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

6. Transferir sobrenadante a nuevo tubo.

7. Agregar 1 volumen de isopropanol a -20°C. Mezclar y colocar en freezer
por al menos 30 minutos.

8. Centrifugar a 10.000 rpm por 5 minutos. Volcar sobrenadante.

9. Agregar 200ul de etanol 70% a -20°C y centrifugar por 2 minutos a
10.000rpm a 4°C.

10. Volcar Sobrenadante.
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11. Secar pellet por lo menos 2 horas (temperatura ambiente) o en estufa a
50°C hasta que se evapore totalmente el alcohol.
12. Re-suspender el pellet en 50ul de TE, llevar a bafio a 65°C por 15 minutos.

13. Almacenar ADN obtenido en microtubos en freezer a -20°C.

Amplificacion con cebadores especie especificos

Mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se amplifico el
ADN de todos los aislados utilizando los cebadores especie especificos Cgint (5-
GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3") (Mills et al, 1992) y CaInt2 (5'-
GGGGAAGCCTCTCGCGG-3")  (Sreenivasaprasad et al, 1996) que en
combinacién con el cebador universal 1TS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC)
(White et al., 1990) amplifican especificamente las especies C. gloeosporioides y
C. acutatum respectivamente. En los casos en que no ocurrio amplificacion o se

observaron bandas inespecificas, la PCR se repitid hasta tres veces.

La mezcla de reaccion contenia 1X de tampon (50 mM KCI, 10mM Tris-HCI (pH
8,0), 2 mM MgChk), 0,2 mM de cada dNTPs, 0,4 UM de cada uno de los cebadores
(SBS Genetech Co. Ltd., China), 1U de U-Tag ADN polimerasa (SBS Genetech
Co. Ltd.,, China) y 1 pl de la solucion de ADN. La mezcla se completé con agua
utrapura  (MiliQ)  (EASYpure™ LF, BARNSTEAD THERMOLYNE
CORPORATION) a un volumen final de 20 pL. Las amplificaciones se efectuaron
utilizando un termociclador MultiGene™ Mini (Labnet Internacional Inc., Estados

Unidos) en las siguientes condiciones: desnaturalizacion a 94°C por 5:00 min,
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seguido por 34 ciclos compuestos por desnaturalizacion a 94°C por 0:45 min,
hibridacion a 55°C por 0:30 min y 0:45 min de extension a 72°C. El paso final fue

72°C por 10 min para completar las extensiones.

Los productos de amplificacion se separaron mediante electroforesis en gel de
agarosa (AMRESCO®, Estados Unidos) al 1,5% en tampén TBE 0,5X (TBE 1X =
tris base 89 mM, acido bérico 89 mM y EDTA 2 mM, pH=8,0). Se incluyd
marcador de peso molecular constituido por un mezcla de bandas de ADN de 100
pb de diferencia (Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder Plus, Fermentas, Alemania).
Para la visualizacion de las bandas, los geles se tifieron en solucion acuosa con
GelRed™ (Biotium, Estados Unidos) (5 pL GelRed, 2 mL NaCl 0,1 M y 48mL de
agua) durante al menos 30 minutos y se expusieron a luz UV en transiluminador
(DyNA Light Dual Intensity UV Transiluminator, Labnet Internacional Inc.,
Estados Unidos). Los geles se fotografiaron con un sistema de foto documentacion

DigiDoc-1t™ (Ultra-Violet Products Ltd., Reino Unido).

Amplificacion de la region ITS

Se amplifico parte de la region ITS que comprende las secuencias de los
espaciadores transcriptos internos ITS1 e ITS2 y el gen 5,8S que codifica para el
ARNr, con los cebadores universales ITS1 (5-GTAACAAGGTTTCCGTAGGTG-
3) e ITS4 (White et al, 1990). La mezcla de reaccion contenia 1X de tampdn
(50mM KCI, 10mM Tris-HCI (pH 8,0), 2 mM MgCl,), 0,2 mM de cada dNTPs,

0,4uM de cada uno de los cebadores (SBS Genetech Co. Ltd., China), 1U de U-
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Taq ADN polimerasa (SBS Genetech Co. Ltd., China) y 1l de la solucion de
ADN. La mezcla se ajustd con agua MilliQ a un volumen final de 40 L. Las
amplificaciones se efectuaron en el termociclador indicado anteriormente y en las
siguientes condiciones: desnaturalizacion a 94°C por 3 min, seguido por 34 ciclos
compuestos por desnaturalizacion a 94°C por 0,30 min, hibridacién a 55°C por
0,30 min y 0,45 min de extension a 72°C. El paso final fue 72°C por 10 min para
completar las extensiones. Los productos de la amplificacion se visualizaron segin

protocolo descripto anteriormente.

Analisis filogenético

Los productos de amplificacion obtenidos fueron secuenciados (forward) en
Macrogen Inc. (Corea). Las secuencias se alinearon utilizando el programa Clustal
W (Larkin et al., 2007) incluido dentro del programa MEGA5.1 (Tamura et al.,
2011). Posteriormente fueron editadas utilizando como apoyo los cromatogramas.
En el alineamiento se incluyeron secuencias similares o filogenéticamente
relacionadas (incluyendo los extype), pertenecientes a los complejos de especies
de C. gloeosporioides y C. acutatum obtenidas de GenBank. Posteriormente se
realizd el analisis filogenético por el método de Maxima Parsimonia con el
programa MEGA 5.1. En la reconstruccion filogenética los espacios resultantes del
alineamiento fueron tratados como datos faltantes. Todos los caracteres fueron
tratados sin importar el orden y con igual peso. El soporte de los nodos de los

arboles mas parsimoniosos se obtuvo mediante 1000 réplicas de “bootstrap”.
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2.3 ldentificacion fenotipica

Aspecto y coloracion de las colonias

Luego de 7 dias de crecimiento en medio PDA a 25°C y en oscuridad, se registrd
en todos los aislados las siguientes caracteristicas: forma y coloracion de las
colonias, presencia de zonaciones (mutacién con cambio de color) y aspecto del

micelio.

Forma y tamaiio de los conidios

Todos los aislados se hicieron crecer en PDA a 25°C con 12 horas de foto-periodo
con luz ultravioleta cercana (T8 BLB de 220V) y luz fluorescente (LUZ DO DIA,
OSRAM UNIVERSAL 20W, k8a8 C.6, Brasil) para favorecer su esporulacion. En
cada aislado se observaron bajo microscopio 50 conidios y se registr0 forma y
tamafio (largo y ancho) de cada uno utilizando una cémara digital (Dino-Eye,
Taiwan) con el programa DinoCapture 2.0. En el caso de la forma se consideraron
tres clasificaciones, fusiforme (ambos extremos en punta), mixta (un extremo en

punta y el otro redondeado) y obtusa (ambos extremos redondeados).

Efecto de la temperatura en el crecimiento radial de las colonias

De cada aislado se sembraron discos de agar con micelio en activo crecimiento (5

mm de diametro) en el centro de placas conteniendo medio PDA. Se realizaron
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tres repeticiones por aislado y las temperaturas evaluadas fueron 15, 20, 25 y 30
°C. El tiempo de incubacion en todos los casos fue de 5 dias y en oscuridad.
Posteriormente se tomaron dos medidas perpendiculares del diametro de las
colonias, utilizando un calibre electronico digital (KAMASA profesional KM-
447). Con estos datos se calculo el radio de crecimiento diario de cada aislado en

mm.dia®. El experimento se efectud dos veces.

Efecto del benomil en el crecimiento radial de las colonias

De cada aislado se sembraron discos de agar con micelio en activo crecimiento (5
mm de didmetro) en el centro de placas conteniendo medio PDA y PDA
adicionado con 0,5 mg.L! o 10 mg.L"! del principio activo del fungicida benomil
(Benomyl 50, polvo mojable, SAUDU). Se realizaron tres repeticiones por aislado.
Todas las placas se incubaron a 25°C en oscuridad. Transcurridos 5 dias se
tomaron dos medidas perpendiculares del didmetro de las colonias utilizando el
calibre electronico digital. Con estos datos se calculd el porcentaje de inhibicion
con respecto al control (sin adicion de fungicida). El experimento se efectué dos

VECES.

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en los estudios fenotipicos se analizaron estadisticamente
mediante un Andlisis de Componentes Principales (ACP) utilizando el programa

PAST wversién 2.16 (Hammer, 2012). Se incluyeron en este analisis las variables
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continuas: cociente largo/ancho de los conidios, porcentaje de conidios obtusos,
fusiformes y mixtos, promedio del crecimiento diario de las colonias en mm/dia a
las temperaturas de 15, 20, 25 y 30°C y porcentaje de crecimiento de la colonia en

PDA enmendado con 0,5 mg.L™* y 10 mg.L™ de benomil (ver ANEXO).

Dado que las variables tienen magnitudes diferentes (porcentajes, micras y
milimetros), el andlisis se efectud utilizando una matriz de correlaciones o
varianza-covarianza normalizadas; esto implica la normalizacion de todas las
variables mediante la division por sus desviaciones estandar (Hammer 2012).
Asimismo, previo al anélisis se procedid a diferenciar los aislados por especie

segun la identificacion obtenida con el analisis filogenético.

En el caso de los datos de crecimiento de las colonias a diferentes temperaturas y
sensibilidad a benomil primero se efectu6 un analisis de varianza utilizando el
programa Statgraphics Plus 5.1 (Manugistics Inc., Rockville, MD, USA) para
determinar si se podian combinar los datos entre los dos experimentos realizados.
El andlisis indic6 que para ambos experimentos no existian diferencias
significativas entre experimentos (P > 0,05) por lo que el promedio de los datos

fueron utilizados para el ACP.
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3. RESULTADOS

3.1 Identificacion molecular

Amplificacion con cebadores especie-especificos

El par de cebadores CgInt/ITS4 amplificaron un fragmento de ADN en torno a 460
pb en 35 de los aislados uruguayos y el aislado C. gloeosporioides proveniente de
citrus; mientras que el par de cebadores Calnt2/ITS4 generd6 una banda de
aproximadamente 490 pb en dos de los aislados uruguayos. Los aislados que
fueron amplificados con el par de cebadores especificos para C. gloeosporioides
(CqInt/ITS4), no fueron amplificados con el par de cebadores especificos para C.
acutatum (Calnt2/ITS4) y viceversa. En los restantes 4 aislados no se obtuvieron
bandas, fueron inespecificas y/o inconsistentes (Figura 3). En la tabla 2 se detallan

los resultados obtenidos.

Amplificacion de la region ITS

Todos los aislados de Colletotrichum uruguayos asi como el aislado de citrus

identificado como C. gloeosporioides, fueron amplificados con los cebadores

ITS1/ITS4. En todos los casos se generaron fragmentos de ADN de

aproximadamente 560pb.
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Figura 3. Productos de PCR amplificados con cebadores especificos A) para C.
gloeosporioides CgInt/ITS4 y B) para C. acutatum Calnt2/ITS4. Carriles M:
Marcador de peso molecular, carril 2 aislado de citrus previamente identificado
como C. gloeosporioides, carriles 3 a 11 aislados de Colletotrichum spp.
uruguayos (C5, C10, C28, C40, C11, C18, C15, C21 y C25 respectivamente) y

carril CN: control negativo.

Analisis filogeneético

El alineamiento editado con las secuencias de los aislados de manzana, de citrus y
las secuencias obtenidas del GenBank de la region ITS, presentd un total de 505
caracteres de los cuales 7 fueron variables no informativos, 53 parsimoniosamente
informativos 'y 445 constantes. El analisis filogenético por Maéaxima Parsimonia
generé un total de 7 arboles méas parsimoniosos y uno de ellos se muestra en la

Figura 4.
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Tabla 2. Resultado de la identificacion molecular de los aislados de
Colletotrichum  utilizando cebadores especificos para C. gloeosporioides

(CqInt/ITS4) y C. acutatum (Calnt2/ITS4) y andlisis filogenético de la region ITS

del ADNTr.
Aislado PCR con cebadores especificos Andlisis filogenéticos
C. gloeosporioides C. acutatum de la region ITS
(CgInt/ITS4) (Calnt2/1TS4)
C1 + - C. fructicola
C2 + - C. fructicola
C3 + - C. fructicola
C4 + - C. fructicola
C5 + - C. fructicola
C6 + - C. fructicola
C7 + - C. fructicola
C8 + - C. fructicola
C9 + - C. fructicola
C10 + - C. fructicola
Cl1 - + Colletotrichum sp.
C12 + - C. theobromicola
C13 + - C. fructicola
C14 + - C. fructicola
C15 * - C. theobromicola
C16 + - C. fructicola
C17 + - C. fructicola
C18 - + Colletotrichum sp.

(Continua en la pagina siguiente)
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(Continua de la paginaanterior)

C19 * - C. theobromicola
C20 + - C. fructicola
Cc21 * - C. theobromicola
C22 + - C. fructicola
C23 + - C. fructicola
C24 + - C. fructicola
C25 + - C. theobromicola
C26 + - C. fructicola
C27 + - C. fructicola
C28 + - C. fructicola
C29 + - C. fructicola
C30 + - C. fructicola
C31 + - C. fructicola
C32 + - C. fructicola
C33 + - C. fructicola
C35 + - C. fructicola
C36 + - C. fructicola
C37 - - C. theobromicola
C38 + - C. fructicola
C39 + - C. fructicola
C40 + - C. fructicola
C41 + - C. fructicola
C42 + - C. fructicola
Espana + - C. gloeosporioides

+ amplificacién, - no amplificacion, * banda inespecifica y/o no reproducible



Figura 4. Uno de los 7 o0 C. fructicola
arboles con mayor Zg
parsimonia obtenido del ot
C39
analisis de la region ITS c27
C10
de todos los aislados de c38
C26
la coleccion, aislado C. co
C36
gloeosporioides de coa
c8
citrus y secuencias de c3
C23
aislados de referencia < P
. c33
de especies c2
. . C6
identificadas (ex-type). -
- Cc20
Los numeros de los s
I C31
nodos corresponden a la o1
- C4
frecuencia con que !l
C30
aparecen los grupos en s
el andlisis “bootstrap” o
de 1000 repeticiones. zjj

JX010165 Coffea aracicaThailandia C. fructicola
JX010181 Ficus edulis Alemania C. fructicola
33 _|Citrus sp. Espafia C. gloeosporioides
[ ec

JX010152 Citrus sp. ltalia C. gloeosporioides

911 9%010187 Nuphar lutea USA C. nupharicola
_|JX010188 Nynphaea ordorata USA C. nupharicola
1JX010189 Nuphar lutea USA C. nupharicola

JX010190 Dioscorea alata India C. alatae
—97|J><010191 Dioscorea alata Nigeria C. alatae
JX010246 Persea anericana Nueva Zelanda C. alienum
JX010261 Xanthorrhoea sp. Australia C. xanthorrhoeae

JX010251 Malus dorestica Nueva Zelanda C. alienum

C12 ;
cis C. theobromicola
C19
c21
571c25

C37
1JX010286 Fragaria x anamassa USA C. theobromicola

L—JX010294 Theobroma cacao Panama C. theobromicola
FJ972612 Coffea arabicaTailandia C.asianum
941JX010192 Magifera indica Australia C. asianum

GQ329690 Diospyros kaki Japan C. horii
921GQ329687 Diospyros kaki Nueva Zelanda C. horii
c1

cis Colletotrichum sp.

69JQ948193 Citrus aurantifolia USA C. limretticola

10C 1JQ948195 Cuscuta sp. Dominica C. cuscutae

JQ948192 Passiflora edulis Colombia Colletotrichum sp.
FJ810513.1] G.acutata ATCC MYA-4518

JQ948194 Cucumis nelo Brasil C. nelonis

JQ948191 Caryocar brasiliense Brasil Colletotrichum sp.

N

Complejo de especies
C. gloeosporioides

C.acutatum

3 Complejo de especies



El arbol presentd dos clados principales. Uno de ellos esta constituido por especies
pertenecientes al complejo de especies C. gloeosporioides y donde se ubican la
mayor parte de los aislados uruguayos. En este clado 33 de los aislados de
manzana, que ademas presentan igual secuencia entre si, se agruparon con las
secuencias de aislados de C. fructicola, quedando identificados como
pertenecientes a esta especie. Asimismo, otros seis aislados uruguayos que
quedaron incluidos en este clado principal, se agrupan con las secuencias de los
aislados de C. theobromicola en otro sub-clado, por lo que se definen como
C.theobromicola. Tanto el aislado de citrus como la secuencia obtenida del
GenBank perteneciente a un aislado de la especie C. gloeosporioides, se agrupan
juntos y se ubican muy préximo a las secuencias de C. fructicola pero en otro sub-
clado. Los valores de soporte de los nodos que definen estas dos especies fueron

menores a 70%.

El otro clado principal agrupa especies pertenecientes al complejo de especies C.
acutatum y los restantes dos aislados uruguayos. Estos dos aislados, que presentan
igual secuencia, quedaron separados del resto de las secuencias, por lo que no
pueden ser identificados a nivel de especie. El resultado obtenido con el analisis

filogenético se muestra en la Tabla 2.

3.2 ldentificaciéon fenotipica

Aspecto y coloracién de colonias
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Los aislados se agruparon en 5 categorias de acuerdo al color de la colonia, tipo de
borde, aspecto del micelio y presencia de zonacion (Tabla 3). El color y aspecto de
todas las colonias crecidas en PDA fue blanco a gris oscuro, con tonalidades
verdosas y/o salmon. En cuanto a la densidad del micelio 10 aislados presentaron
micelio ralo y el resto algodonoso. Estos 10 aislados pertenecen al grupo 2 y 3
ambos del complejo de especies C. gloeosporioides. Respecto a la forma de las
colonias, en su mayoria (35) presentaron borde entero con simetria homogénea
excepto los restantes 6 aislados que presentaron zonaciones generalmente de color
gris oscuro y con densidad de micelio mas o menos intensa que el resto de la
colonia. Estos 6 aislados son los que integran el grupo 4 e identificados como C.

theobromicola, especie perteneciente al complejo de especies C. gloeosporioides.

Forma y tamafio de los conidios

De los 41 aislados solo los 2 pertenecientes al complejo de especies C. acutatum,
presentaron predominancia de conidios fusiformes (41,5 % £ 2), con un tamafio
promedio de 15,1 (£ 0,7) pm de largo y 4,95 (x 0,1) pum de ancho. Los 33 aislados
identificados molecularmente como C. fructicola presentaron mayoritariamente
conidios obtusos (77 % £ 13), con un tamafio promedio de 15,4 (x 2,5) pum de
largo y 5,2 (£ 0,9) pm de ancho. Finalmente los restantes 6 aislados, definidos
molecularmente como C. theobromicola, tuvieron una mayor frecuencia de
conidios mixtos (58 % = 11), con tamafio promedio de 17,8 (x 3,0) um de largo y
51 (£ 0,7) pm de ancho (ANEXO). La figura 5 muestra los conidios tipicos de los

dos complejos de especies.
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Tabla 3. Agrupacion de los aislados en funcién de la coloracion de las colonias,

aspecto del micelio y presencia de zonacion. Grupos 1 a 4 pertenecen al complejo

de especies C. gloeosporioides y grupo 5 al complejo de especies C. acutatum.

Grupo Aislados Caracteristicas
1-2-3-4-5-6
1 ~7-8-9-10- Colonia blanca - gris
13-16-17-20- c@aro,  borde  entero,
22-23-24-30— icelio algodonoso.
31-32-35-40—
41 — 42

2 26—-27—-28—-29-
33-36-38-39

Colonia blanca - gris
oscuro, borde entero,

micelio ralo.

3 14y aislado de
citrus Espafia

Colonia gris claro -
naranjo, borde entero,

micelio ralo

4 12-15-19-21-
25— 37

Colonia  blanca - gris
claro a gris oscuro, borde
entero, micelio
algodonoso, presencia de
zonacion generalmente

gris oscuro

Colonia tipo

(Continuia en la pagina siguiente)
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(Continda de la paginaanterior)

5 11-18 Colonia blanca -
naranjo, borde entero,

micelio algodonoso.

La ubicacion de los grupos en los dos complejos de especies de Colletotrichum, se defini6 de

acuerdo al resultado del analisis molecular.

Figura 5. Aspecto de los conidios provenientes de colonias luego de seis dias de
crecimiento en medio de cultivo PDA. A) y B) Aislados C26 Y C12 identificados
como Colletotrichum fructicola y C. theobromicola respectivamente, ambos
pertenecientes al complejo de especies C. gloeosporioides. C) Aislado C18
perteneciente al complejo de especies C acutatum y no identificado a nivel de

especie.

Efecto de la temperatura en el crecimiento radial de las colonias

Los 41 aislados crecieron a todas las temperaturas ensayadas. La temperatura

Optima de crecimiento se ubicO en torno a 25°C. Se observaron diferencias en la
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tasa de crecimiento de los aislados. Los aislados pertenecientes al complejo de
especies C. acutatum tuvieron una tasa de crecimiento notoriamente inferior que
aquellos pertenecientes al complejo de especies C. gloeosporioides a todas las
temperaturas evaluadas (Figura 6 y ANEXO). A modo de ejemplo: a la
temperatura de 25 °C los primeros crecen 3,27-3,93 mm.dia’! mientras que los

segundos lo hacen a una tasa de 5,06 -7,14 mm.dia.
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Figura 6. Tasa de crecimiento diario de las colonias (mm.dia’) en medio PDA a las
temperaturas de 15, 20, 25 y 30°C de 9 aislados: C1, C2, C4, C10, C15, C19 y C37
pertenecientes al complejo de especies C. gloeosporioides y Cl11 y C18

pertenecientes al complejo de especies C. acutatum
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Efecto del benomil en el crecimiento radial de las colonias

La adicién de benomil al medio de cultivo provocé una reduccion del crecimiento
en todos los aislados de entre el 50 y el 100 % en las concentraciones ensayadas.
Los aislados pertenecientes al complejo de especies C. gloeosporioides fueron
fuertemente inhibidos, en algunos casos hasta en un 100% a la concentracion
mayor de benomil (10 mg.L?) y en torno al 85% a la concentracion menor de
benomil (5 mg.L). Por otra parte, los dos aislados pertenecientes al complejo de
especies C. acutatum experimentaron una menor disminucion del crecimiento, en
tomo al 60% para la concentracion mayor de benomil (10 mg.L?) y de
aproximadamente 40% para la concentracion menor de benomil (5 mg.L!) (Figura

7'y ANEXO).

Andlisis estadistico

Del Andlisis de Componentes Principales de los caracteres fenotipicos, se
seleccionaron los componentes 1 y 2 que en conjunto explicaron el 74.9 % de la
varianza (55,198% y 19,727% respectivamente). La figura 8 muestra la ubicacion
de los aislados en el plano segln los componentes 1 y 2. Los aislados forman dos
agrupamientos bien diferenciados. Uno de ellos engloba a la mayor parte de los
aislados estudiados y al aislado C. gloeosporioides de citrus, todos pertenecientes
al complejo de especie C. gloeosporioides. El otro grupo incluye a los dos

restantes aislados ambos pertenecientes al complejo de especies C. acutatum.
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TESTIGO 0,5 mg.L*? 10 mo.L?!

Figura 7. Aspecto de las colonias luego de 5 dias de crecimiento en medio PDA

enmendado con O (testigo), 0,5 y 10 mg.L ™ de benomil. A) y B) Aislados C29 y
C21 identificados como Colletotrichum fructicola y C. theobromicola
respectivamente, ambos  pertenecientes al complejo de especies C.
gloeosporioides. C) Aislado C11 perteneciente al complejo de especies C.

acutatum y no identificado a nivel de especie.

36



Las variables que contribuyen en mayor medida al total de la varianza dentro del
componente 1 fueron: porcentaje de conidios fusiformes y obtusos, tasa de
crecimiento diario a las temperaturas de 20°C y 25°C y porcentaje de inhibicion de
las colonias crecidas en PDA enmendado con benomil a 0,5 0 10mg.L* respecto al
control (sin fungicida). Mientras que para el componente 2 fueron: cociente
largo/ancho de los conidios, porcentaje de conidios mixtos y en menor medida el

porcentaje de conidios obtusos (Figura 9).

Complejo de especies
C. gloeosporioides

-12 -10 -8 -6 -4

Componente 2

Complejo de especies
C. acutatum

.

® . fructicola C.gloeosporioides # C.theobromicola " Colletotrichumsp.

Componente 1

Figura 8. Representacion grafica de los aislados de Colletotrichum segin los

componentes 1y 2 extraidos del analisis de Componentes Principales.
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B Componente 1 B Componente 2

Figura 9. Aporte de cada variable a los componentes 1 y 2 extraidos del analisis
de Componentes Principales. L/A: cociente largo/ancho de conidios; Ob:
porcentaje de conidios obusos; Mix: porcentaje de conidios mixtos; Fus:
porcentaje de conidios fusiformes; 15 °C, 20 °C, 25 °C y 30 °C: tasa de crecimiento
a las temperaturas indicadas y 0,5 mg.L"t y 10 mg.L™ porcentaje de crecimiento en

PDA enmendado con benomil a dichas concentraciones.
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4. DISCUSION

En este trabajo se caracterizaron mediante analisis moleculares y fenotipicos, una
coleccion de 41 aislados de Colletotrichum obtenidos de frutos de manzano con
sintomas tipicos de podredumbre amarga en Uruguay. A partir de los analisis
moleculares se identificaron dos especies de Colletotrichum asociadas a la
podredumbre amarga del manzano en nuestro pais C. fructicola y C.
theobromicola, mientras que dos aislados no pudieron ser identificados a nivel de

especie.

La especie predominante fue C. fructicola representada por 33 aislados (80%),
mientras que la segunda especie en importancia fue C. theobromicola con 6
aislados (15%). Estas dos especies pertenecen al complejo de especies C.
gloeosporioides (Cai et al. 2009; Weir et al. 2012). Finalmente los dos aislados
(5%) que no pudieron ser identificados a nivel de especie, se definieron como
pertenecientes al complejo de especies C. acutatum (Cannon et al. 2012; Damm et
al.2012a). Sorprendentemente C. gloeosporioides y C. acutatum, especies
tradicionalmente asociadas a esta enfermedad (Jones y Aldwinckle, 2002, Berstein
et al., 1995, Jones et al., 1996 Sutton, 1992), no fueron detectadas entre las cepas

de la coleccion.

Partiendo de la hipétesis de que en Uruguay, al igual que en otros paises del
mundo, la podredumbre amarga estaba siendo causada por C. gloeosporioides y/o

C. acutatum (Sutton, 1992; Berstein et al, 1995; Jones et al, 1996; Jones y
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Aldwinckle, 2002; Gonzalez, et al., 2006), inicialmente se utilizaron cebadores
especie-especificos de estas dos especies. Los pares de cebadores escogidos fueron
CoInt/ITS4 (especifico para C. gloeosporioides) y Calnt2/ITS4 (especifico para C.
acutatum) utilizados en numerosos trabajos anteriores, donde se habian
identificado con éxito estas especies del género Colletotrichum (Garrido et al.,
2008; Hang et al, 2010; Silva-Rojas & Awvila-Quezada, 2011). En base a este
analisis se concluyd que la mayoria de las cepas Uruguayas (35 aislados)
pertenecian a la especie C. gloeosporioides al igual que el aislado Espafiol
previamente identificado como C. gloeosporioides, dos a la especie C. acutatum y
cuatro muy probablemente correspondian a otra u otras especies debido a que no
amplificaban con ninguno de los dos pares de cebadores o los amplicones que se

producian eran inespecificos o no reproducibles.

El andlisis filogenético de las secuencias de la regién ITS permitio dilucidar la
identidad de todos los aislados a nivel de complejos de especies. Este andlisis
determind que los cuatro aislados que no pudieron ser identificados con cebadores
especie-especificos y dos de los aislados identificados inicialmente como C.
gloeosporioides, corresponden a la especie C. theobromicola. Asimismo los
restantes aislados previamente identificados como C. gloeosporioides pertenecen a
la especie C. fructicola, ambas especies incluidas en el complejo de especies C.
gloeosporioides. Finalmente los aislados identificados como C. acutatum (C11 y
C18) si bien pertenecen a este complejo, no son C. acutatum y permanecen aun sin
identificar a nivel de especie. Estos resultados ponen en evidencia la falta de

especificidad de los cebadores CgInt/ITS4 y Calnt2/ITS4 ya que ambos
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amplificaron, aunque dentro del mismo complejo, otras especies de este hongo.
Recientemente otros investigadores han propuesto utilizar estos cebadores para
identificar los complejos de especies de C. gloeosporioides y C. acutatum (Alvarez
et al., 2014; Afanador-Kafuri et al., 2014). Sin embargo, en nuestro trabajo cuatro
de los aislados pertenecientes al complejo de especies C. gloeosporioides, no
fueron amplificados con los cebadores CgInt/ITS4, lo que pone en duda su utilidad

para este éste fin.

El andlisis filogenético de la region ITS permitid clarificar la identidad de la
mayoria de los aislados, sin embargo serd necesario analizar otros genes que
permitan identificar a nivel de especie los aislados C11 y C18 y confirmar la
identidad de los restantes aislados. El arbol generado con la secuencia de esta
region génica, si bien agrupd correctamente las secuencias de aislados C.
fructicola y C. theobromicola, el soporte de los nodos estuvo por debajo del valor
establecido como critico que es de 70% (Hilis and Bull, 1993). Varios
investigadores afirman que es necesario utilizar analisis multigénicos para obtener
una correcta identificacién de las especies de Colletotrichum (Cannon, 2012). Para
este género los segmentos génicos mas utilizados son los que codifican para [-
tubulina, Histona 3 y la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (Than et
al. 2008; Cai et al. 2009, Crouch et al. 2009b, Hyde et al. 2009b, Prihastuti et al.

2009, Damm et al. 2012ay b, Weir et al. 2012).

El estudio de las caracteristicas fenotipicas permitio identificar los aislados a nivel

de complejos de especies C. gloeosporioides y C. acutatum. La mayoria de los
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aislados (39) presentaban colonias predominantemente de color blanco a gris claro
0 gris oscuro, conidios mayoritariamente con extremos obtusos 0 mixtos,
crecimiento répido (5,06 — 7,14 mm.dia™” a 25°C) y altamente sensibles a benomil
(grupos 1 a 4), caracteristicas que coinciden con las usualmente descriptas para la
especie C. gloeosporioides (Sonoda & Pelosi, 1988; Martin & Garcia-Figueres,
1999; Sutton, 1992). Sin embargo, Weir et al. (2012) en su reciente descripcion del
complejo de especies C. gloeosporioides afirman que todos los taxones aceptados
dentro del mismo, presentan caracteristicas morfoldgicamente similares a los

tradicionalmente descritos para C. gloeosporioides.

Solo dos aislados (grupo 5) eran de color blanco con tonalidades salmon, conidios
mayoritariamente fusiformes, lento crecimiento (3,27 — 3,93 mm.dia’ a 25°C) y
con tolerancia a benomil, que se ajusta con lo descripto para la especie C.
acutatum (Sutton, 1992; Wharton & Dominguez-Uribeondo, 2004; Cai et al. 2009;
Cannon et al, 2012). En este caso sucede algo similar, estas caracteristicas se
ajustan a la descripcién de esta especie y a las filogenéticamente relacionadas

(Damm et al, 2012a).

El andlisis de componentes principales permitio identificar los complejos de
especies C. gloeosporioides y C. acutatum. Los aislados se agruparon en dos
grupos bien definidos. Uno de ellos incluyo al grupo mayoritario y al aislado C.
gloeosporioides Espafiol, todos pertenecientes al complejo de especies C.
gloeosporioides. En el otro se agruparon los restantes dos aislados incluidos en el

complejo de especies C. acutatum. Esto coincide con lo indicado por Phoulivong
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et al. (2010) quienes también afirman que las caracteristicas fenotipicas resultan
Utiles para identificar complejos de especies de Colletotrichum pero no es

suficiente para identificar a nivel de especies.

Los caracteres fenotipicos que mas contribuyeron a la separacion de los complejos
fueron: tasa de crecimiento diario a las temperaturas de 20 y 25°C, crecimiento
relativo de las colonias con fungicida benomil y forma y tamafio de los conidios.
Los aislados del complejo de especies C. gloeosporioides se caracterizaron por
presentar mayor tasa de crecimiento que los aislados del complejo de especies C.
acutatum y fueron inhibidos ante la presencia de benomil mientras que los del
complejo de C. acutatum fueron solo parcialmente inhibidos. Finalmente, los
aislados del complejo de especies C. gloeosporioides presentan conidios
predominantemente obtusos 0 mixtos mientras que los del complejo de C.

acutatum predominantemente fusiformes.

La presencia de zonaciones en las colonias es una caracteristica descrita por
Brooks (1931) para la especie C. fragariae sinbnimo de C. theobromicola (Weir et
al, 2012). Dicha caracteristica la presentaron todos los aislados de esta especie
(grupo 4), sin embargo, no fue constante en los sucesivos repiques por lo que, en
nuestra opinion, no es una caracteristica que pueda ser utilizada de forma confiable

para identificar C. theobromicola.

Freeman (1998) y Cai (2009) aseveran que las caracteristicas fenotipicas con

frecuencia presentan ciertas limitaciones para la identificacién de las especies de
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Colletotrichum, debido a que muchas de estas se superponen entre aislados
generando confusiones al momento de definir las especies. Ademas, la plasticidad
e inestabilidad de los rasgos morfologicos y la falta de unificacion de las
condiciones en las que se realizan los ensayos, resulta en una identificacion
ambigua y dependiente de los criterios de cada investigador.

En resumen, en este trabajo se identificaron las especies C. fructicola, C.
theobromicola del complejo de especies C. gloeosporioides y dos aislados del
complejo de especies C. acutatum asociadas a la podredumbre amarga del
manzano en Uruguay. Las especies tradicionalmente asociadas a la podredumbre
amarga, C. gloeosporioides y C. acutatum, no fueron identificadas en este estudio.
Estos hallazgos son una contribucion importante a la etiologia de la podredumbre
amarga en el cultivo de manzana en Uruguay, dado que se establece la existencia
de una mayor diversidad de Colletotrichum spp. asociada a esta enfermedad. Este
hallazgo debe servir de base para futuros diagndsticos, estudios epidemiolégicos y

manejo integrado de esta enfermedad.
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5. CONCLUSIONES

En Uruguay la podredumbre amarga del manzano es causada por al menos tres
especies de Colletotrichum, C. fructicola, especie predominante, C. theobromicola

y al menos otra especie aun no identificada.

Las especies que tradicionalmente se han reportado como causantes de la
podredumbre amarga en otros paises, C. acutatum y C. gloeosporioides, hasta el

momento no se han encontrado en Uruguay.

Los pares de cebadores CgInt/ITS4, especifico para C. gloeosporioides, Yy
Calnt2/ITS4, especifico para C. acutatum, no son Utiles para identificar estas dos

especies.

El andlisis de la region ITS permite identificar las especies C. gloeosporioides y C.
theobromicola pertenecientes al complejo C. gloeosporioides. Sin embargo, no

resulta (til para identificar especies dentro del complejo de especies C. acutatum.
Las caracteristicas fenotipicas permiten identificar de forma confiable los

complejos de especies de C. gloeosporioides y C. acutatum, pero no las especies
dentro de estos complejos.
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Anexo. Variables fenotipicas utilizadas para el analisis ACP.

Crecimiento de las colonias en  ***Porcentaje de crecimiento

Aislados Caracteristicas de los conidios mm dia™ a diferentes temp.  de las colonias en PDA /benomil
Largo Ancho L/A**  Obtuso Mixto Agudo 15°C 20°C 25°C  30°C 10 pg-L* 0,5 pg-L™?
(bm) (UM ) () (%)
C1 12,7 445 2,86 87 13 0 248 505 7,07 4,93 1,5 10,4
C2 142 417 3,39 77 23 0 221 476 697 462 1,6 11,9
C3 155 509 3,04 77 23 0 250 492 6,06 451 2,4 7,6
C4 169 641 3,39 97 3 0 256 462 657 4,13 1,9 11,2
C5 159 560 3,39 60 37 3 231 481 6,59 4,38 1,5 3,5
C6 134 478 2,80 77 23 0 203 488 6,52 4,16 1,5 51
C7 11,8 403 2,90 70 27 3 259 457 597 518 0,0 0,0
C8 155 453 342 50 50 0 222 487 6,76 6,11 1,4 8,4
C9 17,7 595 2,97 70 30 0 2,18 4,73 6,95 5,60 2,1 9,7
C10 185 6,23 2,96 83 17 0 2,27 489 7,13 505 1,4 10,5
C13 18,7 6,02 311 70 30 0 242 490 7,14 583 1,4 7,4
Cl14 13,0 500 2,50 93 7 0 207 397 6,07 5,60 0,0 0,3
C16 150 483 311 100 0 0 254 488 6,59 4,38 1,8 1,8
C17 18,1 599 3,01 73 27 0 2,70 469 6,63 3,89 2,1 3,5
C20 144 425 3,38 83 17 0 240 498 657 4,95 1,4 6,1
C22 153 4,77 3,20 57 43 0 245 487 6,82 5,36 1,5 14,9
C23 140 398 3,53 47 50 3 191 498 6,99 5,22 1,7 14,0
C24 124 3,16 3,92 60 40 0 2,18 445 640 354 1,6 10,5
C26 142 491 289 97 3 0 1,70 424 595 521 1,8 1,8
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AnNexo. (Contintia de la pagina anterior)

C27 182 6,10 2,98 83 17 0 1,89 419 6,02 523 1,7 1,7
C28 173 6,06 2,86 77 23 0 192 414 599 540 1,7 1,7
C29 16,8 6,61 2,55 83 17 0 191 413 611 539 1,7 1,7
C30 143 535 2,68 90 10 0 243 464 6,19 483 2,5 7,4
C31 129 444 290 73 27 0 229 445 590 510 1,7 11,3
C32 159 497 321 67 33 0 241 450 652 582 2,8 10,0
C33 17,3 593 2,92 77 23 0 166 420 6,01 5,05 1,7 1,7
C35 182 6,14 297 73 27 0 206 454 602 462 1,9 13,5
C36 176 6,01 2,93 93 7 0 202 421 589 557 1,7 1,7
C38 153 585 2,62 90 10 0 224 433 6,25 557 1,6 1,6
C39 143 494 289 87 13 0 236 437 610 554 1,6 1,6
C40 148 4,70 314 73 23 3 227 422 590 479 2,5 11,9
C41 16,5 6,06 2,73 83 17 0 223 485 618 526 2,0 11,9
C42 11,7 3,21 3,65 60 40 0 201 434 637 416 1,5 9,9
C.glo* 144 449 3,20 83 17 0 2,74 464 655 6,77 0,0 1,6
C12 19,7 548 3,60 33 63 0 1,11 401 573 431 1,8 14,5
C15 18,7 595 3,15 23 60 17 155 4,09 543 6,67 0,0 6,7
C19 128 3,75 341 40 50 10 207 423 506 4,87 0,0 0,8
C21 16,6 4,74 3,50 43 50 7 286 3,78 553 585 0,0 0,8
C25 175 445 394 20 77 3 190 4,16 553 512 0,0 9,9
C37 215 6,17 349 43 47 10 1,53 3,44 587 4,77 1,8 13,8
Cl1 144 509 283 10 47 43 1,29 239 327 333 48,5 63,7
C18 150 480 3,13 20 40 40 148 259 393 3,39 41,2 49,0
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*C.glo: Colletotrichum gloeosporioides Espafiol; **L/A: Cociente largo ancho; ** *Porcentaje de crecimiento con respecto al control (PDA).



