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APRESENTACAO

A obra “Ensino, Pesquisa e Inovacdo em Botanica” transita por esferas que
proporciona a possibilidade de percepcao de o qudo ampla e abrangente é esta grande
area das Ciéncias Biologicas, esta, por sua vez, um grande campo do saber.

Neste sentido, o leitor tem a oportunidade de enveredar por caminhos em que
verificard uma amplitude de pensamento acerca do que pode ser explorado, e, ainda,
provocando este leitor a alargar suas perspectivas de realizacdo de investigacbes
envolvendo estes organismos fundamentais e indispensaveis na manutenc¢do da vida no
planeta: as plantas!

Por questbes de um raciocinio sequenciado deste titulo, os capitulos foram trazidos
concebendo seus perfis principais dentro da proposta geral, assim, primeiramente sao
trazidos os estudos com enfoque direcionados especificamente ao ensino de Boténica,
seguido de estudos com pesquisas basicas e aplicadas com subareas mais tecnicistas,
desembocando em vieses mais nitidamente inovadores, ndo havendo aqui a sugestéo de
que estes perfis sejam mutuamente exclusivos entre os capitulos, pelo contrario, ha uma
inter e transdisciplinaridade entre os mesmos.

Sem maiores delongas, portanto, desejo a todos que usufruam ao maximo das
informacdes aqui contidas, reproduzindo-as, aplicando-as e sempre aprendendo mais...

Jesus Rodrigues Lemos
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RESUMEN: El siguiente estudio se llevo a cabo
en tres fases. En la primera se reactivaron 31
aislamientos de Colletotrichum spp. obtenidos de
cultivos de mora de castilla (Rubus glaucus Benth)
provenientes de los departamentos de Caldas,
Quindio, Risaralda, Antioquia, Cundinamarca,
Santander, Valle del Cauca y Tolima, los
cuales se encontraban en conservacion en las
instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia y
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glaucus Benth

Biodiversidad de la Universidad Tecnologica de
Pereira. En la segunda se extrajo ADN de los 31
aislamientos, con el fin de identificar la presencia
del gen pelB, (el cual ha sido reportado como el
factor clave de patogenicidad en aislamientos
de Colletotrichum spp.) usando la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
con los cebadores especificos P1 y P6. En la
tercera y Ultima se corroboré la veracidad de los
resultados obtenidos en el tamizaje molecular,
realizando pruebas de patogenicidad mediante
la utilizacion de estacas de mora con aguijones.
La amplificacion del gen pelB, dié positiva para
13 de los 31 aislamientos, calificAndolos como
los mas patogénicos en esta investigacion. Este
resultado, se corrobor6 mediante las pruebas
de patogenicidad cruzada, las cuales sugirieron
que los aislamientos que no presentaron
amplificacion positiva retardaron la aparicion de
los sintomas de antracnosis en estacas de mora
con aguijones. Entre tanto, los aislamientos que
arrojaron amplificacion positiva para el gen pelB
desencadenaron procesos infectivos en menor
tiempo, en estacas de mora con aguijones.
PALABRAS CLAVE: Pectato —liasa, Antracnosis,
severidad, patogenicidad.

PELB GENE, AS A VIRULENCE FACTOR
IN ISOLATES OF COLLETOTRICHUM
SPP IN RUBUS GLAUCUS BENTH

ABSTRACT: The following study was conducted
in three phases. In the first 31 isolates of
Colletotrichum spp they were reactivated.
obtained from cultures of blackberry (Rubus
glaucus Benth) from the departments of Caldas,
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Quindio, Risaralda, Antioquia, Cundinamarca, Santander, Valle del Cauca and Tolima,
which were in storage at the premises of the Laboratory of Biotechnology and Biodiversity
Technological University of Pereira. The second DNA from 31 isolates were extracted, in order
to identify the presence of the pelB gene (which has been reported as the key pathogenic
isolates of Colletotrichum spp factor.) Using the technique of the polymerase chain reaction
(PCR) with specific primers P1 and P6. In the third and final the accuracy of the results
obtained in the molecular screening was confirmed, making pathogenicity tests using stakes
abides with stingers. pelB gene amplification, was positive for 13 of the 31 isolates, describing
them as the most pathogenic in this investigation. This result was corroborated by the evidence
of cross pathogenicity, which suggested that the isolates showed no positive amplification
delayed the onset of symptoms of anthracnose stakes abides with stingers. Meanwhile, they
isolate that yielded positive amplification for the pelB gene triggered infective processes in
less time, in dwells with stinger.

KEYWORDS: Anthracnose, Colletotrichum spp., gen pelB., Andean blackberry

11 INTRODUCCION

Dentro del género Rubus, la mora de Castilla (Rubus glaucus Benth) es la especie
mas cultivada por su adaptabilidad y caracteristicas especiales. En Colombia constituye
la principal fuente de ingresos econdmicos para un gran niUmero de pequefios y medianos
agricultores, concentrados principalmente en la zona Andina (Agronet, 2010).

Entre 2015 y 2018 el Area Sembrada en cultivos de mora en Colombia aumento
en un 1,3% promedio anual, alcanzando para el Gltimo afio las 15.696 hectareas, con una
producciéon promedio de 130.802 t. Con base en su comportamiento durante el mismo
periodo, se estima que para 2019 las areas cultivadas se acerquen a las 16.000 hectareas
con una produccion de 139.931 t. (MADR, 2018).

Cundinamarca es el principal departamento productor de mora del pais; representa
el 26% del volumen de la produccion anual, seguido de Santander y Antioquia, que
aportan el 22,8% y el 6,2% respectivamente. Se resalta el aumento de la produccion en
departamentos de Caldas (112%), Narifio (76%) y Putumayo (67%). (MADR 2018).

En el campo fitosanitario, la produccién del cultivo se ve amenazada por
diversas enfermedades, entre las cuales sobresale la Antracnosis causada por el hongo
Colletotrichum gloeosporioides como la mas limitante, ya que genera pérdidas cercanas
a 100% del cultivo cuando no se aplican medidas preventivas (Saldarriaga et al., 2012).

En Colombia, se ha asociado a C. gloeosporioides y C. acutatum como agentes
causales de antracnosis en mora. Las especies de Colletotrichum presentan preferencias
por los tejidos de la planta, asi, C. gloeosporioides se asocia en un mayor grado a lesiones
en tallo, presentando altas tasas de crecimiento y patogenicidad (Afanador et al., 2010,
2014).

El manejo de especies de Colletotrichum se ha fundamentado en la aplicacién de
fungicidas, este tipo de manejo presenta problemas debido al desarrollo de cepas resistentes
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(Rupp et al., 2017). El abuso de moléculas quimicas para el control de Antracnosis en el
cultivo de mora, ha ocasionado el rechazo de pulpas para exportaciéon, debido a trazas
encontradas en las mismas (Gaviria-Hernandez et al., 2013).

Las formas de Colletotrichum tienen diferentes modelos de comportamiento en
la naturaleza, variando de saproéfito a cepas parasiticas especializadas con un estrecho
rango de hospedantes. Las conidias son producidas en masas mucilaginosas, a menudo
rosadas, bastante conspicuas y tipicamente hundidas, con un contorno irregular en las
lesiones necréticas (denominada Antracnosis) sobre frutos, hojas, flores y tejidos lefosos
como tallos. Las especies de Colletotrichum utilizan dos fuentes principales de infeccion:

colonizacion intracelular o la colonizacién intracelular subcuticular (Figura 1).

Penetraciéon de los tejidos

El patégeno encuentra su punto de penetracion

o 'S il
GRERED
/ en las espinas del primer tercio del tallo i 52 %séji?,i\f«f
L Infeccién temprana e invasién de
los tejidos

Tejidos invadidos mueren y
? Acérvulo Colletotrichum

colapsan formando hundimientos
k™ ETT)
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desarrollan acérvulos con masas de
conidias de color rosa
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Sintoma caracteristico de
antracnosis en tallo

Figura 1. Ciclo patolégico de Glomerella cingulata (Estado anamorfo de C. gloeosporioides)
sobre plantas de mora de Castilla. Elaboracién propia

En plantas de mora de castilla, la enfermedad generalmente se presenta como
manchas oscuras en ramas y tallos; en el interior de estos tejidos, se observa una
coloracién café claro a café rojizo, posteriormente, las ramas se secan y mueren. Esta
enfermedad también puede atacar botones florales, brotes tiernos, pedunculos, hojas y
frutos los cuales se deshidratan y pudren (Figura 2). Cuando este cultivo se establece en
zonas de alta humedad, la enfermedad ataca la base de los tallos, a diferencia de otras
especies de frutales el patégeno no es frecuente en estructuras florales y reproductivas.
Con el progreso de la enfermedad las manchas se agrandan, el centro toma una coloracion

grisacea con bordes oscuros; luego aparecen las estructuras reproductivas del patogeno,
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constituidas por acérvulos y masas de conidias de color salmén. Uno de los sintomas mas
frecuentes se presenta en las ramas o tallos cortados o heridas durante las labores al
cultivo, sitios por donde el microorganismo puede penetrar, ocasionando lesiones de color
oscuro y bordes definidos que van colonizando en forma rpida todo el tejido, causando en
el primer caso muerte descendente de la rama y en el segundo, muerte desde la base del
tallo hacia las ramas superiores.

Con alguna frecuencia, la enfermedad también se manifiesta en las yemas
produciendo alrededor manchas oscuras con bordes bien definidos, en algunos casos el
patdégeno puede avanzar en forma ascendente y necrosar la rama recién formada. Los
frutos producidos sobre las ramas y peciolos no maduran en forma uniforme. Los tejidos
de mayor lignificaciéon son los mas susceptibles para el desarrollo de la enfermedad, la cual
puede afectar entre el 50 y 70% de los tallos de las plantas cultivadas (De La Rotta, 2001).

Figura 2. Principales sintomas de Antracnosis en plantas de mora de Castilla: a, tallos; b, hojas;
¢, racimos florales (Fuente: Laboratorio de Biotecnologia Vegetal — UTP).

Diversos hongos invaden los tejidos de las plantas por la produccion de enzimas
pectoliticas, tales como poligalacturonasa, que disuelven la laminilla media de las células, sin
embargo, la actividad de esta enzima puede ser inhibida cuando aumenta la concentracion
de calcio (Ca) en los tejidos, a la vez que contribuye en la formacion de barreras fisicas
protectoras frente a la penetracion de dichos organismos (Spann y Schumann, 2010).

Estudios revelan que C. gloeosporioides produce endopoligalacturonasa (Prusky
et al., 1989; Yakoby et al., 2000a), pectinoliasa A (Templeton et al., 1994; Bowen et al.,
1995), pectino metil esterasa (Ortega, 1996) y pectato liasa B (peB) (Wattad et al., 1997).
Asi mismo, durante la colonizacion de los tejidos infectados y durante la fase necrotica de
la infeccion por Colletotrichum spp., las enzimas degradativas de las paredes celulares
de la planta, tal como la pectato liasa, se incrementan, lo cual es clave en el desarrollo
de la virulencia de la enfermedad (Prusky et al., 2001). La capacidad de las especies de
Colletotrichum para cambiar el pH en el sitio de infeccion aumenta la virulencia porque
la secrecion de amonio y el incremento en el pH conducen a una mayor expresion de un
gen llamado peB y por lo tanto una secrecion de pectato liasa superior (Yakoby et al.,
2001b). Esto es importante no sélo por la deficiente clasificacién taxonémica, sino porque
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deben existir diferencias significativas en el modo de agresion de los distintos patdgenos,
sin embargo, se conoce muy poco sobre el papel que estos compuestos desempeinan
en la fisiologia y en el mecanismo de infeccion de estos fitopatégenos (Zou, W. X et al.,
2000; Lu, H. et al.,, 2000; Turner, W. B. y Aldridge, D. C 1983). Por parte del hospedero,
Casado — Diaz et al. (2006) trabajaron con la respuesta diferencial de fresa al ataque de
Colletotrichum acutatum, haciendo las evaluaciones de expresion a las 72 horas después
de la inoculacion, identificando un gran nimero de genes involucrados en la respuesta de
la planta al ataque de microorganismos. Una porcidn significativa de estos genes estaban
directamente relacionados con la defensa de la misma, otra parte de los genes involucrados
pertenecian a los sistemas receptores de proteinas, sefiales de transduccion de proteinas
— kinasas y factores de transcripcion, altamente relacionados con los mecanismos de
defensa de las plantas a la infeccion de patégenos.

El objetivo de este trabajo fue determinar la asociacion del gen pelb, como factor de
virulencia en aislamientos de Colletotrichum spp., agente causal de la antracnosis en mora
de castilla (Rubus glaucus Benth), presentes en las principales zonas productoras de mora
en el pais y validar estos datos mediante pruebas de patogenicidad en estacas de mora
susceptibles a la enfermedad.

21 MATERIALES Y METODOS
A continuacion, se presenta la metodologia llevada a cabo en esta investigacion.
2.1 Aislamientos

Se trabajé con 31 aislamientos previamente caracterizados, pertenecientes al
género Colletotrichum spp., el material fingico utilizado provino de cultivos de mora de
castilla (Rubus glaucus Benth) de diferentes departamentos de Colombia (Tabla 1).

2.2 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN a partir de micelio se realiz6 siguiendo la técnica descrita Lee
y Taylor (1.990) con algunas modificaciones realizadas durante el desarrollo de la presente
investigacion. El ADN se visualizé en gel de agarosa al 1%. Para mejorar la calidad del
ADN, se realiz6 a cada muestra dos purificaciones con el protocolo descrito por Castillo
(2006).
2.3 Ampilificacién del Gen pelB

Para la amplificacion de este gen se utiliz6 la pareja de primers P1 y P6 descritos
por Medeiros et al. (2010). El producto amplificado present6 un tamafo aproximado de
600 pb. Las reacciones de amplificacion se llevaron a un volumen final de 12,5 uL bajo las
siguientes condiciones: Buffer 1X (20 mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM KClI), 1.5 mM MgCl,, 0.3
mM de cada dNTP, 0.2 mM de cada primer, 0.04 U Taq polimerasa (Bioline) y 25 ng ADN.
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El perfil de amplificacién const6 de una desnaturalizacion inicial de 95°C por 5 min.,
seguidos por 40 ciclos a 95 °C por 30 seg., temperatura de apareamiento a 60 °C por 30
seg., y una extension a 72°C por 30 seg. Los productos amplificados del gen peB,

fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 1%, tefiido con una solucién

de bromuro de etidio al 1 %.

Muestra Especie Lugar de colecta Coordenadas PelB
1M C. gloeosporioides Salamina(Caldas) 72:2253074’\‘ W No
2B C .gloeosporioides Pereira(Risaralda) 7‘:3?5%58226 '\\,lv No
3S1 C. gloeosporioides Santuario(Risaralda) 75;00102052%10'\\;\/ Si
3S2 C. gloeosporioides Santuario(Risaralda) 755001()20,128822,,'\\1/\/ Si
3S3 C. gloeosporioides Santuario(Risaralda) 755(:,10%59452,,'\\;\/ No
481 C. gloeosporioides Salento(Quindio) W Si
482 C. gloeosporioides Salento(Quindio) 7‘;%%‘;98%'\\:\/ No
4S3 C. acutatum Salento(Quindio) 7%155%%7617'\% No
484 C. acutatum Salento(Quindio) ND No
5V1 C. gloeosporioides Villa Maria(Caldas) 755:225,8074,,'\1 W Si
5V2 c. gc/bggg;gg/?des Villa Maria(Caldas) By No
Complejo
5v3 c. _c,C/aé’é’ZZiiﬁdes Villa Maria(Caldas) e W No
Complejo
5V4 C. gloeosporioides Villa Maria(Caldas) 7%153241%72'\\‘,\/ No
6 C. gloeosporioides Santa Rosa(Risaralda) ‘7105‘},319262\/’:‘, No
7D1 C. gloeosporioides Dosquebradas(Rlda) g:gg?gg”\',\lv No
7D2 C. gloeosporioides Dosquebradas(Rlda) 7%2%%%1217'\\;\/ No
SP C.gloeosporioides Santuario(Risaralda) ND No
SJM C.gloeosporioides Santuario(Risaralda) ND No
Al C. acutatum Guarne(Antioquia) 7%‘)0122’%%”% No
A3 C.gloeosporioides Guarne(Antioquia) 7%0012?‘,‘.11%.,'\\1,\/ No
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4°24°55” N

C18 C.gloeosporioides Fusagasuga(Cundinamarca) 74°19'12” W No
S24 C.gloeosporioides Piedecuesta(Santander) 72055%?%’\\1,\, Si
S27 C.gloeosporioides Piedecuesta(Santander) 7?2255%1238% Si
V38 C. gloeosporioides Ginebra (Valle) %O:ﬁ ’?1?3” '\\,lv No
V42 C. gloeosporioides Ginebra (Valle) %:ﬁ ,35? » '\\,lv Si
C. acutatum C. OARM A
V50 gloeosporioides Ginebra (Valle) 736°Aﬁ 1245 '\\:V Si
Complejo
T59 C. gloeosporioides Icononzo(Tolima) 712152722'\\1,\/ Si
T63 C. gloeosporioides Icononzo(Tolima) 7‘;;73,85%,.'\\1/\/ Si
T65 C. gloeosporioides Icononzo(Tolima) ND Si
T78 C. gloeosporioides Icononzo(Tolima) ND Si
T82 C. gloeosporioides Icononzo (Tolima) 72%13{%”’\\1/\/ Si

*ND: Datos no disponibles.

Tabla 1. Sitios de colecta de Colletotrichum spp. en cultivos comerciales de mora en Colombia.

2.4 Diseno experimental

Con el fin de corroborar la relacién de la amplificacién del gen peB y la capacidad
patogénica de Colletotrichum spp, se realizaron pruebas de patogenicidad utilizando un
disefio completamente al azar, donde la variable respuesta, severidad, fue analizada para
31 aislamientos del género Colletotrichum spp., previamente identificados por especie, y
clasificados de acuerdo a la presencia o ausencia del gen peB (tratamientos) (Tabla 1).
Para cada aislamiento se contd con tres repeticiones en las pruebas de patogenicidad.
2.5 Prueba de patogenicidad en estacas

Se usaron 31 aislamientos para realizar las pruebas de patogenicidad en
estacas sanas de mora de castilla (Rubus glaucus Benth.) con aguijon (que posee mayor
susceptibilidad a la enfermedad). La concentracion de la suspension de inoéculo fue de
1.2*10° conidias/ml. Se utilizaron como controles negativos estacas de mora de castilla
sanas, inoculadas con agua destilada estéril. Las estacas se conservaron en camara
humeda a temperatura ambiente.

Las evaluaciones de las pruebas de patogenicidad, en términos de severidad, se
realizaron al octavo dia después de la inoculacion teniendo en cuenta la escala de severidad
desarrollada por Marulanda et al, (2007) (Tabla2), para comprobar la capacidad infectiva de
todos los aislamientos, se permitio el avance del proceso infectivo durante 14 dias.
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Grado Sintoma Descripcion

Ausencia de sintomas Planta sana
2 Sintomas leves Puntos pequerios de color marron
3 Varias lesiones Rayas o flecks de color marrén
4 Lesion grande y humeda Muerte de tejidos (necrosis)

Tabla 2. Escala de severidad de los aislamientos de Colletotrichum spp sobre estacas de
Rubus glaucus con aguijon.

2.6 Analisis estadistico.

Para comprobar la normalidad de los datos se realiz6 la prueba de Shapiro-Wilks y
posteriormente se determinaron las diferencias estadisticas entre aislamientos a través de
un Andlisis de Varianza (ANAVA), utilizando el programa estadistico InfoStat version 2014.

31 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Amplificacion del gen pelb

De los 31 aislamientos estudiados, 13 arrojaron amplificacién positiva para la
presencia del gen peB: 3S1, 352, 4S1, 5V1, S24, S27, V42, V50, T59, T63, T65, T78 y
T82 (Tabla 1), considerandolos probablemente como los mas patogénicos; de estos, 12
aislamientos pertenecen a la especie C. gloeosporioides y un aislamiento a C. acutatum
con productos de amplificacion de aproximadamente 600 pb.

En los dltimos afios se ha producido un buen numero de evidencias de que
diferentes especies de Colletotrichum podrian utilizar enzimas pécticas como factores de
patogenicidad. Genes codificantes de poligalacturonasas o la actividad de sus productos
se han demostrado en C. acutatum (Fernando et al., 2001) y C. lindemuthianum (Herbert
et al., 2004). En el 2010, Medeiros y colaboradores, encontraron la presencia del gen
peB en aislamientos de C. gloeosporioides, C. acutatum vy C. sublineolum, obtenidos
de hospederos de cebolla, anacardo, mango, pimienta, melocotén y sorgo. De Costa y
Chandima (2014), hallaron la presencia del gen peB en aislados de Colletotrichum musae,
obtenido de diferentes cultivares de banano. Asi mismo, Andréia et a., (2013), realizaron
estudios en Colletotrichum lindemuthianum, agente causal de la antracnosis en el frijol, los
resultados muestran que los genes que codifican sus enzimas degradantes de las paredes
celulares son cruciales para el desarrollo de la enfermedad.

El hongo Colletotrichum causante de la antracnosis, inicia su infeccion después del
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reconocimiento de alcoholes grasos y ceras en la superficie del fruto y dos horas mas tarde
los genes del hongo CgMEKx 'y CgMEKI se fosforilan. Dichos genes estan involucrados en
la diferenciacion y germinacion de conidias asi como en la formacién del apresorio. Ademas,
los conidias secretan las proteinas CHIP2 y CHIP3, que se relacionan con el contacto
a la superficie del fruto. La activacion del gen cap20 ayuda al apresorio a desarrollarse
después que se producen las hifas infectivas, para proveer de presion y secretar enzimas
degradadoras de la pared celular. Los cambios en el pH del hospedante activan al gen pac1
que induce la expresion del gen pelBy entonces se producen las enzimas poligalacturonasa
y pectato—liasa. El proceso infectivo biotrofico produce la secrecion de la proteina CIH1 y la
etapa necrotrofica involucra las proteinas CLTA1 y CgDN3, mismas que se relacionan con
la necrosis de tejidos en una etapa posterior (Rodriguez et al., 2009).

3.2 Pruebas de patogenicidad en estacas

A los quince dias después de la inoculacion, todos los aislamientos utilizados en
esta investigacion tuvieron la capacidad de inducir sintomas de la enfermedad en los
tejidos de mora (Figura 3), siendo los aislamientos mas agresivos V50 y T63, procedentes
de los departamentos del Valle del Cauca y Tolima respectivamente, causando la muerte
del tejido vegetal tres dias después de la inoculacién con el patdgeno, de la misma forma,
se consideraron agresivos los aislamientos V42 (Valle del Cauca), 4S1 (Quindio), T59,
T65, T78 y T82 (Tolima), ya que causaron la muerte de las estacas de mora el cuarto dia
después de la inoculacion.

Para el sexto dia, los aislamientos que produjeron necrosis total (grado 4) en el tejido
de mora fueron 5V1 (Caldas), S24 y S27 (Santander) los cuales mostraron los primeros
sintomas de la enfermedad los dias 4, 3 y 2 respectivamente después de la inoculacion,
seguidos por los aislamientos 3S2 y 3S1 (Risaralda) que causaron las primeras lesiones
hacia el tercer y cuarto dia respectivamente, al dia octavo causaron la muerte de las
estacas. Es importante tener en cuenta que todos los aislamientos antes mencionados
amplificaron para el gen pe/B.

Los aislamientos que no presentaron amplificacién del gen peB se consideraron
menos agresivos ya que al octavo dia presentaban severidades grado 1 6 2. Mientras que
los que los que amplificaron positivamente para el gen pe/B, alcanzaron rapidamente el
cuarto grado de severidad.
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Figura 3. Avance de la enfermedad (antracnosis) generada por Colletotrichum spp. en mora
de Castilla (Rubus glaucus) con aguijon. A. Rubus glaucus sin sintomas de la enfermedad, B.
Rubus glaucus con sintomas leves, C. Rubus glaucus con varias lesiones, D. Rubus glaucus
con lesiones grandes (Fuente: Laboratorio de Biotecnologia Vegetal).

La fase asintomatica de la antracnosis cursa a partir de las 48 a 72 horas después
de la inoculacién, donde el plasmalema y el tonoplasto de las células infectadas continan
funcionales; en esta fase, la hifa primera larga (LPH) incrementa su volumen de 50 a 200
veces formando una vesicula que indica la adquisicion acelerada de fluidos y nutrimentos
del hospedero infectado antes de ser necrosado (Latunde—Dada, 2001).

Después de 48 h de la penetracion inicial en C. lindemuthianumy de 96 h en C.
destuctivum O’Hara, C. truncatum (Schwein.) Andrus y W.D. Moore y C. linicola Pethybr.
y Laff (Latunde—Dada, 2001) se desarrollan hifas secundarias necrotréficas que degradan
las paredes celulares cercanas al sitio de la infeccion (O’Connell et al., 1996). EI cambio
a la fase necrotréfica involucra cambios nutrimentales de modo que la habilidad para
que el patégeno utilice los constituyentes de la planta, se hace mas eficiente mediante la
activacion de las rutas catabolicas.

Gonzalez-Candelas y Kolattukudy (1992) reportan la aparicion del gen de la pectato
liasa, en otro hongo fitopatégeno como lo es Fusarium oxysporum, donde describen que
cuando un hongo establece unainfeccion, éste tiene que penetrar barreras de carbohidratos,
elementos constitutivos de las paredes de las células vegetales, esto hace parte del éxito
en su estrategia infectiva.

La alta patogenicidad de Colletotrichum asociada a este gen también ha sido
reportada por Medeiros (2010) y Yacoby (2001) para cultivos de aguacate, cebolla, anacardo,

mango, pimienta, melocotén, violeta y sorgo, presentando el mismo comportamiento en
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aislamientos obtenidos a partir de cultivos de mora.

3.3 Analisis estadistico

La prueba de Shapiro-Wilks corrobor6é que los datos se ajustan al modelo de
distribucién normal, arrojando datos de p superiores al 0.9999.
Posteriormente, el andlisis de varianza (ANAVA) (Tabla 3) mostr6 diferencias

significativas entre los aislamientos.

Modelo 30 189.29 6.31 1537123892721010,00 <0,0001
Tratamiento 30 189.29 6.31 sd sd
Error 62 0.00 0.00

Total 92 189.29

sd: Diferencias significativas

Tabla 3. Analisis de varianza para la variable severidad en aislamientos de C. gloeosporioides
con y sin gen pelB

Para discriminar esas diferencias significativas se utilizd la prueba pareada de
Tuckey (Tabla 4), mostrando tres grupos (A, B 'y C). Donde Ay B corresponden a los
aislamientos menos patogénicos y sin amplificacion positiva para el gen peB, todos los
aislamientos del grupo A, presentaban grado de severidad 1 al octavo dia de evaluacion,
los del grupo B, presentaban grado 2 de severidad al mismo dia de evaluacion. Entre tanto,
los aislamientos del grupo C, se consideraron los mas patogénicos al presentar grado de
severidad 4, al octavo dia de evaluacion, ademas de la amplificacion para el gen peB.
Demostrando en este estudio, la asociacion del gen peb, como factor de virulencia en
aislamientos de Colletotrichum spp. en mora de castilla (Rubus glaucus Benth), asi como
se habia confirmado previamente para otras especies afectadas por Colletotrichum spp., y
otros hongos que presentan este gen.

Tratamiento Medias
4S828G 1
SIM1SSG
SP1SG
5V3SG
6SG
5V4SG
V38SG
C18SG

Grupo

W W ww w w w|(w|Z
> | > | > | > | > | > >
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A1SG
7D2SG
383SG
4S3SG
7D1SG

1MSG

2BSG

A3SG
5V2SG
484SG
T63CG
T59CG
T82CG
T78CG
T65CG
352CG
481CG
5V1CG
351CG
S27CG
S24CG
V42CG
V50CG

W W W W W w[w|[w(w|(w|(w|w| w w ww w w|/w|w|w|w
OO0 0|0|0|0|0|00|00| W W > |> | > |>|>|>|>

A malalalalalalalalalalalalalalalalalalalalala

w
(@)

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 4. Prueba pareada de Tukey para comparacion de medias. Letras diferentes significan
diferencias significativas (Alfa igual al 0.05)

En el 2006, Contreras realiz6 pruebas de patogenicidad cruzada en estacas de mora
con un aislamiento de C. gloeosporioides obtenido de lulo y uno de C. acutatum a partir
de frutos de granadilla, generando los sintomas similares a los ya descritos y encontrados
en este estudio, esto indica que el éxito de la infeccion de las diferentes especies de
Colletorichumy la variabilidad presentada por el patégeno (Santanay Mahuku 2002), hacen
que se considere uno de los géneros mas agresivos dentro de los hongos fitopatdgenos
(Freeman et al., 1998, Agrios 2001, Botero et al., 2002).

41 CONCLUSIONES

Los aislamientos de C. gloeosporioides que presentaron o no el gen peB, tuvieron
una respuesta diferencialmente significativa en el periodo de ataque a plantas de mora
susceptibles a este hongo. Es asi como, los que presentaron amplificacion para este gen
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indujeron sintomas mas rapidamente que aquellos que no presentaron la amplificacion de
este gen. En este estudio, los aislamientos que no presentaron amplificacion del gen pelB
se consideraron menos agresivos ya que al octavo dia presentaban severidades grado 1
6 2. Mientras que los que los que amplificaron positivamente para el gen pe/B, alcanzaron
rapidamente el cuarto grado de severidad. Diferentes especies de Colletotrichum podrian
utilizar enzimas pécticas como factores de patogenicidad, es asi como los genes que
codifican enzimas degradantes de las paredes celulares son cruciales para el desarrollo de
las enfermedades en plantas.
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