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RESUMEN

Algunas caracteristicas descritas como factores de virulencia para el género Colletotrichum
sp. tales como la masa del micelio producido, la esporulacién, la actividad poligalac-
turonasa y el pH del medio, fueron evaluadas durante el cultivo de C. gloeosporioides f.
alatae en tres medios liquidos (Czapeck, caldo Martin y caldo papa), utilizados comun-
mente para el desarrollo de hongos y en el medio de cultivo Czapeck adicionado con
extracto de tubérculo de fiame como unica fuente de carbono. Al cabo de 17 dias de
crecimiento, se obtuvieron los niveles maximos de los pardmetros mencionados, al utili-
zar este Ultimo medio, respecto a los otros medios de cultivo evaluados. El medio de
cultivo implementado con extracto de tubérculo de fiame, suministré los requerimien-
tos nutricionales del hongo para el desarrollo de factores relacionados con los meca-
nismos de infeccién que pueden participar en su patogenicidad.
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ABSTRACT

Some characteristics known as virulence factors for Colletotrichum sp. genus, like: weight
of the produced mycelium, sporulation, poligalacturonase activity and pH medium were
evaluated during the growth of C. gloeosporioides f. alatae in three liquid medium com-
monly used for fungi culture (Czapeck, Martin broth and potato broth) and additionally
(Czapeck) with yam extract as the only source of carbon. After of 17 days of growth,
maximum values were obtained for the above parameters in the last medium, compared
with others growth media evaluated. The implemented medium with yam extract,
supply nutritional requirements of the pathogen for the development of characteristic
factors related with mechanism of infections that may play a role in the pathogenesis.
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INTRODUCCION

Dentro de las especies vegetales que se cultivan tradicionalmente en Colombia, el
fiame (Dioscorea sp.) dejé de ser utilizado, solamente para el abastecimiento del mer-
cado local, pues constituye un alimento bdsico para la economia campesina de la
Costa Atléntica, para convertirse en un cultivo de exportacién. En 1989 se sembraron
mas de 25.000 hectdreas de fiame; sin embargo, la produccién se vio drasticamente
afectada por una infeccién masiva del hongo Colletotrichum gloeosporioides causante de
la antracnosis (Singh et al., 1966; Winch et al., 1984; Abang et al., 2003; Pérez et al.,
2003), ocasionando la reduccién del drea sembrada, que en 1990 llegé a mil hectd-
reas. La alta incidencia de la antracnosis en la Costa Atldntica colombiana ha afecta-
do drasticamente la produccién llegando a ocasionar pérdidas hasta en un 85%
(Greenetal., 2000), por lo cual esta enfermedad se considera como el factor limitante
mds importante de la produccién colombiana. En Nigeria, donde se produce el 75%
del iame del mundo, la antracnosis se ha encontrado a lo largo de la zona de cultivo
y particularmente frecuente y severa en la zona agroecoldgica del bosque himedo
(Green etal., 2000). La enfermedad se puede presentar en tubérculos, hojas, peciolos
y/o tallos. Inicialmente las hojas afectadas presentan en el haz puntos rojizos de apa-
riencia hendida con halo amarillo. En el envés se observa ennegrecimiento de las ner-
vaduras. Luego las lesiones crecen en forma irregular y se unen entre si ocasionando
finalmente necrosis en la hoja. Otro sintoma de la enfermedad es el ennegrecimien-
to, muerte apical de los tallos, ocasionando finalmente la muerte descendente de la
planta. En algunos casos ocurre necrosis en el peciolo produciendo defoliacién de la
planta (Alvarez, 2000). La severidad de esta enfermedad, conlleva el excesivo uso de
fungicidas resultando una practica costosa, poco eficaz y nociva para el ambiente
(Pérez et al., 2003). Se suma a estas dificultades, la escasa investigacién que existe
sobre este cultivo y la biologfa de sus patégenos.

Las especies de Colletotrichum sp. causantes de la antracnosis en diversos cultivos, exhi-
ben dos fases principales de nutricién, durante la colonizacién de la planta; la fase ini-
cial biotréfica en la cual se obtienen los alimentos de las células vivas huésped, y la
segunda fase tardia necrotréfica donde los alimentos se obtienen de las células hos-
pederas muertas a causa del ataque del patégeno (Bailey et al., 1992). La fase biétrofa
es de corta duracién y en ésta se asegura el establecimiento del patégeno, sin dafios
severos en el tejido vegetal. La expresién enzimdtica para degradar la pared vegetal estd
estrictamente limitada durante esta fase y la planta hospedera parece no reconocer al
patégeno. En consecuencia no se desencadena respuesta de defensa (Perfect et al.,
1999). A la fase necrétrofa se asocia la aparicién de los sintomas de la antracnosis, con
una estrecha relacién entre dicha aparicién, el incremento en la expresién enzimatica
para degradar la pared celular vegetal y la virulencia del patégeno (Centis et al., 1997).
El crecimiento micelial in vitro de Colletotrichum sp. presenta algunas similitudes con el
desarrollo necrotrofo, en lo que se refiere a la expresién enzimatica (Shih et al., 2000),
la rapida colonizacién y utilizacién de la fuente de alimento y la produccién de amonio
en respuesta a pH 4cido in vitro, incrementando de esta forma el pH hasta obtener el
nivel 6ptimo para la actividad pectato liasa (Mendgen y Hahn, 2000). Se ha reportado
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(Drori et al., 2003; Prusky et al., 2001; Yakoby et al., 2000), para algunos hongos aso-
ciados a la antracnosis (Colletotrichum sp.) pre y poscosecha de frutos, el incremento del
pH del medio, tanto en el crecimiento necrétrofo como en el sapréfito, la relacién direc-
ta que existe entre este fenémeno y la activacién de enzimas relacionadas con la degra-
dacién de pectinas; asi como (Benito et al., 2000) la importancia de estos factores en el
desarrollo de la patogenicidad de hongos y bacterias. Sin embargo, también se reporta
(Centis et al., 1997) que el gen clpg2 de Colletotrichum lindemuthianum, que codifica una
endopoligalacturonasa, se expresa durante todos los estadios de la infeccién y es induci-
ble en cultivo por la adicién de pectina incluso a pH 4cido. La bisqueda de alternativas
duraderas para el control de enfermedades vegetales y que ademds sean amables con el
ambiente, como es el caso del uso de elicitores flingicos (moléculas derivadas del hongo
que son capaces de estimular mecanismos metabdlicos de defensa vegetal) requiere,
entre otros, del conocimiento de la biologia y de las caracteristicas éptimas de cultivo
del patdgeno. El objetivo de este trabajo fue evaluar algunos pardmetros de desarrollo
del patdégeno C. gloeosporioides f. alatae como son la masa del micelio producido, la espo-
rulacién, la actividad de la enzima poligalacturonasa (E.C. 3.2.2.15) excretada al medio
y el pH del medio, durante su cultivo en varios medios liquidos. Los resultados obteni-
dos generan conocimiento acerca del desarrollo del patégeno causal de la antracnosis
del fiame y contribuyen a la busqueda de alternativas para el control de la enfermedad
y al desarrollo de la ciencia y la agricultura locales.

MATERIALES Y METODOS

EL PATOGENO

Colletotrichum gloespoiroides f. alatae se obtuvo del banco de germoplasma mundial de
hongos localizado en la ciudad de Amsterdam-Holanda. El hongo se conservé en me-
dio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) en oscuridad y a una temperatura de 25° C.
Se reactivé la virulencia del hongo inoculando plantas de fiame (Dioscorea rotundata
var. Espino) cultivadas in vitro, con 5 mL de una suspensién de 1,5 x 10° conidias/mL,
que se inyecté con una jeringa (29G %) por el envés de cinco peciolos por plantula.
Las pldntulas fueron suministradas por el Laboratorio de Cultivos Vegetales del
Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotd. La
suspensién de conidias se obtuvo lavando con agua destilada estéril cultivos de 15
dias de crecimiento en caja de Petri con agar PDA y determinando la concentracién
por conteo (Madigan et al., 2000), en cdmara de Neubauer.

ESTABLECIMIENTO DE cuLTIvO DE Colletotrichum gloeosporioides f. alatae EN MEDIOS LIQUIDOS
Los medios utilizados para el cultivo del hongo fueron: 1) caldo papa dextrosa
(Difco); 2) caldo Martin (1 g K,HPO,, 0,5 g MgSO,*H,0, 5 g peptona y 10 g saca-
rosa, para 1 L de medio); 3) Czapeck (1 g K,HPO,, 0,5 g NaCl, 13,3 mg EDTA, 10 mg
FeSO,*7H,0, 0,5 g MgSO,*H,0, 2 ¢ NH,NO,, 6,9 mg MnSO,*4H,0, 3,54 mg
ZnSO,*7H,0, 0,01 mg CuSO,*5H,0y 30 g sacarosa, para 1 L de medio) y 4) Czapeck-
fiame (con extracto del tubérculo de flame como unica fuente de carbono, a una con-
centracién en azicares de 30 g/L de medio). El extracto se obtuvo a partir de tubércu-
lo de Dioscorea rotundata variedad espino de aproximadamente dos meses posteriores
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a la cosecha. Para ello el tubérculo se peld, se sumergié en agua en ebullicién por dos
minutos; posteriormente se homogeneizé en licuadora y la suspensién resultante se
centrifugd a 10.000 r.p.m. por 10 minutos; se tomd el sobrenadante y se le determiné
azlcares totales por el método de Dubois. Los medios se ajustaron a pH 3,8 con &ci-
do lactico, se sirvieron en frascos de 25 mL de capacidad (5 mL/frasco) y se esteri-
lizaron en autoclave por 15 minutos a 121° Cy 15 psi. Los cultivos se iniciaron en una
concentracién de 0,5 x 10° conidias/mL, obtenidas a partir de hongo al cual se le ac-
tivé previamente su virulencia con 15 dias de crecimiento en caja de Petri, y se mantu-
vieron durante 39 dias en oscuridad a 25° C y con agitacién constante (150 r.p.m.)
siguiendo lo descrito por Shih et al. (2000).

MUESTREOS Y TRATAMIENTOS DE RESULTADOS

A partir de los cultivos del patégeno en los diferentes medios liquidos se determinaron,
como pardmetros de crecimiento y desarrollo, la masa seca de micelio y la esporula-
cién y como pardmetros fisiolégicos, la actividad poligalacturonasa (E.C. 3.2.2.15)
excretada al medio y el pH del mismo, por los métodos que se describen a continua-
cién. El material experimental (frascos) se dispuso en un disefio completamente al azar
con cuatro tratamientos (medios de cultivo) y tres réplicas para cada uno. Después de
establecer los medios de cultivo (tratamientos) como se describié anteriormente, se
recolectaron tres (réplicas) por cada medio a los 4, 8, 10, 14, 17, 20, 25, 29, 35y 39
dias de cultivo. Para comparar las variables fisiolégicas, de crecimiento y desarrollo, el
andlisis de los resultados se realizé por andlisis no paramétrico de Kruskal-Wallis
(p<0,05) usando el programa estadistico STATGRAFICS 6.0.

DETERMINACION DE CRECIMIENTO MICELIAR Y ESPORULACION

Para establecer las curvas de crecimiento del patégeno se determiné la masa seca del
micelio obtenido de los cuatro medios liquidos evaluados. El micelio se separé del
medio de cultivo por centrifugacién (12.000 r.p.m. x 10 min a 4° C), siguiendo lo re-
portado por Yakoby et al. (2000). A continuacién se lavé dos veces con agua destilada
y se secé a una temperatura de 40° C, hasta peso constante. Para evaluar la produc-
cién de conidias, éstas se separaron del micelio por agitacién en vortex durante un
minuto y su concentracién (conidias/ mL de medio) se determiné por conteo (Madigan
etal., 2000) en cdmara de Neubauer.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD POLIGALACTURONASA (E.C. 3.2.2.15) Y PH DEL MEDIO

La determinacién de la actividad poligalacturonasa requiere que sean retirados previa-
mente los aztcares reductores presentes en el medio de cultivo, pues su presencia inter-
fiere con el ensayo de cuantificacién. Por lo tanto, una vez se retir$ el micelio del medio
de cultivo por centrifugacién, como se describié anteriormente, el sobrenadante obteni-
do se someti6 a didlisis contra agua desionizada, con cuatro cambios a 4° C durante 24
horas. El ensayo se realizé por duplicado siguiendo el protocolo descrito por Boundart
et al. (2003), con algunas modificaciones. El método de determinacién de la actividad
poligalacturonasa se basa en la determinacién de aziicares reductores liberados a partir
de un sustrato de la enzima como el 4cido poligalacturénico. La determinacién de los
azlcares reductores se realizé por el método colorimétrico de Nelson, (1944) modi-
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ficado por Somogy (1945). El pH de los medios de cultivo se determiné por triplicado
a cada tiempo evaluado, usando electrodo de referencia Ag/Ag (Schoot®).

RESULTADOS Y DISCUSION

ACTIVACION DE LA VIRULENCIA DE Colletotrichum gloeospoiroides f. alatae

Se reactivé la virulencia del hongo inoculando plantulas de D. rotundata var. Espino.
Los signos y sintomas caracteristicos de la enfermedad (lesiones necrdticas) se regis-
traron sobre las hojas a los cuatro dias posteriores a la inoculacién, como se muestra
en la figura 1. Los érganos vegetales afectados se colocaron en medio PDA de donde
se aisl6 el patdgeno, con lo cual se confirmé su virulencia. El hongo se cultivé nueva-
mente en medio sélido PDA en el que se incubé por 15 dias. A partir de estos cultivos,
posteriormente se obtuvo la suspensién de conidias para inocular los medios, por los
procedimientos descritos anteriormente.

A B

Figura 1. Activacion de la virulencia de C. gloeosporioides f. alatae. A. Observacién de signos y sintomas
(lesiones necréticas) registrados cuatro dias después de la inoculacién. B. Cultivo en PDA obtenido
a partir de los érganos vegetales afectados.

CRECIMIENTO MICELIAR, ESPORULACION, PH Y ACTIVIDAD POLIGALACTURONASA DURANTE

EL cuLTivo DE Colletotrichum gloeosporioides f. alatae EN MEDIOS LiQUIDOS

Como pardmetro de crecimiento se determiné la masa del micelio (Fig. 2), obtenién-
dose valores que fueron significativamente diferentes (p = 4,7 x 10°) a través del perio-
do de estudio. Como se puede observar en la figura 2, en el medio Czapeck-fiame no
solo se obtuvo la mayor masa miceliar (20 dias), sino que el desarrollo de ésta fue su-
perior (alrededor del doble), con relacién al obtenido con los demdas medios emplea-
dos. Aunque inicialmente la masa de micelio obtenido en Czapeck y Czapeck-fiame fue
similar (no hay diferencias significativas entre 4 a 14 dfas), a partir del dia 14 la masa
miceliar obtenida en Czapeck se mantuvo constante hasta el final del experimento,
correspondiendo en promedio solo al 58% del peso que se obtuvo con Czapeck-fiame.
A partir del dia 20, el micelio obtenido en czapeck-fiame se mantuvo sin diferencias
significativas hasta el final de experimento. Los resultados obtenidos en los caldos
Martin y papa no presentaron diferencias durante el experimento y alcanzaron en
promedio entre 32 a 36% del crecimiento observado en Czapeck-fiame.
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Figura 2. Curvas de crecimiento de C. gloeosporioides f. alatae en los medios de cultivo liquidos em-
pleados Czapeck-fiame, Czapeck, caldo Martin y caldo papa. Los datos se presentan como el pro-
medio de tres réplicas y las barras verticales representan la desviacién estandar.

Otro pardmetro de desarrollo evaluado fue la produccién de esporas (conidias/mL de
medio), resultados que se ilustran en las figuras 3. La esporulacién fue significativamen-
te diferente (p = 6,35 x 10°) a través del periodo de estudio. Durante el desarrollo del
experimento el conteo de conidias en Czapeck-fiame no solo fue significativamente
mayor en todos los tiempos evaluados, sino que llegé alrededor de 10° conidias/mL (dia
17), mientras que en los demdas medios de cultivo, no superé 10° conidias/mL durante
el tiempo que durd el estudio. Entre los cuatro y 20 dias de cultivo no hubo diferencias
entre los conteos de los medios Czapeck, caldo Martin y caldo papa. Las diferencias se
registraron a partir del dia 25 en el caldo Martin en el que se alcanzaron en promedio
2 x 10° conidias/mL y a partir del dia 30 en Czapeck, en el que se obtuvieron 2 x 10’
conidias/mL. En el caldo papa no se registré aumento en esta variable sino hasta el final
del experimento (dia 39), cuando fue significativamente diferente para los cuatro me-
dios empleados. En este tiempo, en el caldo papa se alcanzaron valores del orden de
magnitud de los que se observaron en el caldo Martin a los 25y 30 dias. Se sugirié como
factor de virulencia para Colletotrichum sp. la secrecién de amonio al medio con el con-
secuente incremento en el pH (Drori et al., 2003; Prusky et al., 2001; Yakoby et al., 2000)
y se demostré para el caso C. gloeosporioides (Penz.) una relacién directa entre este fend-
meno y la activacién de enzimas relacionadas con la degradacién de pectinas (Yakoby
etal., 2000) y en general, en otros patosistemas, para la activacién de enzimas degrada-
doras de pared vegetal. Igualmente, se estudiaron la variacién del pH y de la actividad
poligalacturonasa en los medios liquidos evaluados, durante el cultivo de C. gloeosporioides
f. alatae, resultados que se muestran en las figuras 4 y 5 respectivamente. El andlisis
estadistico mostré que el pH de los medios fue significativamente diferente (p = 1,4 x
107) a través del periodo de estudio. Como se ilustra en la figura 4 el hongo cultivado
en el medio Czapeck-fiame, a los 4 dias incrementd significativamente el pH desde 3,8
(t=0) hasta 5,6. Esta variable sigui6é en aumento hasta alcanzar pH 8 a los 17 diasy a
partir de este momento los incrementos por el tiempo de cultivo no fueron signifi-
cativos. Los medios Czapeck y caldo Martin alcanzaron el nivel de pH obtenido en
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Czapeck-fiame a los cuatro dias, pero a los 10 y 29 dias respectivamente. Esta variable
continué en ascenso en estos medios, alcanzando un mismo nivel al final del experi-
mento (dia 39), nivel que fue sin embargo, significativamente menor que el valor maxi-
mo obtenido para Czapeck-fiame. En el caldo papa se dieron incrementos en el pH a
partir de los 29 dias y hasta el final (dia 39), pero todos fueron significativamente meno-
res con respecto a Czapeck-fiame, czapeck y caldo Martin.

Se determind el efecto del pH del medio, en la produccién y secrecién de proteinas en
varios microorganismos y en gran nimero de especies del género Colletotrichum sp.
(revisado por: Drori et al., 2003; Yakoby et al., 2000), particularmente en antracnosis
pre y poscosecha de frutos como tomate, aguacate, manzana, entre otros. La alcalini-
zacién del tejido hasta un pH éptimo para la actividad pectato liasa, se considerd
como parte de los factores que incrementan la virulencia de C. gloeosporioides y de-
pende de la disponibilidad de nitrégeno para ser convertido a amonio (Prusky et al.,
2001). C. gloeosporioides f. alatae fue capaz de utilizar diferentes fuentes de nitrégeno,
tanto inorgdnicas como orgdnicas, para elevar el pH del medio, tal como se observé
segtin el pH final alcanzado en Czapeck y en el caldo Martin, los cuales contienen
como fuente de nitrégeno NH,NO,; y peptona, respectivamente. Sin embargo, estos
dos medios no alcanzaron el pH obtenido en Czapeck-fiame (pH final > 8) medio que
contiene como fuente de nitrégeno NH,NO, y proteinas de extracto de fiame. En con-
secuencia, es posible que el comportamiento observado en el pH del cultivo en caldo
papa, se debié a que éste es un medio relativamente pobre en nitrégeno respecto a
Czapeck, Czapeck-fiame y el caldo Martin. Ademas, en los dos medios que contienen
NH,NO, se presentaron los mayores valores de pH durante la mayor parte de los
tiempos de cultivo evaluados. El efecto del pH del medio sobre la actividad poliga-
lacturonasa no es un factor determinante ya que ésta se puede encontrar a pH 4cido
(Centis et al., 1997). Sin embargo, su produccién durante el cultivo se presenta mas
rdpido en medios que contengan pectina que en aquellos que contienen otro tipo de
fuente de carbono. Como se muestra en la figura 5 esta enzima se detecté en todos
los medios de cultivo, a lo largo del experimento.
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Figura 3. Esporulacién durante el cultivo de C. gloeosporioides f. alatae en diferentes medios de cultivo

liquidos.
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Figura 4. Variacién del pH en medio liquido durante el cultivo de C. gloeosporioides f. alatae. (0 dias pH
=3,8)

Estos resultados se analizaron estadisticamente (Kruskal-Wallis) encontrdndose que
la actividad poligalacturonasa excretada a los medios fue significativamente diferente
(p=9,9x10") a través del periodo de estudio. Desde los cuatro dias la actividad en
Czapeck-fiame fue significativamente mayor a la de los demds medios; sin embargo,
a los ocho dias no hubo diferencias significativas entre Czapeck-fiame y el caldo Mar-
tin, pero el comportamiento de la enzima poligalacturonasa en Czapeck-fiame a par-
tir del dia diez fue marcadamente diferente a los otros medios utilizados. La actividad
en Czapeck-fiame aumenté rdpidamente entre los diez y los 20 dias, llegando a supe-
rar en mas de cuatro veces la de los otros medios, y a partir del dia 20 se mantuvo sin
variaciones significativas, mientras que en los demds medios siguié en aumento hasta
el final del experimento (dia 39), pero solo llegando a la mitad de la actividad enzima-
tica observada en Czapeck-fiame. Aunque se ha determinado que la actividad poliga-
lacturonasa no es un factor determinante en la infeccion de C. lindemuthianum, endo
PG de este patégeno es capaz de elicitar la sintesis de proteinas relacionadas con
patogénesis (PRs) en plantas de tabaco (Boudart et al., 2003) y de algodén (Venere
etal., 1984), razén por la cual se ha sugerido su importante papel en la activacién de
las respuesta de defensa del hospedero. Se ha demostrado que genes que codifican
para la actividad endoPG se expresan diferencialmente durante la infeccién del hos-
pedero y durante el crecimiento saprofitico en medios de cultivo (Centis et al., 1997).
En este dltimo, su expresién se activé por la presencia de pectina como fuente de
carbono, como se observé en Czapeck-fiame, cuya fuente de carbono seguramente
contiene pectina. La disponibilidad de nitrégeno, asi como la relacién carbono-nitré-
geno de los medios empleados, también pudo afectar el grado de esporulacién que
se observé durante el cultivo de C. gloeosporioides f. alate. Jackson y Schisler (1992) re-
portan que distintas variaciones de la relacién carbono-nitrégeno en el medio de cul-
tivo, tuvieron influencia en: el rendimiento, la morfologia y eficiencia de las esporas
de Colletotrichum truncatum para causar enfermedad en plantas de Sesbania exalta. Sin
embargo, en Czapeck-fiame no solo la esporulacién sino las demds variables estudia-
das, mostraron un comportamiento muy distinto en comparacién a los otros medios,
por lo que se debe tener en cuenta que la influencia sobre estas variables estd dada,
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ademds, por la compleja composicién que puede tener Czapeck-fiame, ya que los mu-
cilagos que se pueden extraer del tubérculo, estdn compuestos por una serie de pro-
teinas, azlicares, minerales y vitaminas (Perea y Buitrago, 2000).

Se aislé Colletotrichum gloeosporioides de hojas, tallos y tubérculos de fiame que presen-
taron el sintoma de la antracnosis (Abang et al., 2003; Pérez et al., 2003), sin embar-
go, no se conocen los factores de virulencia que determinaron el desarrollo del paté-
geno en los tubérculos, factores que podian estar relacionados con las variables
estudiadas, ya que estas mostraron un comportamiento particular en el medio
Czapeck-fiame y marcadamente diferente al encontrado en los demds medios em-
pleados. En Czapeck-fiame la dindmica de las variables en estudio fue similar, ya que
en el periodo comprendido entre los 17 a 25 dias, se alcanzaron los maximos en el
desarrollo del micelio, el grado de esporulacién, el incremento del pH y la actividad
poligalacturonasa. De este modo se pudo establecer como condiciones de cultivo
para Colletotrichum gloeosporioides f. alatae, el medio Czapeck-fiame (pH 3,8) inicidndolo
con 0,5 x 10° conidias/mL, y manteniendo el cultivo en la oscuridad, a 25° Cy con
agitacién constante (150 r.p.m.); condiciones adecuadas para la produccién masiva
de masa miceliar del patégeno, que puede ser utilizada para fines de obtencién de
elicitores encaminados a activar las respuestas de defensa de la planta.

800 7
600 1

400 4

nka/mg prot

200 A

40 45

Dias de cultivo
—@— Czapeck-fiame  —#— Czapeck —#- Caldo Martin  ----X--- Caldo Papa

Figura 5. Actividad poligalacturonasa de C. gloeosporioides f. alatae durante cultivo en medio liquido.

CONCLUSIONES

Se implementd un medio liquido para el desarrollo de Colletotrichum gloeosporioides f.
alatae, consistente en Czapeck y extracto de tubérculo de fiame como Unica fuente de
carbono. Con este medio se obtuvieron los mayores valores para los parametros de:
crecimiento (masa de micelio seco), esporulacién, variacién de pH del medio y activi-
dad poligalacturonasa extracelular, frente a tres medios liquidos comdnmente utiliza-
dos para el cultivo de hongos. Este estudio no solo aporté elementos de criterio para
la seleccién de condiciones de cultivo que permitieran la obtencién de micelio fungi-
co, sino que ademds, la implementacién del medio con extracto de tubérculo de fiame
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alcanzé los requerimientos nutricionales del patégeno donde fue posible observar el
desarrollo de factores caracteristicos de los mecanismos de infeccién que podian
participar en la patogenicidad.
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