ARTICULO DE INVESTIGACION

Caracterizacion molecular de Colletotrichum gloeosporioides
aislado de plantas de hame de la Costa Atlantica Colombiana
utilizando la técnica “DNA Amplification Fingerprinting (DAF)”

Molecular characterization of Colletotrichum gloeosporioides isolated
from yam plants of Colombia Atlantic Coast using DNA Amplification
Fingerprinting technique (DAF)

Natalia Giraldo Marroquin”, Silvia Lizette Bustamante Rodriguez”,
Yeimy Alexandra Pinzén Gutiérrez", Gustavo Buitrago Hurtado™

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v18n1.57720

Resumen

La antracnosis en name, causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides, es una enfermedad relevante que posee el
potencial de destruir el 100% de la cosecha, convirtiéndose en la principal limitante fitosanitaria para el rendimiento del
cultivo en el pais. Esta es una situacién preocupante considerando que aproximadamente 35.000 familias de pequehos y
medianos agricultores de la Costa Atlantica Colombiana subsisten de este cultivo; es por esto que el objetivo de este trabajo
fue caracterizar molecularmente 42 aislamientos del hongo procedentes de plantas de fame con sintomas de la enfermedad,
utilizando la técnica molecular “DNA Amplification Fingerprinting (DAF)”, caracterizada por su resolucion en la determinacion
de la variabilidad genética de diferentes organismos. Para la determinacién de polimorfismos, se amplificaron 16 marcadores
DAF implementando iniciadores tipo decamero, los cuales fueron visualizados por electroforesis en microchip con el equipo
MCE-202 MultiNA. Se evalué la reproducibilidad de la técnica DAF. La amplificacion arroj6 391 bandas inequivocamente
polimdrficas en todas las muestras, el coeficiente de Dice identificé cinco grupos con 0.30% de similaridad y el indice de
diversidad genética fue de 0.28; datos que reflejan un alto grado de variabilidad en la coleccién estudiada de C. gloeospo-
rioides. Esta puede deberse, al intercambio de germoplasma, a su condicién heterotalica, a las mutaciones y al alto potencial
de dispersion de las conidias que le permiten mantener la viabilidad bajo condiciones adversas. Por dltimo, se encontré que
DAF es una técnica reproducible, confirmando que es una metodologia fiable para la caracterizacion molecular de hongos.
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Abstract

Yam anthracnose, caused by the fungus Colletotrichum gloeosporioides, is a significant disease that has the potential to
destroy harvests in 100%, causing the decrease in crop yields nationally. Consequently, its situation affects approximately
35.000 families of small farmers the Atlantic Coast for whom it is the livelihoods. Due to above, the objective of this work
was to perform the molecular characterize of 42 C. gloeosporioides isolates from yam plants with symptoms of the disease,
using the molecular technique “DNA Amplification Fingerprinting (DAF)” useful for its resolution in determining the gene-
tic variability of different organisms. For polymorphisms determination, were amplified 16 DAF markers by using primers
decamers type, the banding patron was visualized by electrophoresis in microchip 202 MCE-MultiNA equipment also, we
assessed of DAF technique reproducibility. The amplification process yielded 391 unequivocally polymorphic bands in all
samples, Through Dice coefficient we identified five groups with 0.30% of similarity and a genetic diversity index of 0.28.
Our data show a high degree of variability in the collection of C. gloeosporioides studied. The high variability could be due
to several reasons like germplasm exchanges, the heterothallic condition of fungal isolates, a presence of mutations and the
high potential for conidia dispersal that allow it to maintain its viability under adverse conditions. Finally, we found that DAF
technique is reproducible, confirming that it is a reliable methodology for the fungi molecular characterization.
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Introduccién

El Rame pertenece a la familia Dioscoreaceae, la cual
cuenta con seis géneros y alrededor de 600 a 900
especies, muchas de ellas de elevado potencial eco-
némico seglin Gonzélez (2012). Es una planta mono-
cotiledénea que se caracteriza por tener tubérculos
carnosos a los que se les denomina names, los cua-
les contienen fécula abundante y metabolitos secun-
darios, entre los mas comunes de estos compuestos
estan las saponinas esteroidales (Ramos et al, 2015;
Acevedo et al., 2014).

Esta especie esta ampliamente distribuida en regiones
tropicales y subtropicales de alta pluviosidad, es uti-
lizada principalmente en la alimentacion humana en
lugares como Africa, el sur de Asia, Islas del Pacifico
y la region Caribe Colombiana; siendo producto ba-
sico en la dieta alimenticia de la poblacion, debido a
su alto contenido nutricional, donde el principal com-
ponente es el almidén, fuente rica de carbohidratos;
ademas que su alto contenido de vitamina C le otorga
valor como anti-escorbuto, constituyéndolo en un va-
lioso alimento para hombres y animales (Pinzén et al.,
2013).

El hname de amplia distribucién, engloba especies sil-
vestres y cultivadas originarias de Africa, Asia y Amé-
rica, las cuales son sembradas en regiones tropicales,
subtropicales y templadas de todo el mundo (Busta-
mante, 2006; Acevedo etal,, 2014). En Colombia, este
cultivo es importante en la Costa Caribe, el Pacifico y
la Amazonia, donde, las especies de mayor importan-
cia tanto por el drea sembrada como por la demanda
del tubérculo, son name criollo (Dioscorea alata) que
cuenta con mejores caracteristicas en cuanto a rendi-
miento, vigor y capacidad de almacenamiento frente
al hame espino (Dioscorea rotundata Poiret) que aun-
que no iguala las propiedades de la especie criollo,
es menos susceptible a patologias devastadoras como
la antracnosis, causada por el hongo Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Sacc. (Reina, 2012). Segtn
Agronet (2016), en promedio, Colombia siembra
340.000 hectareas, de las cuales se obtienen 385.000
toneladas por ano.

La antracnosis es una enfermedad que ocasiona le-
siones tipicas necroticas en los tallos, hojas y frutos
de las plantas afectadas (Cannon et al, 2012). Tiene
una notable relevancia en la agricultura moderna, no
solo porque posee el potencial de destruir el 100% de
la cosecha, sino porque atn en los casos en que no
causa pérdidas totales, por lo general, reduce en for-
ma croénica el rendimiento del cultivo (Jiménez et al,
2012). En la Costa Atlantica Colombiana, es conocida
como mancha de hierro o quemazén y afecta los ren-
dimientos hasta en un 50% (Bustamante, 2006).

El uso tradicional de fungicidas de sintesis quimica lo-
gran un cierto control de la enfermedad, sin embargo,
generan un impacto negativo sobre los organismos be-
néficos presentes en el ambiente (Almaguel & Botta,

2005), por lo anterior, los resultados han sido poco efi-
cientes y lo que se ha logrado es aumentar problemas
como la contaminaciéon ambiental, el aumento en los
costos de produccion y la generacion de una respuesta
adaptativa del patégeno; a lo cual se le suma el inade-
cuado manejo del cultivo y control de C. gloeosporioi-
des, debido a la poca informacion disponible acerca
de la diversidad y estructura de la poblacién biol6gica
del hongo, asociada con antracnosis en name, lo cual
permitiria un mejor entendimiento del comportamien-
to del patosistema C. gloeosporioides - Name (Busta-
mante et al,, 2003; Bustamante, 2006; Pinzén, 2014).

En Colombia, se han venido desarrollando trabajos que
han permitido profundizar en el conocimiento del pa-
toégeno, donde la variabilidad genética del hongo esta
siendo recientemente estudiada. El objetivo de este
trabajo fue contribuir al entendimiento del patosiste-
ma, caracterizando molecularmente una coleccién de
aislados de C. gloeosporioides, utilizando la técnica
DNA Amplification Fingerprinting (DAF) y evaluando el
uso de la metodologia de Microchip Electrophoresis
System for DNA/RNA Analysis en el equipo MCE-202
MultiNA en la amplificacion de los productos.

Materiales y métodos

Material biolégico

Se implementaron 42 aislamientos pertenecientes a la
coleccion del Instituto de Biotecnologia de la Univer-
sidad Nacional de Colombia. Estos, fueron aislados de
plantas de name (Dioscorea alata y Dioscorea rotun-
data) cultivadas en la Costa Atlantica Colombiana con
sintomas de antracnosis.

Reactivacion de aislados de C. gloeosporioides

Los hongos se encontraban conservados por la me-
todologia de subcultivo periédico con aceite mineral
a una temperatura de 4°C, con el fin de disminuir la
velocidad de transferencia de oxigeno, favoreciendo la
estabilidad y minimizando la frecuencia de resiembra
(Pinzon et al., 2009).

Para la reactivacion de los ejemplares, se hicieron repi-
ques sucesivos de los hongos en cajas de Petri con me-
dio PDA (Papa Dextrosa Agar) y se incubaron a 24°C
en total oscuridad durante 15 dias aproximadamente,
brindandoles las condiciones necesarias para el creci-
miento y produccién de micelio para la extraccion del
ADN.

Extraccion del ADN

La extraccion de ADN se realiz6 siguiendo el protoco-
lo modificado de Bustamante et al. (2003), para aislar
ADN de tubérculos de name:
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El rompimiento de la pared y membrana celular de
los hongos se realiz6 por friccion mecanica en el per-
turbador celular (bead beatter), durante un minuto
en tubos Eppendorf de 2 mL con iguales cantidades
de perlas de cristal “beads” de 0.5 mm de diametro
(Scientific Industries, Inc.) y de micelio de cada hon-
go. Enseguida a cada muestra, se le adicioné 400 y
20 uL de Buffer bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB) y DTT (ditiotreitol) respectivamente, para agi-
tar e incubar por 30 minutos a 65°C (Bustamante et
al, 2003).

Posteriormente, a cada muestra se le agregd 300
puL de cloroformo: alcohol isoamilico en propor-
cion 24:1, mezclando suavemente. La mezcla fue
centrifugada por 10 minutos a 14.000 r.p.m. Para la
precipitacion del ADN se transfirio el sobrenadante
a un tubo nuevo y se le adicioné 300 pL de iso-
propanol frio, la anterior mezcla se incubé a -20°C
durante 60 minutos y se centrifugd por 5 minutos a
14.000 r.p.m. El ADN fue lavado dos veces con 300
uL de etanol al 70%, centrifugando por 5 minutos
a 12.000 r.p.m. y descartando el etanol entre cada
lavada. Finalmente, el ADN se dej6 secar a tempera-
tura ambiente por 30 minutos y fue re suspendido
en 50 pL de agua tipo Il.

Cuantificacién del ADN

La verificacion de la concentracion del ADN extraido
se realizé por medio de lecturas en un Fluorémetro
Qubit™ con el kit de cuantificacion de ADN de cadena
pesada (2 - 1000 ng) de (Invitrogen®). Las concentra-
ciones fueron ajustadas a 10 ng/uL con agua tipo Il
estéril.

Para confirmar la integridad del ADN se realizaron
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

Caracterizacion molecular

Generacion de patrones de bandeo de los aislados de
C. gloeosporioides con la técnica DAF

Esta metodologia considera mdiltiples secuencias blan-
co y sitios anénimos en el genoma, usando iniciadores
de secuencias aleatorias tipo decamero (Caetano-Ano-
lles et al,, 1991; Caetano-Anolles et al., 1998).

Esta técnica se aplicé a un grupo de cuarenta y dos
(42) aislados del hongo C. gloeosporioides, con die-
ciséis iniciadores tipo decamero (tabla 1). La PCR se
realiz6 en placas multipozos, bajo las condiciones des-
critas en la tabla 2 y a un volumen final de 20 pL. La
amplificacion se realizé en un termociclador (C1000,
Bio-Rad®) bajo las siguientes condiciones: desnaturali-
zacion inicial a 94°C por 5 min; seguido de 40 ciclos
cada uno compuesto de: desnaturalizacién a 94°C por
15 s, hibridacion a 35°C por 20 s y extension a 72 °C
por 1 min; y una extension final a 72°C por 5 min.

Tabla 1. Secuencias de los decdmeros utilizados

Iniciadores Secuencia 5" — 3’
OPMO1 GTTGGTGGCT
OPMO02 ACAACGCCTC
OPMO3 GGGGGATGAG
OPMO04 GGCGGTTGTC
OPMO6 CTGGGCAACT
OPMO7 CCGTGACTCA
OPMO09 GTCTTGCGGA
OPM10 TCTGGCGCAC
OPLO2 TGGGCGTCAA
OPLO3 CCAGCAGCTT
OPLO4 GACTGCACAC
OPLO6 GAGGGAAGAG
OPLO7 AGGCGGGAAC
OPLO8 AGCAGGTGGA
OPL09 TGCGAGAGTC
OPL10 TGGGAGATGG

Los productos de la amplificacion fueron separados
por electroforesis con microchip en el equipo MCE-
202 MultiNA. Se utilizé un kit de 2.500 pares de bases
y 10 uL del marcador de peso pGEM® (DNA-3 Kb), los
volimenes de los reactivos son calculados automati-
camente por el equipo dependiendo del nimero de
muestras.

Andlisis de datos

Elaboracion de matrices

Una vez se obtuvieron los patrones de bandeo de las
muestras, se contaron todas las bandas inequivoca-
mente identificables generadas con cada iniciador y
se elaboraron matrices de datos doble estado de pre-
sencia/ausencia en Excel (Microsoft, 2007). Posterior-
mente, se determinaron las matrices de similaridad a
partir del indice de similaridad de Dice (Neiy Li, 1979)
con el programa SimQual del paquete bioestadistico
NTSYS version 2.02i (Numerical Taxonomy System)
y a partir de éstas se construyeron matrices de agru-
pamiento con el método UPGMA (Unweighted Pair
Group Arithmetic Mean) en el programa SAHN del
mismo paquete estadistico.

Obtencion del dendograma

El resultado del agrupamiento se grafico en el progra-
ma Tree Plot de NTSYS, el cual arrojé el dendograma
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Tabla 2. Reactivos utilizados para la realizacién de la PCR

Reactivos Concentracion final 1X 50 X
DNA molde 0.1-0.5 ng/uL 1L 1L
Buffer 1X 2uL 100uL
MgCl2 2.5 mM TuL 50uL
dNTPs 0.25 mM 0.5uL 25uL
Primer 3-5.3 pMol 5.3uL 265uL
Taq. Polimerasa 0.2 u/uL 0.2uL 10uL
Agua tipo Il 9.4uL 470uL

Patrones de bandeo generados con el iniciador OPL10
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Figura 1. Perfiles DAF generados por electroforesis.
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del conjunto de iniciadores para observar los grupos
formados.

Estimacion de la diversidad genética

La diversidad genética de la coleccién de aislados se
evalu6 teniendo en cuenta la frecuencia de variantes,
a través del calculo de la diversidad genética promedio
[Hi], la cual expresa la probabilidad de que en un loci
dnico, cualquier par de alelos escogidos al azar de la
poblacién sean diferentes entre si (De Vicente et al,
2004).

Resultados y Discusién

Extraccion del ADN

Con el protocolo modificado de Bustamante et al,
(2003) que contempla el uso de CTAB, se logré ex-
traer ADN gendémico de forma sencilla, rapida, en gran
cantidad y de buena calidad, razones importantes para
desarrollar todos los experimentos y réplicas con gran
eficiencia. Este protocolo de extraccion es adecuado
para extraer y purificar ADN de plantas y microorganis-
mos y estd especialmente indicado para eliminar los
polisacéridos y los compuestos polifendlicos que, de
otro modo, alterarian la pureza del ADN y por tanto,
su calidad (Somma, 2010).

Este procedimiento se ha aplicado con frecuencia en
estudios de genética molecular de plantas, hongos
y bacterias y ha sido utilizado en el proceso de de-
teccion de Organismos Genéticamente Modificados
(Lipp et al., 2001).

Cuantificacién del ADN

Segun las mediciones de cuantificacion, las concen-
traciones de ADN obtenidas tuvieron valores maximos
entre 709 ng/uL y 206.5 ng/uL y valores minimos entre
21.7 ng/uLy 12.2 ng/uL.

Teniendo en cuenta que la base de la mayoria de in-
vestigaciones en biologia molecular depende de la ob-
tencion de ADN, se puede confirmar como reportan
Rada & Taboada (1998), que esta técnica permitié la
obtencién de ADN de buena concentracion e integri-
dad, prerrequisito importante para su uso en técnicas
de biologia molecular como Impresiones Digitales de
ADN o Fingerprinting. Fundamentado esto, en los va-
lores reportados anteriormente y en la eficiencia de
la amplificacién con marcadores moleculares tipo DAF
empleados en este estudio.

Caracterizacion molecular

Los 16 iniciadores utilizados amplificaron regiones
aleatorias con un ndmero entre 19 y 36 bandas, con
un promedio de amplificacién de 24.4 bandas por ini-
ciador (figura 1) (datos completos no mostrados por
extension del texto). El menor nimero de bandas se
presenté en los iniciadores OPM09 con 20 y OPL10
con 19, contrario a los iniciadores OPMO07 y OPL0O7
que presentaron el mayor ndmero de bandas con
27 vy 36, respectivamente. En total se obtuvieron 391
bandas inequivocamente polimérficas en toda la co-
leccion (tabla 3), datos que permiten inferir que los
aislados estudiados presentan un alto grado de poli-
morfismo.

Se determiné la fiabilidad de la técnica DAF al obte-
nerse una buena reproducibilidad de las bandas (figura
2) (datos completos no mostrados por extension del
texto).

Aundlisis de agrupamiento

El dendograma obtenido por andlisis de la coleccién
mediante el coeficiente de Dice (figura 3), evidencia
que a un 0.30 % de similaridad se discriminan 5 gru-
pos, el primero conformado por 8 aislados, el segundo
por 29, el tercero y cuarto con 2 aislados cada uno

Tabla 3. Total de bandas obtenidas con cada uno de los iniciadores usados.

Iniciadores No. de bandas Iniciadores No. de bandas
OPMO1 22 OPLO2 25
OPMO02 23 OPLO3 27
OPMO03 21 OPLO4 21
OPMO04 26 OPLO6 26
OPMO06 24 OPLO7 36
OPMO0O7 27 OPLO8 25
OPMO09 20 OPLO9 25
OPM10 24 OPL10 19

Total de bandas 391
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Figura 2. Evaluacién de la reproducibilidad de las amplificaciones con la técnica DAF, utilizando el iniciador OPL06.

y un aislado que no se agrup6; teniendo en cuen-
ta que los rangos de similaridad se acotan de 0 a 1,
donde, valores cercanos a 1 indican altos grados de
semejanza y baja diversidad, mientras que cifras cer-
canas a 0 significan poca semejanza y gran diversidad,
se puede demostrar que la coleccion de C. gloeospo-
rioides analizada presenta muy poca similitud y alta
diversidad genética, resultado que se respalda con el
calculado en la estimacién de la diversidad genética

(0.28) y con las 391 bandas polimérficas obtenidas
de la amplificacion de todos los aislados; los resulta-
dos presentados concuerdan con las investigaciones
de Alvarez et al. (2005), donde aplicaron las técnicas
moleculares: Amplificacion de la regién del espaciador
interno transcrito (ITS) del ADNr, andlisis de polimor-
fismo de fragmentos de restriccion combinado con la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR-RFLPs) y la
amplificacion aleatoria de microsatélites (RAMs) para

COLECCION DEL HONGO Coll ichum gloeosporioides AISLADO DE CULTIVOS DE NAME DE LA COSTA ATLANTICA COLOMBIANA
Coeficiente de DICE

024 027 030 032 035 038 041 043 048 049 052

060 08 066 08 071 074 077 080 082 085 088

Figura 3. Dendograma de la diversidad genética de 42 aislados del hongo C. gloeosporioides que afecta al cultivo de hiame, basado
en el coeficiente de similaridad de Dice y calculado de los datos combinados de los 16 iniciadores amplificados con la técnica DAF

usando el método de agrupamiento UPGMA.
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la identificacién de C. gloeosporioides en guanabana,
las cuales les permitieron determinar un alto grado
de variabilidad genética a un coeficiente de similitud
de 0.31; igualmente Montero et al., (2010) analizaron
la diversidad genética de la especie C. gloeosporioi-
des en cultivos de aguacate, mediante el andlisis de
zimogramas isoenzimaticos y de amplificacion de frag-
mentos de polimorfismo de ADN amplificado al azar
(RAPDs), estimadores estadisticos que confirmaron la
amplia variabilidad genética del patégeno, con un in-
dice de variabilidad genética de 0.3.

El hongo C. gloeosporioides es uno de los hongos fi-
lamentosos biolégicamente mds exitosos, convirtién-
dose en un modelo de estudio debido a su amplia
variabilidad y poca especificidad (Bustamante, 2006),
caracteristicas que pueden ser evaluadas con el uso
de herramientas moleculares que detectan variaciones
especificas a nivel de ADN, pudiendo ser valoradas en
cualquier etapa del desarrollo de las cepas sin sufrir
alteraciones por los cambios medio ambientales y pre-
sentando una cantidad mayor de polimorfismos, por
lo que este tipo de caracterizacién se constituye en
un instrumento util para la determinacion adecuada de
variabilidad en hongos (Rodriguez, 2007).

En los dltimos anos, las técnicas moleculares han faci-
litado la caracterizacion de muchos organismos, en-
tre ellos C. gloeosporioides, permitiendo la realizacion
de numerosas investigaciones enfocadas a estudiar la
variabilidad genética del agente causal de la antrac-
nosis. Bailey & Jeger (1992) reportaron un estudio de
variacion genética en aislados de C. gloeosporioides
obtenidos de aguacate, papaya, platano y mango,
confirmando que hay alta variacion entre aislamien-
tos del mismo cultivo. Por otro lado, Montero et al.,
(1998), con el marcador molecular RAPDs en frutos
de aguacate en Michoacan-México, determinaron la
diversidad genética de este mismo hongo, mediante
la aplicacion de un indice de variabilidad genética ba-
sado en la proporcion de la presencia/ausencia de las
bandas amplificadas sobre el ndmero total de bandas
por iniciador y obtuvieron un valor de 0.41 para C.
gloeosporioides, concluyendo que dicha caracteristi-
ca puede deberse a que el patégeno posee un ciclo
de vida corto y reproduccion de tipo sexual y asexual,
confiriéndole una tasa alta de mutacién y recombina-
cién por cruzamiento.

Afanador et al. (2003), analizaron la diversidad ge-
nética del hongo evaluando metodologias como los
AP-PCR, RAPDs-PCR y analisis de ADN mitocondrial aso-
ciado a secuencias ricas de adeninas y timinas, repor-
tando una alta heterogeneidad y complejidad genética
en cultivos de mango en Colombia, relacionadas pro-
bablemente con la presencia de un estado perfecto
del patégeno (Glomerella cingulata).

La alta diversidad genotipica del hongo C. gloeospo-
rioides en fname fue reportada en Nigeria por Abang
et al., (2005), calculada a partir de las técnicas de am-

plificacion de la subunidad 18S de ADNr visualizada
en Denaturing Gradient Gel Electrophoresis -DGGE- y
Microsatellite-primed PCR -MP-PCR-, cuyos resultados
permitieron estimar diversidades de 0.25 y 0.21 para
las formas mas virulentas, valores concordantes con
los obtenidos en la presente investigacion. Para el afo
2006, el mismo autor, empleando marcadores mole-
culares RAPDs evidencié una vez mas niveles altos
de variabilidad genética del hongo, revelando que la
antracnosis tiene mayor incidencia y severidad en zo-
nas de bosque himedo, y reportando por primera vez
que aislados de una misma lesion eran genéticamente
diferentes.

Mas recientemente, Dominguez et al., (2012), realiza-
ron la caracterizacién molecular de C. gloeosporioides
causante de antracnosis en hojas, raquis y frutos de
palma africana en Maracaibo-Venezuela, incluyendo
pruebas de PCR especificas, secuenciacion de ITS del
ADNr y analisis de variabilidad mediante RFLPs y RA-
PDs. Dentro de los resultados obtenidos en la inves-
tigacion encontraron que la variabilidad genética de
la poblacién tiene una estructura fundamentalmente
clonal y que la gran heterogeneidad morfolégica y
la complejidad genética de la especie Colletotrichum
gloeosporioides sensu lato, puede ser explicada por la
presencia de un complejo de especies polimérficas que
contiene una serie de subgrupos con diferentes grados
de patogenicidad, especificidad y diversidad genética,
donde se incluye por lo menos a Colletotrichum fruc-
ticola, C. gloeosporioides sensu stricto, C. siamense, C.
asianum, C. hymenocallidis, C. horii y C. kahawae. Pin-
z6n (2014), en el trabajo, caracterizacién morfolégica
y molecular de Colletotrichum gloeosporioides aislado
de name (Dioscorea spp.) y establecimiento de una es-
cala de virulencia para su caracterizacion patogénica,
reporta una alta variabilidad genética de esta especie,
indicando la presencia del complejo C. gloeosporioi-
des sensu lato y otras especies del género involucradas
en el desarrollo de antracnosis en el cultivo de fame.

La diversidad genética permite mantener un reservorio
de condiciones de variacion de respuesta al medio, fa-
cilitando la adaptacion y la supervivencia del individuo
y como se demuestra anteriormente, ésta caracteristica
ha sido ampliamente estudiada en C. gloeosporioides,
reportandose numerosas investigaciones aplicando di-
ferentes técnicas moleculares, sin embargo, las causas
de la variabilidad de este patégeno en name, aun son
inciertas (Pinzon, 2014; Abang et al., 2006).

Para Montero et al., (2010) esto puede tener su origen
en diversos factores: el intenso trafico existente en el
germoplasma genera un intercambio del hongo, que
se encuentra como infeccién latente (sintomas no visi-
bles) en plantas y frutos, igualmente la capacidad del
hongo para reproducirse sexualmente, siendo ademas
una especie heterotélica que incluye la meiosis como
un tipo de reproduccién y por consiguiente el entre-
cruzamiento de segmentos cromosémicos que junto
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con las mutaciones, podrian ser la mayor fuente de
variabilidad del mismo, cuya fase sexual Glomerella
cingulata, es ampliamente conocida, sin tener un papel
reconocido en las epidemias de antracnosis en fame
(Abang et al., 2006).

Una tercera fuente de variabilidad genética, se atribu-
ye a un alto potencial de dispersion y adhesion de las
conidias y ascosporas de muchas especies del género
Colletotrichum, las cuales estan envueltas con una sus-
tancia mucilaginosa hidrofilica, compuesta principal-
mente de polisacaridos y glicoproteinas de alto peso
molecular, que le permite a las conidias mantener la
viabilidad bajo condiciones adversas como tempe-
raturas extremas, luz ultravioleta y baja humedad. Al
mismo tiempo, protege las esporas de los materiales
toxicos producidos por los tejidos vegetales hospede-
ros durante el desarrollo de una lesién (Bustamante,
2006).

La variacion genética presente en C. gloeosporioides
refleja la capacidad del patégeno para evolucionar y
adaptarse a diferentes ambientes, aspecto que contri-
buye al alto grado de dificultad en el diseno de estra-
tegias de control efectivas y duraderas, por lo que la
busqueda de variedades resistentes a la enfermedad
ha sido sugerida como una estrategia potencial en el
mejoramiento de la enfermedad, sin embargo, esta es-
trategia es apropiada si el patéogeno es exclusivamente
asexual y si el potencial de flujo de genes es bajo, pero
si el patégeno es recombinante y tiene un alto poten-
cial de flujo de genes, como parece ser el caso de C.
gloeosporioides en name, la recombinacién de alelos
de virulencia puede ocurrir tan rapido que los esfuer-
zos pueden ponerse en riesgo (Abang et al., 2003; Sa-
nabria et al., 2010; Pinzon, 2014).

Conclusiones

La coleccion del hongo C. gloeosporioides estudiada
presenté un alto grado de diversidad genética, sopor-
tado esto en los valores obtenidos del indice de simi-
laridad de Dice, del indice de diversidad genética y de
la amplificacién, los cuales fueron, 0.30 %, 0.28 y 391
bandas completamente polimérficas en toda la colec-
cion, respectivamente.

“DNA Amplification Fingerprinting (DAF)” fue una bue-
na herramienta para la caracterizacion molecular de la
coleccion de aislados de C. gloeosporioides provenien-
tes de plantas de name de la Costa Atlantica Colom-
biana, permitiendo a su vez determinar la variabilidad
genética de los aislados.

Se evidenciaron diferencias importantes en la aplica-
cion de las metodologias de amplificacién: Microchip
Electrophoresis System for DNA/RNA Analysis en el
equipo MCE-202 MultiNA y electroforesis en geles de
agarosa, dirigidas éstas a la identificacion mas precisa
de las bandas y sus respectivos valores en la primera
metodologia, lo cual permite obtener datos mas ajus-

tados de los perfiles de caracterizacion, disminuyendo
el margen de error.
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