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3.Glosario

Biotréfico — Organismo o parasito que obtiene nutrientes de organismo vivo y
cuya subsistencia depende del hospedero parasitado, por lo cual lo mantiene
Vivo.

Elicitores — Son utilizados para referirse a un grupo diversos de compuestos
estructurales (extrinsecos o aportados) que actian como moléculas de
sefializacion cuando existe peligro.

Esclerocio — Estructura dura, persistente, formada por una masa de hifas
compactas plectenquimatosas, generalmente con melanina en la capa externa,
pueden ser macroscépicas 0 microscopicas. Tiene sustancias de reserva y
permanecen latentes por largos periodos, germinando en condiciones favorables.

Fitopatégeno — Organismo y/o microorganismo, que genera enfermedades en
las plantas a través de disturbios en el metabolismo celular, al secretar enzimas,
toxinas, fitoreguladores y otras sustancias y ademas absorbe nutrientes de la
célula para su propio crecimiento.

Incidencia — Es la cantidad de individuos o partes contables de un individuo
(plantas, frutos, hojas, etc.) Afectados por una determinada enfermedad respecto
al total analizado.

Necrotrofo — Organismo parasito que mata las células del hospedero para luego
alimentarse de ellas.

Ontogenia — También llamada morfogénesis u «ontogénesis» describe el
desarrollo de un organismo, desde la fecundacibn de un cigoto durante
reproduccion sexual hasta su senescencia,

Propagulo - Estructura que funciona como unidad de propagacion de los
hongos. En los hongos pueden ser: mixamebas, zoosporas, conidios u otro tipo
de esporas.
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Screening — Es un tamizaje fitoquimico, que permite determinar cualitativamente
los principales grupos quimicos presentes en una planta y a partir de alli, orientar
la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los
grupos de mayor intereés.

Severidad — es el porcentaje de &rea de tejidos cubierta con sintomas.

Signos — Presencia visible del agente causante de la enfermedad; sea mediante
una o varias de sus estructuras.

Sinapomorfia — Es un conjunto de caracteres derivados compartidos por mas de
un taxon.

Sintomas — Manifestacion externa de la enfermedad que puede ser percibida por
uno o mas de nuestros sentidos.
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4.Resumen

Colletotrichum sp. es uno de los hongos causantes de la antracnosis que se
caracteriza por su afectacién en plantas de importancia econdmica en nuestro
pais; dentro de las particularidades de este hongo se destaca su capacidad de
adaptabilidad a las condiciones climaticas, debido a su variabilidad genéticay a la
presencia de diferentes habitos y estructuras que le proveen resistencia. Se
genero una revision documental que tiene por objetivo recopilar los mecanismos
guimicos de defensa en las plantas hospederas del patdgeno. Esto permitira
determinar posibles estrategias a futuro en el control de la afectacién del hongo
en los cultivos colombianos. Como resultado de la revision se destaca la
importancia de algunos genes como: neuropilina NPR1 en papaya y fresa, Ck-1
en café, Co-2, 17, 18, 42, 52 y 18 en frijol y la sintesis de compuestos fendlicos y
fitohormonas (el etileno, acido salicilico, acido jasmédnico), que han sido clave
para muchas propuestas y avances en el estudio de la resistencia del patdégeno

en relacién con la planta a nivel mundial.

Palabras clave: Ascomycota, Colletotrichum lindemuthianum, Colletotrichum

gloeosporioides, fitohormonas, fitopatdgeno, resistencia.
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5.Abstract

Colletotrichum sp. is a recognized plant fungal pathogen which produces
anthracnose disease in different plants of economic importance. This fungus can
adapt to several weather conditions due to its genetic variability, as well its
ecology and morphology confers advantages in the environment. In this paper, |
aimed to review the reported chemical mechanisms of host plants against this
pathogen. This will allow to propose new strategies of disease control in our crops.
We found several resistance genes across different host plants: neuropilin NPR1
in papaya and strawberry, Ck-1 in coffee, Co-2, 17, 18, 42, 52 y 18 in beans, and
the production of phenolic compounds and phytohormones (ethylene, salicylic
acid, jasmonic acid) which have been reported as key elements in the interaction

between Colletotrichum and host plants.

Key words: Ascomycota, Colletotrichum lindemuthianum, Colletotrichum

gloeosporioides, phytohormones, plant pathogen, resistance.
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6. Introduccioén

Colombia es un pais con vocacion agricola, Finagro relaciona que se puede
incrementar la produccidon por ser uno de los 7 paises en Latinoamérica con
mayor potencial en el desarrollo de areas cultivables, contando con 22 millones
de hectareas, de las cuales solo 4,8 estdn sembradas, sin sumar la altillanura
colombiana (3,5 mill de ha); la Fao citada por Finagro, establece que se deben

generan procesos de mejora genética para mejorar la productividad del campo.

Sin embargo, la productividad se ve limitada por la presencia de diferentes
hongos fitopatégenos, entre los mas representativos, con mayor incidencia y
afectacion tisular, son los del género Colletotrichum (Cepero de Garcia et al.
2012). Marulanda, Isaza & Ramirez (2007) establecen pérdidas entre 53 % y 70
% en cultivos de mora, y CORPOICA & ASOHOFRUCOL (2013) relacionan
pérdidas cercanas al 40 % de mangos criollos tipo ‘azucar’, lo que evidencia la

limitante de este hongo en el desarrollo y productividad del campo colombiano.

Se han desarrollado investigaciones a nivel mundial en las que se identificaron
genes y compuestos quimicos en plantas, que confieren resistencia al proceso
infectivo del hongo; por este motivo, se hace indispensable una documentacion
detallada de los mecanismos quimicos de defensa en las plantas, haciendo
especial énfasis en la interaccion de Colletotrichum spp. y sus hospederos, que
puedan brindar un panorama préactico de los hospederos del hongo en relacion
con su proceso de infeccidn para que sean referentes en la investigacion a nivel

nacional.
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7. Planteamiento del problema

El hongo Colletotrichum sp. es importante a nivel nacional e internacional, gracias
a la diversidad de especies que tiene y su relacién con variados cultivos, algunas
de estas relaciones son: C. destructivum y C. lindemuthianum generan pérdidas
superiores al 40 % en frijol (Aroche, 2006); C. gloeosporioides reporta pérdidas
cercanas al 40 % en mango criollo, y se desarrolla en otros cultivos como arbol de
tomate, aji, pimiento y papaya (CORPOICA & ASOHOFRUCOL, 2013); otros
autores como Lépez y colaboradores (2014) determinan pérdidas entre 53 %y 70
% en cultivos de mora y 75 % de pérdidas en cultivos de fiame (Cerdn y Buitrago,
2006); como lo evidencian estos estudios, el género Colletotrichum es de
importancia nacional y mundial dada la severidad con la que coloniza a sus

hospederos.

Un factor importante de su estructura es el desarrollo de esclerocios que son
formaciones que brindan al hongo un estado de resistencia y supervivencia,
preservando el ADN y la estructura reproductiva del mismo al no encontrar
condiciones de desarrollo y crecimiento adecuadas, (Ceperos de Garcia et al.
2012); esto demuestra que combatir el hongo de manera mecanica o quimica
(controles mas usados en el gremio agricola) no es un control definitivo del mismo
y se requieren de estudios de indole biotecnoldgica, no obstante, se tiene
conocimiento que a nivel mundial, se han desarrollado investigaciones en pro de
la identificacion de genes y compuestos quimicos de las plantas asociadas a la
resistencia del patdgeno, los cuales pueden ser la base en el desarrollo de planes

0 mecanismos de defensa y mitigacion de la afectacion del hongo en Colombia.
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8.0bjetivos

8.1 General

Identificar mecanismos quimicos de defensa en las plantas, estudiados en el
mundo Yy a nivel nacional, para proporcionar un marco de referencia que ayude a

mitigar el efecto del hongo Colletotrichum sp. en los cultivos colombianos.

8.2 Especificos

Reconocer las principales investigaciones desarrolladas a nivel mundial en torno
a los mecanismos de defensa de las plantas, tales como genes y compuestos

guimicos, para contrarrestar los efectos del hongo Colletotrichum sp.

Brindar un marco de referencia en torno a los mecanismos de defensa de las
plantas que ayuden a mitigar el efecto del hongo Colletotrichum sp en los cultivos

colombianos.
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9.Referentes Tedricos

9.1 Colletotrichum sp, hongo fitopatdégeno.

La clasificacion taxondémica del género Colletotrichum se desprende del reino
Fungi, dentro del filo Ascomycota cuya sinapomorfia agrupan al hongo que
forman 8 esporas sexuales dentro de unos sacos llamados ascos, debido a un
proceso meidtico y mitotico de 2 nudcleos (Ceperos de Garcia et al. 2012).
Colletotrichum es un género tipicamente asexual, sin embargo, existen algunas
especies que se han relacionado con un estado sexual del género Glomerella
(Cannon et al. 2012). El ciclo de vida de Colletotrichum (Glomerellales:
Glomerellaceae) contempla dos posibles estados reproductivos con propagulos
de morfologia y disposicion genética diferentes (Figura 1); la reproduccién sexual
se establece en cuerpos fructiferos llamados ascocarpos en los cuales se
desarrollan los mencionados ascos y la asexual se desarrolla a través un proceso
de desarrollo ontogénico de los conidios conocido como conidiogénesis, el cual
produce conidios en arreglo blastico o talicos (Anhuaman, 2010; Ceperos de
Garcia et al. 2012).
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Figura 1. Ciclo de vida del filo Ascomycota. Fuente. Rivera 2015

Colletotrichum fue descrito por Corda (1831) quien dio las bases para caracterizar

a este fitopatégeno fangico. El hongo se presenta en diversidad de especies

fruticolas, horticolas,

ornamentales y forestales,

desarrollando diferentes

caracteristicas. Su morfologia a nivel macroscépico in vitro se evidencia en la

Figura 2, donde se observan colonias (crecimiento miceliar radial) aterciopeladas,

de vez en cuando granulosas, de crecimiento lento, y cambios en la coloracion

después de llevar a cabo la reproduccion, en este momento se inicia la etapa de

senescencia que induce coloraciones mas oscuras, otra ligera diferencia en la

coloracion se da por el medio de cultivo, como se observa en la figura

mencionada (Cannon et al. 2012; Ceperos de Garcia et al. 2012 ).

Figura 2. Caracteristicas macroscépicas del hongo Colletotrichum sp, A: Medio Potato Dextrose Agar
NATURAL Inicial, B: PDA final C: Medio Rosa Bengala. Laboratorio UNAD 2015. Foto: Mayorga, D y

Gonzalez, A. 2015.
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A nivel microscopico, se encuentran estructuras asexuales como conidios
hialinos, curvados y fusiformes y un acérvulo setoso, con crecimientos de 90° en
hifas septadas (Figura 3- A), conidios simples sin septos, alargados y ovoides u
oblongados (Agrios 2005), de forma cilindrica con ambos lados rectos y extremos
redondos (Contreras, 2006) (Figura 3- B y C); y acérvulos (Figura 3- D, Ey F),
con forma de disco o cojin, ceroso, sub epidérmico llamado esporodoquio, de

colores oscuros (Agrios 2005).

El hongo es favorecido por temperatura y humedad relativa alta. Cuando los
aceérvulos se encuentran humedos, liberan gran cantidad de conidios, que son
llevados por el agua lluvia o de riego o las herramientas, la infeccion es directa
gracias a la germinacion del micelio y la penetracion de lamina foliar (Agrios,
2005).

Figura 3. Caracteristicas microscépicas del hongo Colletotrichum, A: Hifa septada con crecimiento de 90°, B
y C: Glomeraciones de conidios simples, D, E, F. Acérvulos en PDA NATURAL. Laboratorio UNAD 2015.
Foto: Mayorga, D y Gonzélez, A. 2015.

9.1.1 Sintomas y signos.

El hongo Colletotrichum ocasiona pérdidas de hasta el 75 % en diversos cultivos;
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algunos frutales afectados son: el mango (Mangifera indica L.), el aguacate
(Persea americana Mill.), el tomate de arbol (Cyphomandra betacea Cav.), la
papaya (Carica papaya L.), la mora (Rubus glaucus Benth), el lulo (Solanum
quitoense Lam.), la guanabana (Annona muricata L.), la fresa (Fragaria x
ananassa Duch.), la sandia (Citrullus lanatus Thunb.), el melén (Cucumis melo
L.), el platano (Musa spp.), la guayaba (Psidium guajava L.), el maracuya
(Passiflora edulis Sims) y los citricos (Citrus spp) y otros cultivos que se ven
afectados son: el frijol (Phaseolus vulgaris L.), la soya (Glycine max L. Merr.), el
sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), la alfalfa (Medicago sativa L.), el flame
(Dioscorea spp.), la yuca (Manihot esculenta Crantz), el pimenton (Capsicum
annum L.), el café (Coffea arabica L.), y algunos cereales, leguminosas, pastos y

cultivos perennes (Cerdn y Buitrago, 2006; Correa et al. 2007).

Segun Contreras (2006), los sintomas se desarrollan dependiendo de la
localizacion y adherencia del hongo al hospedero (intracelular o sub cuticular).
Esta enfermedad puede afectar 6rganos aéreos de la planta como hojas, ramillas
y frutos; en las hojas produce manchas dispersas en la lamina foliar, con
extensas areas necroticas en los bordes, cuando hay una incidencia alta puede
producir la defoliacién total de las plantas (Figura 4- B y C), en tallos y ramas
muestran sintomas como anillos necréticos que conducen a una muerte
descendente relativamente rapida (Figura 4- C y F) (Arguedas y Cots, 2012)
algunos otros sintomas se relacionan a chancros, costras, cicatrices, infecciones
latentes sobre frutos, halos o circunferencias necréticas como lo muestra la figura
4 A, Dy E. Especialmente la acacia muestra sintomas como: necrosis de los
apices y manchas foliares, mostrando signos que inician con manchas ovaladas o
circulares de color café-rojizo, también negro o castafio, causando secamiento y
encrespamiento total del limbo foliar con una rapida defoliacion. Chavarriaga
(2011) relaciona a dafios en la lamina foliar en edad madura y con una expansion

de ldmina total en palma.
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Figura 4. Sintomas de la enfermedad causados por las especies de Colletotrichum. A- Frutos de fresa
afectados por C. nymphaeae. B- Mancha foliar causada por C. beeveri. C- Hoja de filame afectada por C.
gloeosporioides agg. D- Antracnosis del mango causada por C. gloeosporioides agg. E- Tizén foliar del maiz
causado por C. graminicola. F- Baya de café afectada por C. kahawae subsp. Fuente Cannon et al. 2012.

9.1.2 Patogenicidad y virulencia.

Es un hongo generalista que se presenta en un amplio rango de plantas
hospederas a nivel mundial (Figura 4), se manifiesta como sapréfito o
fitopatogeno de alta incidencia en cultivos de varias especies y familias,
presentando problemas no sélo en cultivo y en cosecha sino también en
poscosecha. Contreras (2006) relaciona que la incidencia de la enfermedad varia
marcadamente de acuerdo a la susceptibilidad varietal, las condiciones climéticas
y la virulencia del patégeno (Oliveira et al. 2005). Velastegui et al. (2009)
demuestra que Collectorichum sp. no s6lo se encuentra en épocas humedas,
también en época seca mostrando incidencias mas bajas, lo que evidencia que
esta enfermedad es constante, desarrollando ciclos mas largos en estas épocas,
pero continuando con la diseminacién y contaminaciéon de la enfermedad a las
plantas en épocas secas. Las especies de este género son consideradas como
las mas exitosas dentro de los hongos patégenos gracias a su potencial para
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producir infecciones latentes o quisentes, con mayor frecuencia en zonas

templadas y tropicales (Contreras, 2006; Jeffries, 1990).

Las especies de Colletotrichum sp. se desarrollan en dos fases principales de
nutricion, durante la colonizacién de la planta: la fase inicial biotréfica es corta y
asegura el crecimiento de la planta gracias a la falta de reconocimiento del
patdgeno, obteniendo alimento de las células vivas y asegurando la colonizacion
en él; en la segunda fase tardia necrotrofa, inicia la aparicion de sintomas
especificos del hongo, con el incremento de la actividad enzimatica y por
consiguiente la degradacion de la pared celular en el tejido, en esta fase la

alimentacion la obtienen de las células muertas (Ceron et al. 2006.)
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Figura 5. Ciclo de vida de la enfermedad causada por Glomerella cingulata y Colletotrichum
gloeosporioides (Agrios 2002)

9.2. Respuesta de defensa de las plantas al
ataque de patdégenos
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La investigacion fitopatologica contempla lineas de investigacion, dentro de las
cuales se consideran diversas caracteristicas fisicas y quimicas especificas de la
enfermedad en funcion del ataque y disposicion de estas en las plantas, gracias a
estos analisis se pueden determinar y tomar medidas para que desde una
perspectiva molecular se analicen alternativas que permitan mitigar el crecimiento
del organismo afectando su metabolismo, afortunadamente, el hongo es uno de
los més estudiados en la Ultima década gracias a la prevalencia y severidad en

diversos cultivos.

9.2.1 Fitoalexinas

Vivanco y colaboradores (2005) relacionan la defensa quimica en las plantas en
interacciéon al patdégeno, principalmente por la accion de las fitoalexinas que son
compuestos quimicos sintetizados por la planta en respuesta a una invasion
microbiana. Una de las primeras en ser identificada fue la pisatina proveniente de
las vainas de guisante (Pisum sativum), que pertenece a las fabaceas y que es
una de las familias que ha sido estudiada genéticamente por la sintesis de
fitoalexinas. En otras familias, como las solanaceas (la familia de la patata y el

tomate), se han descrito fitoalexinas como los sesquiterpenoides.

9.2.2 Inductores

El término inductores fue acufiado para relacionar las moléculas asociadas al
sistema de percepcion de microorganismos invasores en las plantas, estas
moléculas causan la induccién de reacciones de defensa de manera especifica
gracias a la deteccion de polisacaridos, proteinas o peptidoglucanos, localizados
extracelularmente o en la superficie del hospedero; actualmente los inductores se
llaman PAMPs (patrones moleculares asociados a patdgenos, por sus siglas en
inglés), estos se unen a los receptores de reconocimiento de patrones (PRR), que
operan en la transduccion de la sefial y en la activacién de genes de la célula

vegetal comprometidos en las tareas de defensa, iniciando directa o
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indirectamente, con la percepcion de un PAMP por un PRR brindando una

respuesta local con sintesis de fitoalexinas (Vivanco et al 2005).

Este proceso puede o no incorporar el elemento apoptético de respuesta
hipersensible (HR, por sus siglas en inglés), lo cual implica una PDC
(Programmed Cell Death, por sus siglas en inglés) en el sitio de la infeccion, esto
conduce a que la HR podria inhibir o retrasar la propagacion del patdogeno en la
planta, dependiendo de la planta y el estado del patégeno (Gutiérrez y de la Torre
2016).

9.2.3 Defensa basal

Gutiérrez y de la Torre (2016) en su documento integran la defensa quimica
(alcaloides, fenoles simples o polifenoles, aceites, esencias y terpenos) y las
barreras estructurales (tejidos en la cuticula de la planta) como los principales los
mecanismos de defensa en la planta, estos mecanismos de defensa dependen de
la defensa basal (PAMP) y inmunidad dirigida (PTI inmunidad inducida por
PAMP), la cual aparece en los estadios iniciales de la infeccion, no obstante los
hongos han logrado adaptarse desarrollando proteinas y moléculas efectoras que
suprimen PTI generando susceptibilidad a la inmunidad activada (ETS) al
patdgeno y desarrollando con ello susceptibilidad de la planta y la creacion de
nuevos efectores de reconocimiento para contrarrestar el efecto en las plantas, la
calosa es un polisacérido que por hidrolisis produce glucosa y que se ha visto
gue los compuestos producidos por la accién de los efectores sobre la pared
celular de las células vegetales (elicitores) son capaces de inducir depésito de

calosa o respuesta hipersensible

Vivanco et al (2005) relaciona el acido salicilico y el &cido jasmdnico, como acidos
especiales en el desarrollo de sefiales que permiten a la planta conectar con otros
componentes para generar la reaccion de HR. En la respuesta sistémica

adquirida interviene la accién de la fenilalanina amonioliasa, la cual es una
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enzima que cataliza el primer paso en la biosintesis de los fenilpropanoides y la
produccién de acido salicilico (un derivado de esta via), el cual regula los niveles
de metabolitos laterales de la via de los fenilpropanoides, tales como el acido
clorogénico; existe una estrecha relacién entre los niveles de acido jasmonico y
los de acido salicilico. Segun parece, los niveles elevados de salicilato inhiben la
sintesis de &cido jasmonico y la capacidad de la planta para responder a las
sefiales provenientes de una herida. Pero el &cido jasmonico bloquea la
capacidad del acido salicilico para producir proteinas inducidas por patégenos,
por su lado el acido jasmoénico desempefia un papel central en la acumulacion de

transcriptos en plantas expuestas a herbivoros.

10. Estudio de las interacciones quimicas y
moleculares del Colletotrichum y sus
hospederos en el mundo.

En la dltima época, se ha evidenciado resistencia en los patdgenos por los
mecanismos de defensa de las plantas, avances en el area demuestran que a
través de la ingenieria metabdlica podria hoy lograrse un resultado similar al que

se generaba antes de poseer resistencia.

10.1 Estudios en deteccidn de interacciones
guimicas y moleculares.
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La SEF (2009) relaciona la identificacion de especies de Olivo con resistencia,
relacionando algunos elementos como la composicion nutricional de frutos y de
plantas, vinculando concentraciones de compuestos fendlicos y algunos otros

compuestos como el etileno, acido 3 indol-acético y acido jasmonico.

Trabanco et al (2015) exponen las caracteristicas de la nueva region
cromosomica involucrada en el control genético de la resistencia a antracnosis en
frijol comun (Phaseolus vulgaris L.). Ellos desarrollaron 5 aislamientos de C.
lindemuthianum, clasificados en cinco razas (3, 6, 7, 38 y 73), se analizaron 156
familias derivadas del cruce entre la linea SEL1308 (con resistencia a las 5 razas)
y el cultivo de Michigan (rifidbn MDRK rojo oscuro, susceptible a todas excepto la
raza 73); la segregacion de respuesta en las razas 3 y 7 mostraron genes
dominantes, por su lado las razas 6 y 38, brindan dos genes dominantes e
independientes que confieren resistencia, en la raza 73 se implicé la regién LG
PVO08, correspondiente a las emisiones de Co-4 y Co-17, incluyendo la resistencia
de Co-42 y SEL1308, con genes de resistencia situados al principio de la LG
PVO08, los resultados obtenidos revelaron la presencia de 7 genes que codifican
proteinas tipicas de resistencia (R-proteinas) en posicién fisica subyacente de la
region de Co-17.

Sousa et al (2014), en su investigacion relacionan el mapeo genético del alelo de
resistencia Co-52 a C. lindemuthianum, vinculando MSU 7-1 que es una linea de
reproduccion de frijol comin que contiene el Co-5 de frijol comun, estableciendo
analisis fenotipicos de una poblacion F2 derivada de la variedad México 222 (S) x
MSU 7-1 (R), la cual fue inoculada con la raza 64 del hongo, la segregacién
revelo una proporcion de 3R:1S la cual indica que solo Co-5-2 confiere resistencia
a la raza 64r una vez que el gen Co-7 ha sido derrotado por esta raza, se
encontré que Co-52 estuvo presente en el marcador molecular G 2333 y ausente
en los otros cultivares, identificando que el alelo y marcador estan ligados
fisicamente en la configuracion de resistencia presente en el MSU 7-1y G 2333,

estos cultivares pueden ser controlados con gran eficacia mediante el marcador
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molecular G12333250, brindando como respuesta que la relacion de marcadores
moleculares y la confirmacion de Co-5-2 expresa resistencia y determina la
seleccion asistida por marcadores, asi mismo es Util para programas de

resistencia a la antracnosis en frijol.

Aroche (2006) relaciona pérdidas superiores al 40 % en la especie de frijol coman
(Phaseolus vulgaris L.) debido al hongo Colletotrichum lindemuthianum;
relacionando la herramienta de seleccion asistida con marcadores moleculares
(MAS) vy el uso de marcadores moleculares SCAR (Sequence Characterized
Amplified Region) como lineas eficientes en la seleccion de genes de resistencia,
identificando marcadores en variedades comerciales y genotipos diferenciales
gue sirven de base para el desarrollo de variedades resistentes, asi mismo se
llevaron a cabo evaluaciones fenotipicas de identificacidon de tres genes de
resistencia, determinando la presencia o ausencia de los mismos y la inoculacion
con tres aislamientos provenientes de la region con presencia de genes Co-2 y
Co-42, concluyendo que la integracion de estos genes con variedades resistentes
pueden ser herramientas en programas de mejoramiento. Continuando con los
avances, México ha desarrollado investigaciones claras y contundentes con el
propdsito de dar un contexto y solucion a la problemética de Colletotrichum sp. en
frijol. Vargas y colaboradores (2008), en su investigacion indican que el Banco
Nacional de Germoplasma Vegetal de México
(http://www.conabio.gob.mx/remib/doctos/bangev-uach.html) representa una gran
fuente de recurso genético, de la cual se seleccionaron 200 accesiones que
forman la coleccion de frijol comun, para promover la tecnologia en mejoramiento;
en esta accesion, se identificaron fuentes de resistencia a C. lindemuthinum que
abre las oportunidades de encontrar mas genes intrinsecos de resistencia para

dar soluciones a la problematica en torno al hongo.

10.2 Estudios en caracterizacion de interacciones
guimicas y moleculares.
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Coelho (et. al) 2016, caracterizaron aislamientos de C. lindemuthianum, a partir
de 65 razas de diferentes regiones de Brasil por su secuenciacion estableciendo
17 aislamientos, estas razas fueron seleccionadas en los estados de Mato
Grosso, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina y Sado Paulo. En las secuencias de
los aislamientos 8, 9, 12, 14 y 15, se evidencio la presencia de dos polimorfismos
de un solo nucle6tido en la region ITS1 (Espaciadores Internos Transcritos, por
sus siglas en inglés) en la misma posicién, los andlisis descubrieron el nucleétido
SNP (Single Nucleotide Polymorphism, pronunciado snip) en la region 2,
evidenciando mayor diferencia genética entre los aislamientos 11 y 3, los
aislamientos 11 y 10 mostraron una diferencia de 0.772, los aislamientos el 7 y 2
fueron los mas similares con un valor de 0,002 de distancia genética, los
resultados del estudio se basaron en la obtencion de el arbol filogenético a partir
de las secuencias de la SU1 y SU2, revelando la formacion de dos grupos, asi
como la alta variabilidad molecular entre aislamientos de raza 65 de C.

lindemuthianum.

Frias y colaboradores (2016), en su investigacion vinculan la resistencia genética
a C. lindemuthianum en el cultivar andino Jalo Pintado 2 de Frijol comun, teniendo
en cuenta la herencia y un test de alelismo, en condiciones de invernadero. El
cruce de la poblacién F2 de jalo Pintado 2' (R) x Cornell 49-242 (S), inoculado
con la raza 73 de C. lindemuthianum y ajustando la proporcién de 3R: 1S,
demostro la accion de un gen dominante en el cultivar; en las pruebas de alelismo
se encontré6 que el gen '2' de Jalo Pintado es independiente de las
caracterizaciones: Co-1, OC-2, OC-3, OC-34, OC-4, OC-42, OC-43, OC-5, OC-6,
0OC-11, OC-12, OC-13, OC-14, OC-15 y OC-16, el cual es también independiente
de los genes presentes en los cultivos de Paloma, Perla y Amendoim Cavalo. Los
autores proponen el Co-18 como acronimo para designar el nuevo gen de

resistencia a la antracnosis.

Rao & Nandineni (2017) secuenciaron el genoma y realizaron un analisis de

genomica comparativa, en la cual identificaron una linea de genes de
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patogenicidad en el hongo Colletotrichum truncatum del pimiento. Estos genes
codifican proteinas secretadas, efectores y enzimas que degradan la pared
celular. Teniendo en cuenta que el genoma nuclear de C. truncatum no tiene
homologia con el genoma mitocondrial de otras especies de Colletotrichum sp, se
identificaron 13,724 genes, donde el 74% del total de proteinas indicaron poca o
ninguna evidencia de apoyo para estas anotaciones. Asimismo, relacionan que
para el genoma de C. truncatum, la prediccion de genes fue altamente fiable,
DEA reconoce dominios en un gran numero de proteinas que apuntan hacia la
alta calidad del borrador de la secuencia del genoma de C. truncatum. Como
conclusion, la gendmica comparativa fue consistente con los hallazgos previos
gue muestran la expansion de algunas clases de genes potencialmente
involucrados en la patogenia de la enfermedad, en particular de proteinas
secretadas y efectores, asi como enzimas carbohidrato-activas (CAZimas, por
sus siglas intermedias en inglés), proteasas y sintesis de genes asociados con

especies de C. truncatum, cuando se compara con otros hongos fitopatogenos.

Bhadauria y colaboradores en el 2017, analizaron la interaccion entre los genes
de lenteja y la resistencia a Colletotrichum lentis, a partir de este analisis
desarrollaron una biblioteca de plasmido cDNA con la lenteja susceptible,
generando un total de 11,094 etiquetas de secuencia expresada, representando
3,488 unigenes, dando como resultado el mapeo de C. lentis y L. culinaris, los
autores concluyen que hay una compleja interaccion molecular entre la
resistencia a las enfermedades y las proteinas efectoras compatibles durante la
interaccidon del patégeno y la planta, especificamente cuando esta ultima genera
mecanismos de defensa. El transcriptoma de los hongos en fase necrotréfica
contenian casi el 20 % (2.418) de los 12.086 genes de C. lentis, la mayoria de
hongos unigenes 95 % (1.833) pertenecen al género Colletotrichum sp, siendo
transferidos probablemente horizontalmente de otras especies, para colonizar

nuevas lineas.
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Por su lado, Espinosa y colaboradores (2013) describen el gen defensina de la
especie Arabidopsis thaliana como portador de resistencia a C. lindemuthinum en
frijol coman transgénico. Citando a varios autores, como Thevissen et al 1996;
Bohlmann 1994 y Lay & Anderson 2005, relacionan que este gen codifica para un
péptido catidnico basico de 45 a 54 aminoacidos, ricos en cisteina y 5 KDa de
tamafio, con poder antimicrobiano de amplio espectro, de accion directa en las
membranas de microorganismo, con gran afinidad en la union de células a través
de la membrana plasmatica de las hifas de los hongos vivos; la defensina posee
una homologia mayor al 85% en lineas transgénicas de Phaseolus vulgaris L. Los
autores determinaron que la flor de Mayo Anita, expresa el gen defensina PDF1.2
gue se expresa bajo el control del promotor CaMV-35S dando a las plantas de
frijol resistencia al patégeno, lo cual se evidencia con la reduccion significativa de
lesiones y la proliferacion de esporas en los tratamientos TO, T1 y T3 en
comparacion con las plantas no transformadas, los resultados obtenidos por los
autores evidencian que la expresion génica del gen PDF1.2, con pruebas de PCR
cuantitativa (Q-PCR), muestra plantas consideradas resistentes o tolerantes y
expresan un nivel similar de expresion transcripcional, siendo resistentes al
patdbgeno a diferencia de las plantas susceptibles, las cuales no mostraron
presencia del gen PDF1.2.

Oliveira y colaboradores (2017), muestran la identificacion de aislados de
Colletotrichum sp. de chile Capsicum chinense en el Amazonas, mediante
caracterizacion molecular a través del uso de la PCR en lugar de sondas
radiactivas para visualizar los polimorfismos (PCR-RFLP), (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus) ERIC-PCR vy (Inter Simple Sequence Repeat)
ISSR, se realizaron andlisis filogenéticos para el cribado morfolégico de
aislamientos similares, usando matrices combinadas de diferentes regiones
moleculares, como: la actina (ACT), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) para los tres aislamientos INPA (2066, 2286 y 1858), y superdxido
dismutasa (SOD2) para el INPA 2066; algunos de estos resultados mostraron

diferentes especies de Colletotrichum sp. asociadas con C. chinense, a nivel
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secuencial las cepas mostraron similitud con Colletotrichum siamense y C.
brevisporum en valores cercanos al 99% y 96% de identidad, respectivamente. El
aislamiento de INPA 2286 formé un clado monofilético compatible (inferencia
bayesiana, IB = 0,87) con tres cepas de C. scovillei y el INPA 1858 formé otro con
dos aislamientos de C. brevisporum (Bl = 1). Los autores relacionan este estudio
como el primer informe de antracnosis en frutos de pimiento (C. annuum L.) en
Brasil, evidenciando que los marcadores moleculares fueron capaces de distinguir
los aislamientos de Colletotrichum sp. estudiados, y los resultados fueron
confirmados por el andlisis filogenético en las tres especies diferentes de

Colletotrichum.

En Ecuador se vinculan investigaciones a nivel morfolégico, patologico vy
molecular del hongo. Alarcén (2012) relaciona la descripcion morfolégica tipica de
la especie, identificando con prueba de benomil, la probabilidad de la especie C.
acutatum, con un 73,34 % y el restante de C. gloeosporoides. A nivel genético,
se encontré una relacion directa de los géneros con las secuencias ITS1 de los
productos PCR, estas secuencias en C. acutatum alcanzaron un promedio de 596
nucledtidos, de los cuales 578 se encontraron en sitio conservado, 96 en sitio
variable y 54 parsimoniosos informativos, los cuales muestran mayor variabilidad
dentro de la secuencia comparada, mostrando una homologia del 100% con la
secuencia del Genbank EF464594, el estudio se baso en las especies de Cholo y
tomate de arbol, resultando esta Ultima especie como la mas susceptible al

hongo.

En su tesis doctoral, Amil (2013) utiliza la fresa como modelo para identificar
mecanismos de defensa ante la infeccion por Colletotrichum, modelo que
posteriormente sirvido para formular una propuesta de microarreglos utilizando
marcadores de secuencia expresada (ESTs, por sus siglas en inglés). Esto
permitiria identificar con certeza los genes candidatos involucrados vy
potencialmente Utiles para contrarrestar al patégeno; el proceso de evaluacion de

la defensa de la planta se llevd a cabo utilizando Fragaria x ananassa, una linea
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mas susceptible que la otra, se cuantificaron fitohormonas tras la infeccion y se
encontrd que 4 de ellas acido abscisico (ABA), acido indol-3-acético (IAA), &cido
jasmonico (JA) y acido salicilico, eran importantes en la reaccién contra el ataque,
estimulando a la planta para una defensa efectiva. Los resultados obtenidos
mostraron diferencias, la linea mas susceptible incrementd los niveles de SA y
JA, en contraste con el otro cultivar, el cual disminuy6 el contenido de SA y muy
ligeramente incremento la concentracion de JA, indicando que los incrementos de
SA y JA podrian guiar a una respuesta de defensa ineficiente en contraste con la
especie menos susceptible, los niveles basales bajos de SA podrian
correlacionarse con diferencias en la susceptibilidad de los dos cultivares,
identificando la induccién de genes clave en el control de rutas importantes de
sefalizacion dependientes de SA y JA, mostrando que estas rutas promueven la
resistencia a C. acutatum. Adicionalmente, Amil en su documento identifica
mecanismos moleculares que promueven la defensa a C. acutatum, detectando la
modificacibn en el sistema de sensores que genera el reconocimiento e
identificacion del invasor por los receptores especificos de tipo PRR y R, asi
como la activacion de una variedad de mecanismos de transduccion de sefal
basados en proteinas de union a calcio, fésforo, ubiquitina y factores de
transcripcion dependientes de compuestos hormonales especificos, que generan
la transicion hacia la respuesta de defensa (plant growth-to-defense transition) y
producen un impacto en la sintesis de nuevas proteinas y componentes del
sistema secretor para contrarrestar la infeccion. Todos estos componentes
representan un modelo de pasos consecutivos llevados a cabo por la célula en
respuesta de defensa contra C. acutatum. Concluyendo los analisis desarrollados
por este autor, identificaron cinco miembros de la familia de proteinas Neuropilina
NPR1-like en fresa (Fragaria x ananassa), los cuales son importantes y claves en
la resistencia a patégenos mediada por SA en Arabidopsis y en otras plantas, la
modulacién del nivel de expresiéon de los genes Neuropilina NPR1-like es
atractiva para incrementar la resistencia en fresa, los genes FaRIB413, FaACTIN,
FaEF1a y FaGAPDH2 son recomendados como referencias éptimas para la

cuantificacion relativa de expresion génica, asi mismo los genes FaWRKY70 y
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FaWRKY33, podrian mediar la regulacion mutua entre las rutas de sefializacion
dependientes de SA y JA, como se ha mostrado en otras plantas modelo, al igual
gue actuar como importantes factores claves en el control de la respuesta de

defensa en especie.

10.3 Estudios en aplicacion de interacciones
guimicas y moleculares.

Akinbode, & lkotun 2008 plantean el analisis de la especie Vigna uniguculata L.
(frijol) como hospedero del hongo Collectotrichum destructivum, generando
lesiones en el cinto, tallo y peciolos, es predominante en el suroeste de Nigeria,
los autores relacionan la reduccién de la infeccion con tratamientos de benomil
perjudiciales para el medio ambiente, propiciando el desarrollo de investigaciones
en el area con extractos vegetales, usaron 3 extractos, Moringa oleifera - Annona
muricata y Vernonia amigdalina con diferentes tiempos de exposicion (horas de
remojo) evidenciando la reduccion a C. destructivum en relacién a la incidencia
sobre las semillas tratadas, algunos de los resultados demostraron la reduccion
significativa del 18,6 % en semillas tratadas con un 10 % de los extractos durante
18 h, el control total se obtuvo con el tratamiento de semillas de frijol al 20 % y 30
% de extracto a 18 y 12 h, a nivel foliar M. oleifera redujo la incidencia a 7,8 % y
0,5 % en el 20 % de extracto con 12 y 18 horas de remojo, el extracto crudos de
V. amygdalina no evidencioé reduccion en la incidencia de la enfermedad en
concentraciones bajas en contraposicion con las concentraciones altas, las cuales
evidencian reducciones significativas del patdégeno, estos analisis evidencian que

M. oleifera y A. muricata son superiores al control quimico.

Gongalves y colaboradores (2007), realizan en su investigacion el control
genético de las especies Michelite, Perry médula renal, Cornell 49-242 y G 2333,
todas las poblaciones de F1s fueron evaluadas en relacion a la raza 89,

exceptuando el cultivar G 2333 gracias a su alelo resistente, obteniendo como
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resultado menor resistencia en la raza 31, por su lado los genes AB 136 y Pl
207262 padres son adecuados en programas de mejoramiento con el fin de
obtener resistencia en la raza 31, las especies Michelite, Perry médula renal y
Cornell 49-242 no son recomendadas por la concentracion de alelos recesivos,
ademas son susceptibles a la raza 31; la relacion de las razas 31 y 89 evidencian
la posibilidad de avances genéticos segun el tipo de seleccion y la proporcion de
aditivo de la variacion genética que podrian transmitirse a la siguiente generacion,
lo cual hace que la proporcion del aditivo sea un factor importante en la expresion

del rasgo de resistencia a C. lindemuthianum en las razas 31y 89.

Maracahipes et. al (2017), en su investigacion relacionan los componentes de
resistencia al hongo Colletotrichum gloeosporioides en genotipos de aji y pimiento
Capsicum sp., desarrollando un disefio experimental de bloques completamente
al azar (3 repeticiones con 4 frutos maduros y 4 verdes relacionando 88
tratamientos), con accesiones del Banco Activo de Germoplasma de la
Universidad del Estado de Mato Grosso. El estudio se desarrolldé con una
suspension de esporas de 106 células por mL de indculo para cada fruto, con un
control negativo utilizando agua ultra pura y fue llevado a cabo en camaras
humedas. Se realizaron mediciones de diametro y longitud en lesiones por 11
dias, algunos de los resultados obtenidos para genotipos (G), etapa de fruta (F) e
interaccion (G x F) fueron significativos (P < 0,05), evidenciando diferencias entre

las magnitudes de las correlaciones genotipo segun etapa de fruta.

Gichimu y colaboradores (2014) relacionan el gen Ck-1 de café Robusta (Coffea
canephora Pierre) como uno de los principales genes de resistencia a la
enfermedad de la cereza del café (CBD, por sus siglas en inglés). En los analisis
desarrollados se utiliza el microsatélite Sat 235 para evaluar la ocurrencia del gen
CK-1 en la cepa Ruiru 11 y sus genotipos parentales (café robusto resistente, C.
arabica no resistente, caturra, Ruiru 11, 34 parientes de Ruiru 11 y 14 genotipos
parentales con diferentes reacciones a CBD), estableciendo un disefio

completamente al azar con tres repeticiones. La inoculacion se desarrollé a las 6
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semanas con suspension conidial de C. kahawae estandarizado de 2,0 x 10°
esporas mL. Los resultados encontrados se basan en evidenciar que todos los
parentales de la cepa Ruiru 11 tienen el gen CK-1, por ende, desarrollan
resistencia al CDB, en contraste con la muestra Rume sudan que no es

resistente, lo que muestra que el microsatélite Sat 235 es util y de gran potencial.

Berumen et al. (2015) le atribuyen al quitosdn o quitosano (polisacérido lineal
compuesto de cadenas distribuidas aleatoriamente de B- D-glucosamina y N-
acetil-D-glucosamina) con propiedades antimicrobianas, y lo establecen como
inductor de resistencia en plantas, especialmente en frutos de mango, algunas de
las observaciones hechas por los autores dan como resultado que el quitosano
presenta un buen control contra Collectotrichum sp, desarrollando vacuolizacion
del citoplasma en micelio y esporas, asi como degradacion de estructuras tan
importantes como la membrana plasmética y la pared celular. En relacién a los
procesos in vitro, el quitosano inhibiod la germinacion de esporas, la elongacion del
tubo germinativo y el crecimiento micelial de Colletotrichum sp. para los
tratamientos aplicados a los frutos en poscosecha, el quitosano a
concentraciones de 1.0 % y 1.5 % inhibi6 por completo a Colletotrichum sp.
comparado con el control, el quitosano al 1.0 % aumenté la actividad enziméatica y
la expresion del gen que codifica para la peroxidasa, esto puede ser un
mecanismo de accion en frutos de mango, con este proceso se genera una
cadena de comunicacion celular que impide el desarrollo del hongo. Gutiérrez et.
al (2017) evaltan la respuesta del quitosano a nivel in vitro sobre Colletotrichum
sp. al igual que el efecto sobre la frecuencia y la calidad de la fruta tropical, el
estudio inicié con el aislamiento del hongo en tres especies de fruta (guanabana,
mango y platano), este ultimo evidencio la sensibilidad de la cepa a diferentes
concentraciones de quitosano, mostrando limitacion en germinacion y desarrollo
del patégeno. Algunos de los resultados encontrados en almacenamiento (10
dias) mostraron que los controles en las tres especies de fruta tuvieron una
afectacion considerable, el tratamiento con quitosano al 1.0% establecié una

inhibicion del 80 % a 100 %, el proceso de maduracion no tuvo diferencias
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significativas en relacion a la presencia de quitosano, la enzima peroxidasa (POD)
y polifenol oxidasa (PFO) fueron observadas en frutos de mango cv. 'Tommy
Atkins, obteniendo que la actividad de las enzimas es mayor en los tratamientos
con quitosano y la concentracion de 1.0% fue capaz de inducir expresion de los
genes de POD y PFO hasta las 24 h, concluyendo que el efecto del quitosano es

efectivo para el control Colletotrichum sp. in vitro.

Hindorf & Omondi (2010) hicieron un analisis de las enfermedades mitdticas mas
importantes en Etiopia, encontrando a Colletotrichum kahawae como el causante
de CBD. Se identifico en ciudades como Bonga con un 40,0 % de frecuencia y en
Yayu con un 26,3 %, y con menos frecuencia en ciudades como Harenna (18,6
%) y Berhane-Kontir (6,0 %), lo que evidencia un desarrollo de programas de
reproduccion con el fin de mitigar la incidencia de la enfermedad y brindando un
mejoramiento en la especie con la utilizacion exitosa de genes mayores
designados SH que se utilizan solos o en combinaciones; las investigaciones
concluyeron que la variedad de café arabica demostro resistencia a CBD a través
de analisis moleculares en cepas (4,7,24,50) de Etiopia, encontrando que las
variedades resistentes tienen el potencial para reducir los costos de produccion y
ofrecer mejores enfoques de manejo ambiental de la enfermedad.

11. Estrategias biotecnologicas para mitigar
el efecto del hongo a nivel nacional.

Las investigaciones en torno al hongo Colletotrichum sp. a nivel nacional son

bastantes representativas, ya que de ellas depende en parte el futuro del agro y
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de la productividad de sus cultivos, algunas de las variedades mas afectadas por
el hongo son: el café, el frijol, el Aame y algunos frutales como el mango el tomate

de arbol y la mora, entre otros.

11.1 Estudios realizados en diferentes especies de
Cafe.

Romero (2013) evidenciéo que la variedad Hibrido de Timor (HdeT) de café
presenta resistencia al hongo Colletotrichum kahawae dado su caracter
tetraploide y su elevada compatibilidad con la especie arabica, asi mismo
relaciona que esta especie es importante y de gran valor porque es uno de los
productos con mas exportacion en Colombia y es uno de los simbolos del pais.
Por otro lado, Guzman & Moncada (2012) desarrollaron la evaluacion de
marcadores SSR (Repeticion de Secuencias Discretas) ligados a la resistencia de
Colletotrichum kahawae en Coffea arabiga, este fitopatégeno se asocia a la CBD
con afectacion en flores y frutos maduros, validando la asociacion entre la
resistencia a CBD y 15 microsatélites reportados previamente para detectar
marcadores Utiles en la seleccién asistida, los microsatélites se evaluaron
preliminarmente utilizando un genotipo susceptible (cv. Caturra) y un grupo
diverso de 21 genotipos resistentes los cuales pueden ser portadores de los
genes T (Hibrido de Timor), R (Rume Sudan) y K (variedad comercial K7).
Posteriormente, se usaron 64 genotipos para validar la asociacién entre los
microsatélites candidatos con resistencia a CBD, se evaluaron en el Centro de
Investigaciones de las Royas del Cafeto en Portugal, se encontrd que tres de los
15 microsatélites (FR34- 6ctg, CMA276 y Sat227) son portadores de los genes T
y R; adicionalmente en los microsatélites CMA276 y Sat227, se detectaron
bandas asociadas a un alelo de resistencia presente en genotipos silvestres de C.
arabica. Segun los autores, estos microsatélites seran utiles en la seleccion

precoz de genotipos portadores de resistencia a CBD.
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Loureiro et al (2011) identificaron al hongo Colletotrichum kahawae como agente
causal de pérdidas en el fruto de café (CDB), donde ademas relacionaron 6
sistemas enzimaticos e isoenzimaticos (isoenzimas esterasas, acido, fosfatasa
alcalina, malato deshidrogenasa, peroxidasa y superoxido dismutasa) que se
sirven para evaluar la variacion genética entre 12 cepas, con aislamientos de
diferentes origenes geograficos, distintos niveles de agresividad y aislamientos de
C. gloeosporioides de bayas verdes. Este estudio permitié evidenciar con los
perfiles de bandas diferencias en las dos especies, y revelar la existencia de la
variabilidad intraespecifica de C. kahawae en los aislados. La enzima fosfatasa
alcalina fue la mas discriminativa, concluyendo que esta cepa es la més virulenta
sobre el género Caturra, por su lado C. gloeosporioides no es virulento sobre la
especie C. kahawae, mostrando mayor incidencia en tejido con poca virulencia en
la especie, es una especie con gran grado de virulencia sobre el género Caturra,

especificamente para CDB.

11.2 Estudios realizados en diferentes especies de
Name.

Pérez y colaboradores (2011), iniciaron el proceso de identificacion de las
caracteristicas por las cuales el hongo es tan efectivo con algunas especies; los
autores determinaron que la produccion de compuestos en las plantas como
reaccion de defensa a patdégenos corresponden a fenoles, que son téxicos y
generan oxidacion; terpenos, que apoyan el rompimiento de la membrana;
alcaloides, que pueden intercalarse en la doble cadena ADN o penetrar la
membrana plasmética, combinandola y precipitando las proteinas
protoplasmaticas; y lectinas y polipéptidos, que forman canales ionicos en la
membrana microbiana. En los estudios desarrollados a extractos de propoleos se
detectaron compuestos fendlicos como flavonoides, alcaloides y taninos,
explicando con ellos un poco la accion antifungica ejercida en el control de C.
gloeosporioides. Los metabolitos secundarios son posibles responsables del

efecto antifungico, estos compuestos fendlicos pertenecientes al grupo de los
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tetranotriterpenos se obtuvieron de la planta Melia azederach conocida

comunmente como cinamomo o arbol del paraiso.

Este mismo afio, Pérez y colaboradores continuaron sus investigaciones
evaluando la actividad antifingica in vitro de Melia azederach sobre aislados de
Colletotrichum spp. a partir de extractos etandlicos de hojas utilizando el método
de extraccion por Soxhlet. La actividad se evalué sobre 4 aislados (C040 - C853 -
C279 y C507), de Colletotrichum evidenciando que los aislados con mayor
susceptibilidad fueron C040 y C853 con respecto a C279 y C507. El screening
fitoquimico realizado en M. azederach indicé presencia de metabolitos
secundarios de tipo terpenos, esteroles, alcaloides, saponinas, taninos y
antocianinas; los autores relacionan esta investigacion como el primer analisis en
Colombia sobre el efecto in vitro del extracto vegetal de esta especie de planta
sobre los crecimientos del hongo Colletotrichum sp. limitante en cultivos de fiame
en regiones caribefias de Colombia para el control del patégeno por medio

natural.

Tres afios mas tarde, se continué la evaluacibn de cepas con actividad
antimicrobiana in vitro utilizando otras especies, como Mascagnia macrodena
(DC) Mied. Se encontraron cepas con mayor susceptibilidad a los extractos de
este género de plantas, como C040. C279, C853 y C507 evidenciaron mayor
resistencia (Perez et al. 2013). Los hongos presentaron mayor susceptibilidad al
extracto total etandlico, seguido de la fraccién acetato de etilo a concentraciones
de 50 ppm, 75 ppm, 100 ppm, respectivamente. El disefio experimental indicd que
no hay diferencias significativas entre la actividad inhibitoria del extracto de M.
macrodena con respecto a fracciones, en contraste con las concentraciones las
cuales expresaron diferencia significativa para concentracion y cepas, mostrando
mayor indice de inhibicién en el extracto total etanolico y menor actividad en las
fracciones de éter de petréleo y acetato de etilo, asi mismo los resultados de la

caracterizacion cualitativa o screening fitoquimico evidencian la presencia de
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metabolitos secundarios, taninos y alcaloides, que son puentes en la mitigacion

del desarrollo del hongo en el hospedero.

Giraldo y colaboradores (2016) caracterizaron la especie fiame a nivel molecular
con la técnica la técnica DNA Amplification Fingerprinting (DAF), estableciendo 42
aislamientos provenientes de plantas contaminadas por el hongo, se amplificaron
16 marcadores DAF implementando iniciadores tipo decametro para determinar
polimorfismos. Como resultado de la amplificacion se tuvieron 391 bandas, todas
polimérficas, el coeficiente de Sgrensen-Dice identificd cinco grupos con 0.30 %
de similitud y el indice de diversidad genética fue de 0.28, datos que segun los
autores reflejan un alto grado de diversidad genética, esto puede ser
consecuencia de eventos y condiciones como: el intercambio de germoplasma, la
condicion heterotdlica, las mutaciones y el alto potencial de dispersion de los

conidios, que le permiten mantener la viabilidad bajo condiciones adversas.

11.3 Estudios realizados en diferentes especies de
Frutales.

Osorio et al. (2012) realizaron experimentos exploratorios para evaluar 14
antagonistas potenciales de C. gloeosporioides, usando 6 extractos vegetales y
10 fungicidas, evaluando la inhibicidon de germinacién de esporas, crecimiento de
micelio y desarrollo de sintomas en frutos desprendidos; algunos de los
resultados obtenidos mostraron que ocho fungicidas redujeron la germinacién de
las esporas en un 80-100 %, diferente a los extractos vegetales que no
evidenciaron una reduccién significativa en las muestras, como conclusion este
tipo de experimentos se pueden utilizar en la identificacion de sustancias con
actividad antagonista, propiciando la reduccion de las lesiones del hongo en

frutos de mango.
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Lobo y colaboradores (2000) evaluaron la resistencia de C. gloeosporioides en
frutos de tomate de arbol (Cyphomandra (Solanum) betacea (betaceum) Cav.
Sendt.). En el estudio, se incluyeron 4 poblaciones de la especie cultivada C.
betacea cada una de diferente tipo: rojo comuan, amarillo, partenocarpico y mora-
tamarillo, una especie cultivada C uniloba y una especie relacionada C. materna;
se cosechd por 6 meses cada 15 dias, todos los materiales recibieron control
guimico, con excepcion del tomate C. uniloba 6975073, en esa ultima, no se
presentaron sintomas del hongo durante la evaluacién, opuesto a los demas
materiales los cuales tuvieron porcentajes de enfermedad entre 57.64 % y el
98.82 %. Como resultado del estudio, se obtuvo material hibrido interespecifico

entre el material resistente y una accesion de C. betacea.

Gomez (2002) evalub el extracto de fique Fucraea Sp como inhibidor de C
gloeosporioides, en cultivos de tomate de arbol (Solalum betacea Cav)
desarrollando un extracto de hojas a través de procesos de filtrado con el fin de
asegurar la desinfeccion total, a esta adiciond PDA, posteriormente establecié 21
tratamientos para la evaluacion micelial, distribuidos asi: T1=0 %, T2=0.1 %,
T3=0.2 %, T4=0.3 %, T5=0.4 %, T6=0.5 %, T7=0.6 %, T8=0.7 %, T9=0.8 %,
T10=0.9 %, T11=1.0%, T12=1.2 %, T13=1.4 %, T14=1.6 %, T15=1.8 %,
T16=2.0%, T17=5.0 %, T18=10 %, T19=15 %, T20=20 %, T21=25 %; y 12
tratamientos para la evaluacién conidial, distribuidos asi: T1=0 %, T2=1.0 %,
T3=5.0 %, T4=10 %, T5=15 %, T6=20 %, T7=25 %, T8=30 %, T9=35 %, T10=40
%, T11=45 %, T12=50 %, y como testigo un tratamiento con control quimico de
Mancozeb; concluyendo, el extracto de fique inhibe el desarrollo micelial del
fitopatdgeno en concentraciones superiores al 5 % del medio, y en relacién a la
germinacioén conidial de C. gloeosporioides gque se ve limitado en concentraciones

superiores al 1 %.

Rojas & Zamora en el aflo 2010, publicaron una investigaron en la cual hablan de
las caracteristicas de las defensinas, sus beneficios y la relacion con cultivos

representativos en Colombia, citaron a Oliveira y Moreira, los cuales relacionaron
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la defensina RsAFP2 de rdabano como especie capaz de inhibir el desarrollo de
hongos patdgenos como Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium culmorum, F.
oxysporum, Nectria haematococca, B. cinerea, V. dahliae y Mycosphaerella
fiiensis, en concentraciones de 1 a 3 pg mL?. Adicionalmente, se identifico la
presencia de la defensina en la variedad tomate (Solanum licopersicum var.
cerasiforme), comprobandose su resistencia al tizén tardio. Concluyen en su
investigacion que los hallazgos pueden sentar bases para la generacion de
resistencia al tizon tardio en variedades susceptibles de tomate, y en otras
especies susceptibles a diversas enfermedades de dificil control como

Colletotrichum sp, a través de la utilizacidon de transgénesis.

Marulanda y colaboradores (2007) mostraron los procesos para identificar y
caracterizar molecularmente las especies C. gloeosporoides y C. acutatum del
género Colletotrichum sp., provenientes de cultivos de mora de castilla de la
region de Antioquia, estableciendo una caracterizacion morfologica y aislamientos
con marcadores ITS, se realizaron pruebas preliminares con los cebadores ITS1
e ITS2, las cuales fueron positivas en todas las muestras, los analisis de
homologia de las secuencias indicaron que un 89.5 % son compartidas con
proteinas funcionales, evidenciando que los métodos actuales de seleccién y
busqueda de resistencia, se basan en el aprovechamiento de las bases de datos
y en la genémica comparativa, debido a que se ha demostrado que los genomas
de las plantas muy cercanas filogenéticamente, comparten regiones altamente
conservadas, la autora relaciona que esta informacién, sumada a las pruebas de
patogenicidad, sera de gran utilidad para la seleccion de genotipos, accesiones

y/o variedades de mora con tolerancia o resistencia a Colletotrichum.

Otros avances a nivel Colombia, en la Vereda Betania, municipio de Guatica,
Risaralda a 2160 m.s.n.m, Lépez, Castafio, Marulanda & Lépez (2014) se
evaluaron cinco cultivares de mora (Rubus glaucus Benth) por su resistencia a la
antracnosis y excelente indice de productividad especificamente la especie C.

gloeosporioides, los tratamientos fueron inoculados diez meses después del
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establecimiento con diferentes cepas del hongo a una concentraciéon de 1.2 x 106
conidios por mL de agua; algunos de los resultados en relaciébn a las tres
evaluaciones fueron: incidencia en tallo (UTP-8 y UTP-7) con 21 y 17.6 t/ha;
severidad con escala de 1 a 9 (UTP-1) con una productividad de 14.3 t hal, los
tratamientos UTP-2 y UTP-4 (testigos) obtuvieron rendimientos de 9.8 thaly 7.9t
ha, incidencias de 79.8 % y 99,4 % y severidad de 45.6 % y 50 %, mostrando
mayor tasa de desarrollo del hongo UPT-2. Los genotipos UTP-1, UTP-7 y UTP-8
no presentaron sintomas de la enfermedad, los autores concluyen que hay una
incidencia directa entre la enfermedad y la produccion de las plantas, asi,
severidades superiores al 20 % pueden causar hasta 93 % de reduccion en la

produccion.

11.4 Estudios realizados en otras especies.

Guerrero (2012) hizo una evaluacidon de aceites esenciales de la especie Lippia
origanoides (orégano de monte) para el control de Colletotrichum sp. en cultivo de
aji cayena Capsicum annuum, el orégano de monte ha mostrado inhibicién al
hongo en placas a nivel de laboratorio, por lo que despierta interés en evaluar la
accion del aceite en relacion al patégeno, para el estudio se evaluaron 6
concentraciones de aceite (473.5, 236.75, 121.2, 60.6, 30.3 y 0.0 mg L),
utilizando un disefio al azar con cinco repeticiones; las dosis 473.5, 236.75, y 0.00
mg Lt se evaluaron en condiciéon de invernadero, inoculando 120 plantas. El
analisis de varianza, prueba de Tukey, analisis de regresion, y el paquete
estadistico SAS Versién 9.3, mostraron los siguientes resultados: el crecimiento
del testigo fue de 3.310 cm, equivalente con las concentraciones 30,3, 60.6, 121.2
y 236.75 mg L1, a diferencia de la concentraciéon 473.5 mg L* con 1.997 cm,
alcanzando valores finales del 80% en la inhibicion del crecimiento del hongo a
nivel in vitro, en relaciéon a la mortalidad de plantas la concentracién 473.5 mg L*
obtuvo solo un 11.8 %; concluyendo la concentracion y la combinacion de aceites

esenciales pueden ser insumos para mejores controles, es importante resaltar
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gue el aceite pierde sus propiedades después de 3 dias, posiblemente por su

volatilizacion.

Santacruz (2013), en su investigacion establecio la identificacion molecular de
tres especies del hongo Colletotrichum spp (C. gloesporioides, C. acutatum y C.
capsici), responsable de la pérdida en frutos de aji y pimentén Capsicum spp. a
través del uso de cebadores especificos ITS4, Cgint (C. gloesporioides), Calnt2
(C. acutatum) y CcaPF/CcaPR (C. capsici) y haciendo uso de las técnicas RAMs
(Random. Amplified Microsatellites por sus siglas en inglés) evalué la diversidad
genética de las poblaciones, los resultados del analisis de la anterior técnica
mostraron diferencias genéticas entre los aislamientos, evidenciando con ello la

diversidad fenotipica y genética del complejo Colletotrichum.

Garzén et al (2007), hicieron uso de seleccion asistida con marcadores de
resistencia a antracnosis en frijol comun, usaron como parental resistente el
cultivar Mesoamericano G2333 para incorporarlo a frijoles volubles comerciales
de Colombia (genes Co-5 y Co0-42), con resistencia a C. lindemuthianum, se
obtuvo la progenie RC1F1 provenientes del cruce entre G2333 y siete parentales
volubles tipo Bola roja y Rojo provenientes de zonas como Cundinamarca y
Boyaca. La selecciéon RC1F1 se realizé con los marcadores moleculares SAB3,
SAS13 y SCAR; en la evaluacion genotipica se amplificaron 608 plantas con
SAB3 y 603 con SAS13, con una segregacion en cada marcador ajustada a la
razon 1:1. Un total de 299 plantas RC1F1 se amplificaron con ambos SCAR,
ajustandose a la razén esperada (X2= 1,11, P= 0,78) y confirmando la
segregacion independiente, las plantas fueron seleccionadas para continuar el
programa de mejoramiento, ya que se espera que porten los genes Co-5y Co-42,
como resultado se implementd la seleccion asistida por marcadores para
antracnosis y se acelerd la introduccion y piramidacion de genes de resistencia en

frijol de importancia econémica en Colombia.
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Garzon (2012) en su tesis identificé genes de resistencia homélogos (RGH) a C.
lindemuthianum para la especie de frijol (Phaseolus vulgaris) con la combinacion
de 544 cebadores, disefiados a partir de secuencias conservadas y resistentes en
el dominio NBS (dominio de transduccién de sefal) y genes RGH (resistance
gene homologs) de la especie Medicago truncatula conocida cominmente como
carretén, del orden leguminoso. La amplificacidon se realiz6 en ADN total genotipo
Andino G19833 del Peru con resistencia. Encontrando 403 secuencias de tipo
NBS de estas 306 presentaron un ORF no interrumpido por ende se consideran
genes RGH, a partir de estas se realizé el analisis filogenético. La evaluacion
fenotipica de un locus de un caracter cuantitativo (QTL) se realiz6 en condiciones
de campo e invernadero evaluando 11 razas, identificando QTL asociados con
resistencia a antracnosis, los cuales explicaron varianzas fenotipicas entre 9 % y
89 %, las conclusiones de esta investigacion se vinculan a la saturacién del mapa
genético de la poblacion de los genotipos G2333 x G19839, con hébitos de
crecimiento voluble; se confirmé el marcador SCAR SBB14, para programas de
seleccidon asistida y mejorar la eficiencia del marcador SAS13; se identificaron
regiones resistentes provenientes del genotipo G19839, estas seria una nueva

fuente de resistencia a partir del acervo genético Andino.
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12. Discusion y Analisis

12.1 Estrategias biotecnoldgicas potencialmente utiles
en el contexto colombiano.

En Colombia se ha reconocido e identificado una serie de genes de diversas
especies que expresan niveles de resistencia a Colletotrichum sp, una
investigacion importante en el tema fue la desarrollada por la doctora Garzon
(2012), en la cual identifica genes de resistencia homdlogos (RGH) a C.
lindemuthianum, desarrollando el mapeo de un gran nimero de marcadores
RGH-SSR (o BMr) que pueden ser utilizados para la identificacion de genes de
resistencia a otros patdégenos. Este es un buen inicio en el proceso de mejora y
preservacion de especies susceptibles al hongo, no obstante, no se ha avanzado
en el tema de reconocimiento o creacion de plataformas de estudio que
propongan y analicen de manera genética el alcance de los extractos, y en si el
contenido de los mismos para tener la certeza sobre cual es el gen o compuesto

guimico que genera la resistencia, generando pérdidas en produccion.

Los avances a nivel biotecnolégico tienen un gran paralelo entre el panorama
nacional y mundial, encontrandose a nivel mundial desarrollos de productos
transgénicos como el desarrollado por Espinosa et al (2013), la identificacion de
transcriptomas (Bhadauria et al. 2017), y los mapeos genéticos (Sousa, et al.
2014), de especies importantes que permiten no sélo identificar la procedencia,

sino también condiciones especificas del gen en relacion a la planta brindando
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una linea nueva de investigacion, la cual involucra el desarrollo de mas avances

en el area.

Dentro de los estudios encontrados se puede confirmar que una de las
variedades mas importantes el frijol y no solo en Colombia, si no alrededor del
mundo, se han adelantado investigaciones en relacién a la seleccion asistida con
marcadores de resistencia, no obstante, paises como México, Estados unidos,
Nigeria, Brasil y Australia, son superiores en el tema, sus investigaciones
establecen fuertes estudios a nivel cromosomico, identificando nuevas regiones
en alelos, desarrollando mapeos genéticos en alelos de resistencia como Co-5-2
a C, lindemuthianum en la linea MSU 7-1 de frijol comun y test de alelismo,
concluyendo que las investigaciones en frijol en Colombia se pueden encaminar a
desarrollar evaluaciones en el contexto cromosémico, y vincular estudios
especificos en relacion a la resistencia a través del estudio de las regiones de los
alelos.

Etiopia ha desarrollado avances en la identificacion de cepas resistentes al
hongo, estableciendo la utilizacion de genes mayores designados como sh, que
se utilizan solos o en combinaciones, estos llevan insertados la condicion de
resistencia al hongo C. kahawae, demostrando resistencia en las accesiones de
los genes, estos avances pueden llegar a ser utiles en la implementacion de

controles de mitigacién al hongo en Colombia.

En Colombia, se evidencia la falencia de investigacién en contextos que superen
la brecha de caracterizacion, identificacion y descubrimiento de cepas con
resistencia a Collectotrichum sp. identificando que se deben desarrollar mas
avances en el area, e involucrar mas procesos biotecnoldgicos con el fin de
mitigar e impactar directamente el alcance del hongo, algunos de los pasos que
se tienen que dar en Colombia se vinculan a la identificacion de investigaciones y
estudios a nivel mundial y a la aplicacién de técnicas de biologia molecular de

Ultima generacién, para iniciar a fortalecer el campo experimental. Como lo
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relacionan diversos autores, el uso de estos genes que expresan resistencia
puede ser el primer paso para mitigar el impacto del hongo en condiciones de
campo Y el inicio de una nueva linea de preservacion de las especies a través de

la investigacion.

Los avances biotecnoldgicos en relacion al hongo Collectotrichum sp son
importantes ya que como se ha relacionado, este hongo es el causante de
pérdidas en produccion del 75 % Aprox, como lo relaciona Cerén y Buitrago
(2006), encontrandolo tanto en Colombia como a nivel mundial, reportandose
casos en los 5 continentes; En Colombia se reportan casos en cultivos del orden
Agricola y Forestal (Agrios, 2005).

Como se ha venido relacionando, el avance de las investigaciones en torno a
procesos fisiolégicos, bioquimicos y moleculares a nivel mundial ha tenido un
gran impacto y desarrollo, la figura 7 evidencia el numero de estudios por
variedad encontrados en el presente trabajo, asi mismo en la figura 8 se

evidencia un nivel mas bajo de investigacion a nivel nacional en torno al tema.
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Figura 6. Relacion de estudios por especie a nivel mundial (Mayorga 2018).
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Estudios a nivel Nacional
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Figura 7. Relacion de estudios por especie a nivel nacional (Mayorga 2018).
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13. Conclusiones

Se hizo una revisibn documental de mas de 50 fuentes tanto a nivel mundial
como nacional, las cuales relacionan los avances biotecnolégicos para

contrarrestar el desarrollo y alcance del hongo fitopatdogeno Colletotrichum sp.

Las investigaciones indexadas a nivel mundial de los efectos del hongo
Colletotrichum sp en el sector agrario, evidenciaron que el fitopatégeno se reporta
en continentes como Ameérica, Africa y Oceania, no obstante, se tiene el reporte
de la existencia del hongo en los 5 continentes, siendo mas dafiino en regiones
tropicales, debido a que las caracteristicas ambientales de estas, proporcionan
condiciones especificas para su desarrollo, asi mismo se evidencia que las
investigaciones en el orden mundial estan por encima de las encontradas a nivel

nacional.

En Colombia no se evidencia segun la revision documental, desarrollos
especificos de plataformas para la identificacion de inmunidad en especies y la
cuantificacion de la expresion génica en interaccion planta-patdgeno y respuesta
de defensa en la especie, ya que las investigaciones se han enfocado en
identificar extractos de diversas especies que limitan el desarrollo de
Colletotrichum sp. evidenciando que las investigaciones se encamina a la
caracterizacion, identificacion y descubrimiento de cepas con resistencia a

Collectotrichum sp.
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Algunos de las propuestas para la mitigacion del hongo Collectotrichum sp. a
nivel nacional, deben encaminarse hacia las investigaciones de la caracterizacion
y aplicacion de los genes y compuestos quimicos resistentes, y el hongo, a través
de herramientas biotecnolégicas tales como los microsatelites, las lecturas de
genes “transcriptoma”, la identificacion cromosémica a través del mapeo genético
de alelos, con el fin de identificar a futuro los genes especificos que se podrian

establecer en un proceso transgénico.

Como resultado de la revision se destaca la importancia de algunos genes como:
El gen NPR1 en Papaya Cariaca Papaya L y fresa Fragaria x ananassa — gen Ck-
1 en café - Co-2, Co-17, co18, Co-42 - Co-52 en frijol comun, Co-18 en frijol Jalo
pintado 2, defensina de la especie Arabidopsis thaliana y la sintesis de
compuestos fendlicos y fitohormonas como: el etileno, SA, JA, que han sido el
eslabon de muchas propuestas y avances en el estudio de la resistencia del

patégeno en relacion con la planta a nivel mundial.
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