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ABSTRACT

Pigeon pea [Cajanus cajan (L.) Millsp.], a crop of great importance in tropical
countries, is affected by pod anthracnose, caused by Colletotrichum spp. The
objectives of this investigation were to study the vertical and temporal distribution
and incidence of Colletotrichum spp. on a pigeon pea field. A sampling tower
was designed to accommodate Petri plates with oatmeal agar and exposed them
for ten minutes. Alternaria, Aspergillus, Cladosporium Curvularia, Drechslera,
Fusarium and Penicillium prevailed in all samplings. All Colletotrichum
gloeosporioides colonies were recuperated during the morning hours, at 94, 180,
190 cm from the ground, with a frequency of 0.009. All C. gloeosporioides
isolates examinated were pathogenic to pods and presented by PCR
amplification, a band of 600 pb molecular weight, approximately. RFLP analysis
presented three band pattern for all isolates. Sequencing analysis of DNA

showed that isolates belong to G.cingulata.



RESUMEN

El gandul [Cajanus cajan (L.) Millsp.] es un cultivo de gran importancia en
paises tropicales, que es afectado por la antracnosis de la vaina causada por
Colletotrichum spp. Esta investigacibn tuvo como propdsito estudiar la
distribucion vertical y temporal e incidencia de Colletotrichum spp. sobre una
siembra comercial. Se colocaron platos Petri con agar de avena en una torre y
se expusieron durante diez minutos. Colletotrichum. Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium Curvularia, Drechslera, Fusarium y Penicillium, prevalecieron en
todos los muestreos. Las colonias de Colletotrichum gloeosporioides fueron
recuperadas en la mafana, a 94, 180, 190 cm del suelo, con una frecuencia de
0.009. Todos los aislados de C. gloeosporioides estudiados presentaron,
mediante PCR, una banda de un peso molecular de aproximadamente 600 pb.
El analisis de RFLP mostré un patron de tres bandas para todos los aislados. Un
andlisis de secuenciacién del ADN determind que los aislados pertenecen a

G.cingulata.
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1 INTRODUCCION

El cultivo del gandul [Cajanus cajan (L.) Millsp.] es uno de gran importancia,
ya que es utilizado como fuente de alimento en paises tropicales. EI gandul
contiene de 16 a 30% en proteina cruda de alta calidad y puede ayudar a
balancear el contenido esencial de aminoacidos (Hepperly y Rodriguez, 1984).
Este arbusto originario de la India o Africa occidental, mide de 3 a 6 pies, tiene
hojas trifoliadas y generalmente sus flores son amarillas con rasgos rojizos.
Produce vainas conteniendo de cinco a siete granos. Dagar y Dagar (1991)
describen que en las Islas Nicobar, en la India, el gandul se utliza en la medicina
doméstica popular para tratar la tos. Coe y Anderson (1996) mencionan que en
Nicaragua el gandul se utiliza para alimento y para tratar desérdenes
pulmonares, problemas en la piel (salpullido) y cortaduras en la piel (actia como
desinfectante y cicatrizante). Algunos de los productos del gandul y sus
derivados, son utilizados en Argentina, India, Java y China, Tailandia, Malagasia
(Madagascar) y Bengala (CNCPP, 1997).

El Conjunto Tecnoldgico para la Produccion de Gandules (1992) afirma que
el gandul, por su aportacion al ingreso generado por el sector agricola, se ha
convertido en la legumbre méas importante para Puerto Rico. Hasta el afio fiscal
1998 la mayor produccion de gandules en Puerto Rico era para procesar
(enlatado), sin embargo, debido a los bajos costos del gandul importado, todo el

gandul enlatado que consumimos hasta el presente es imporatado de Perq,



Ecuador, Republica Dominicana y Brazil. Para el afio fiscal 1998, se produjeron
10,000 gg de gandul para enlatar y 5,000 gg para mercado fresco. En el afio
fiscal 2005 se produjeron 4,805 gqgq de gandules frescos (Departamento de
Agricultura, 2002; 2005).

El gandul puede ser afectado por distintas plagas entre las que se encuentran
los insectos de las vainas (Heliotis virescens), la mosca Melanagromyza obtusa,
nematodos y enfermedades causadas por hongos como la roya y la antracnosis,
entre otras (Conjunto Tecnoldgico para la Produccién de Gandules, 1992). Los
insectos pueden transportar y dispersar las esporas de diferentes hongos
incluyendo ascomicetos, basidiomicetos, hongos imperfectos y cigomicetos. Las
masas de esporas mucilaginosas de los cuerpos fructiferos se adhieren a las
patas o al cuerpo del insecto dispersandolas a otros lugares y a otros cultivos
(Abbott, 2002).

La antracnosis del gandul, causada por Colletotrichum spp., afecta la calidad
de las semillas, reduce su rendimiento y disminuye su potencial como producto
comercial, causando grandes pérdidas a los agricultores (Tu, 1988; Ntahimpera
et al.,, 1996). Se ha informado que la antracnosis del gandul causa dafios en la
vaina, semilla, tallos y raices. Las vainas presentan lesiones marrén oscuro o
marron con bordes rojos, en las que se pueden observar bajo el esteroscopio los

acérvulos y masas de esporas de color rosa a salmon (Barnes, 1979).



Glomerella cingulata sp. es un organismo eucariota, perteneciente a la familia
Phyllachoraceae de la division Ascomycota (Hawksworth et al., 1995). Su fase
asexual corresponde al género Colletotrichum gloeosporioides. En agar de
avena C. gloeosporioides presenta macroscopicamente una colonia con micelio
poco algodonoso blanco con masas de esporas anaranjadas.
MicroscOpicamente se caracteriza por fructificaciones acervulares con conidios
hialinos fusiformes. Pueden observarse setas y apresorios al cultivarse en agar
de avena, agar de papa y dextrosa, y agar de agua (Swart, 1999).

C. gloeosporioides muestra el mayor grado de diversidad morfologica y
biologica y tiene rango mas amplio de hospederos de todas las especies de
Colletotrichum (Du et al., 2005). Von Arx (1957) clasific6é las especies de
Colletotrichum y las unié a C. gloeosporioides basandose en la similaridad
morfolégica. Muchos investigadores han separado especies de Colletotrichum,
en base a su especificidad de hospedero y sus caracteristicas en el medio de
cultivo (Du et al., 2005). También se pueden utilizar técnicas moleculares como
alternativa complementaria para la identificacion de las especies de
Colletotrichum y para diferenciar entre aislados.

El método de reaccibn en cadena de polimerasa (PCR) se utiliza para
amplificar fragmentos de ADN. Mediante este método, con el uso del ADN,
iniciadores o primers y enzimas de replicacion (polimerasas de ADN) se generan

copias de regiones especificas de la cadena de ADN (Starr y Taggart, 1998).



Las regiones internal transcribed spacer (ITS) y regiones intergénicas del rRNA
nuclear, repiten unidades que evolucionan rapido y varian entre especies de un
género (White et al., 1990). De esas regiones se han desarrollado primers que
se utilizan durante el PCR para obtener muchas copias de estas regiones. Los
patrones de bandas obtenidos de la electroforesis de ADN, mediante el método
de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), establece
diferencias entre organismos. El método de RFLP ha demostrado ser util para
agrupar los aislados de Colletotrichum (Freeman et al.,, 1998). Los analisis
directos de las secuencias de nucledtidos del ADN son Uutiles para establecer
relaciones entre especies y complejos de especies de Colletotrichum (Du et al.,
2005).

Las especies de Colletotrichum muestran un patron tipico en su proceso de
infeccion. Las conidias del hongo llegan al hospedero y se adhieren a la cuticula
de la planta. La espora germina y se forma un tubo germinativo (Jeffries et al.,
1990). A partir del tubo germinativo se forma un apresorio muy caracteristico
para el género, de morfologia limitada por un rango de variacién (Parbery 1981;
citado por Jeffries et al., 1990). Una vez el apresorio germina, se forma una
gancho de penetracion que crece atravesando la cuticula y penetrando las
células epidermales. La hifa se disemina intracelular e intercelularmente,

causando necrosis de las células y la formacién de la lesion (Jeffries et al., 1990).



Una caracteristica importante para la dispersion y adhesion de las conidias y
ascosporas de muchas especies de Colletotrichum, es que estas estan
envueltas con una sustancia mucilaginosa hidrofilica. La sustancia mucilaginosa
estd compuesta principalmente de polisacaridos y glicoproteinas de alto peso
molecular. Ademas, mantiene la viabilidad de las conidias bajo condiciones
adversas como las temperaturas extremas, luz ultravioleta y humedad baja. Al
mismo tiempo, protege las esporas de los materiales toxicos producidos por los
tejidos vegetales hospederos durante el desarrollo de una lesién (Wharton,
2001).

En la zona norte de Puerto Rico se ha observado en fincas privadas y
experimentales, una infeccion severa en las vainas, causada por C.
gloeosporioides. La rapida diseminacion de la enfermedad puede ser causada
por el uso de cultivares susceptibles y condiciones de alta humedad (Echavez y
Alameda, 1998). Ciertas condiciones ambientales como la alta humedad,
aumentan la probabilidad de producir esporas como inoculo primario y la
dispersion de esporas entre las plantas (Ellis y Paschal, 1977 y 1979). El factor
ambiental que mas influye en el desarrollo de la antracnosis es la humedad alta.
Otro factor clave es la temperatura que ademas, interactia con la humedad
(Wharton, 2001). Durante los periodos de lluvia, se forman acérvulos en la
planta y las esporas son dispersadas por salpicaduras causadas por la lluvia,

sobre la siembra y plantas adyacentes (Buchwaldt et al., 1996). Las semillas



contaminadas proveen inoculo, pero cualquier tejido contaminado o material
vegetal en descomposicion puede convertirse en un foco potencial de infeccion
(Ellis y Paschal, 1977; 1979).

Muchos organismos utilizan la atmosfera para moverse de un habitat
terrestre a otro, algunos pasivamente, o mediante distintas caracteristicas
morfoldgicas que facilitan su movimiento, como la formacion de apéndices (Isard
y Gage, 2001). Muchos hongos han desarrollado estrategias para la dispersion
de sus esporas en la atmosfera. Algunos han desarrollado estructuras para
liberar las esporas por si mismos, otros utilizan insectos como vectores y la
mayoria tienen esporas aerotransportables, que pueden ser dispersadas por el
viento o por salpicadura de lluvia. Estas esporas aerotransportables son las de
mayor importancia en la fitopatologia (Deacon, 1997).

Existen tres fases importantes en la dispersion aérea: la liberacion de
esporas, su dispersion y la deposicion sobre el sustrato. La deposicion de
esporas puede ocurrir por sedimentacion, en donde las esporas de mayor peso
se asientan con mayor rapidez que las de menor peso. El impacto de esporas
es la forma de deposicion de mayor importancia para los patdgenos de plantas.
Las esporas mas pesadas tienen mayor probabilidad de impactar. A medida que
la velocidad del viento aumenta, las esporas mas pequefias pueden impactar

alguna superficie. Otra forma de deposicion es mediada por la lluvia, un



mecanismo mas efectivo para remover las esporas del aire y depositarlas en
superficies terrestres, como las plantas (Deacon, 1997).

Para conocer la diversidad de hongos con potencial patogénico en plantas,
animales y seres humanos es importante estudiar la micoflora de un lugar.
Estudiar la diversidad de hongos sobre una siembra de gandul nos provee
informacion sobre los hongos con el potencial de iniciar el proceso de infeccion
en la siembra. Es necesario realizar estudios sobre la diversidad de hongos en
diferentes épocas del crecimiento de la planta para determinar en que momento
abundan propagulos viables que pueden causar enfermedades.

A pesar de los dafos asociados a la antracnosis en el gandul, se han
realizado pocos estudios sobre la dinamica y distribucion de esporas de hongos
en siembras de gandul. Estudios sobre la distribucion vertical de Colletotrichum
spp. sobre una siembra de gandul comercial contribuiran al conocimiento sobre
la ocurrencia de indculo de este hongo que puede afectar al gandul. Este es el
primer estudio de este tipo realizado en el Caribe.

Esta investigacion tuvo como propdsito: 1) estudiar la distribucion vertical y
temporal e incidencia de G. cingulata, causante de la antracnosis de la vaina del
gandul, sobre una siembra comercial, 2) determinar como la cobertura de nubes,
temperatura, humedad relativa, presion barométrica, punto de rocio y la
velocidad del viento influyen en la cantidad de inéculo de Colletotrichum y de

otros hongos recuperados, sobre una siembra de gandul y 3) caracterizar



morfolégica, patogénica y molecularmente las especies de G. cingulata
asociadas al cultivo del gandul.

Estos resultados proveeran informacion sobre la incidencia de este hongo en
el aire, de manera que se puedan tomar medidas preventivas, tales como la
aplicacion de fungicidas recomendados para el cultivo y cambios en la época de
siembra. Esto ayudara a la protecciéon de las siembras del gandul y evitara

pérdidas sustanciales.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Aspectos biolégicos del género Colletotrichum

El género Colletotrichum Corda fue descrito por Tode en el 1790 bajo el
nombre de Vermicularia, nombre que fue validado por Fries en el 1825 (Baxter et
al., 1985). Penzig en el 1882, describié a Vermicularia gloeosporioides, hoy
conocido como C. gloeosporioides, cuando fue aislado en Italia de las hojas de
un citrico (Walker, 1980). Mas tarde, Saccardo en el 1884, transfiri6 a
Vermicularia al género Colletotrichum y aplic6 este nombre a los hongos
habitantes de las hojas que eran similares a Colletotrichum (Baxter et al., 1985).
Colletotrichum fue establecido como género por Corda en el 1831, quien lo
describié como un hongo caracterizado por acérvulos setosos y conidias hialinas

y fusiformes (Baxter et al., 1985).

El agente causal de la antracnosis del gandul fue identificado como C. cajani
y descrito por primera vez en Brazil por Rangel en el 1916 (Kaiser, 1981). Kaiser
(1981) menciona que la mayoria de los estudios realizados con gandul en PR,
se han hecho por investigadores en Mayagiez y San Juan, desde principios del
1900. Tucker (1927) informé por primera vez la antracnosis del gandul en PR,
causada por C. cajani, hoy conocido como C. gloeosporioides. Describio la
antracnosis, causada por esta especie, como una enfermedad destructiva de las

hojas, vainas y semillas del gandul. Esta enfermedad que tenia un porciento de
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infeccion mayor durante las épocas de lluvia, causaba caida de las vainas y
hojas, manchas, necrosis, deformacion y reduccién de las semillas. En las
vainas se formaba una mancha circular casi negra con bordes violeta oscuro
(Tucker, 1927).

Colletotrichum ha sido redescrito bajo diferentes géneros, siendo los dos mas
comunes Vermicularia y Gloeosporium Desm & Mont (Wharton, 2001). Han
existido problemas para diferenciar a Colletotrichum de Gloeosporium.
Inicialmente, en Gloeosporium su acérvulo glabroso era distintivo, pero mas
tarde se descubrié que este hongo podia desarrollar setas en algunos sustratos
(Jeffries et al., 1990). Duke en el 1928, demostré que la presencia o ausencia de
setas y su arreglo en el acérvulo son extremadamente variables y no son
relevantes a nivel de género (Wharton, 2001). Von Arx (1957, 1970) redujo la
confusién entre géneros al escribir monografias sobre Colletotrichum, en las que
reduce cientos de taxones a 13 especies aceptadas. Ademas, combindé 600
sinbnimos en ocho formas para C. gloeosporioides, basado en la variabilidad del
cultivo, la especificidad del hospedero, pero las relaciones entre estas formas
aun necesitan clarificacion. Hoy dia, aun existen problemas taxonémicos para C.

gloeosporioides (Jeffries et al., 1990).

Glomerella cingulata (Stonem.) Spaulding & Schrenk se reconoce como el
estado teleomorfo de C. gloeosporioides, pero no se ha relacionado con otros

aislamientos de este taxén (Jeffries et al., 1990). Para algunas formas de C.
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gloeosporioides, no se ha encontrado el estado teleomorfo, pero pueden ser
diferenciados morfolégicamente. Estas formas estan estrictamente limitadas a
una planta hospedera especifica y tienen formas de crecimiento distintas en

cultivo puro (Von Arx, 1970).

Glomerella spp. es un ascomiceto que desarrolla un peritecio bien variable en
estructura y se pueden encontrar muchas formas genéticas diferentes, de
fisiologia variable y especificos para algunos hospederos o sustratos (Von Arx,
1970). Presenta un ascocarpo de 85-300 pum, marrén oscuro, con pocas ascas,
clavadas y de pared fina, contenidas por hasta ocho ascosporas. Las
ascosporas son truncadas, biseriadas y elipsoidales a fusiformes, hialinas, de
pared lisa, mayormente con una medida de 10-21 x 4-6 um (Domsch et al.,

1980).

Von Arx (1970) describe el estado anamorfo de Glomerella, el género
Colletotrichum, con acérvulos intra o subepidermales, con variaciones en
tamafio y forma, glabrosos o setosos. Las setas son oscuras u ocasionalmente
casi hialinas que surgen de la base del acérvulo. Las conidias son elipsoidales,
cilindricas y forman apresorios al germinar. Ademas, describe para C.
gloeosporioides acérvulos oscuros o claros, setosos o glabrosos. Las conidias
son cilindricas o elipsoidales, redondeadas en los extremos, atenuadas o

truncadas, hialinas y forman masas de esporas anaranjadas a rosadas.
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C. gloeosporioides es un hongo de distribucién cosmopolita predominante en
los tropicos y subtropicos (Sutton, 1980). La especie muestra alta variabilidad
morfolégica por lo que se recomienda que la diferenciacion debe realizarse
mediante la integracion de caracteristicas ecoldgicas, morfologicas vy
moleculares, ademas, mediante pruebas de hospedero y patogenicidad (Sutton,
1980). Menciona que se han utilizado diferentes criterios para la diferenciacion
de taxones en Colletotrichum, pero a consecuencia del amplio rango de
variabilidad de C. gloeosporioides es ineficiente proveer una descripcion
estandarizada. Aun asi, describe las conidias de esta especie como rectas,
obtusas en el 4pice, con una medida de 9-24 x 3-4.5 um y con apresorios de 6-

20 x 4-12 pum.

Una herramienta adecuada para la identificacion de Colletotrichum spp. es la
medida de sus apresorios. Para muchos hongos fitopatdgenos, el apresorio es la
estructura mas importante en la invasion del hospedero. Este aumenta el area
de superficie y permite la adhesion del hongo a la planta hospedera. Ademas,
provee la fuerza mecanica, las enzimas necesarias para la penetracion vy

promueve la sobrevivencia en condiciones adversas (Hutchison et al., 2000).

La antracnosis causada por Colletotrichum spp., afecta diferentes cultivos,
como el gandul, la fresa, el mango, la papaya, el aguacate, la manzana, la
almendra, la lenteja, el algodon, el café y el guineo, entre otras plantas. Se han

reportado varias especies de Colletotrichum afectando los cultivos de gandul
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entre ellas: C. crassipes (Speg.) Von Arx y Colletotrichum sp. en Zambia, C.
dematium (Pers.) Grove, C. gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc., y C.

truncatum (Schw.) en la India (Wajid Khan y Singh, 1974; Lenné, 1992).

Segun Buddie et al., (1999) en su estudio y en otros estudios citados por
Buddie (Bruns et al., 1991; Grondona et al., 1997) se ha demostrado que
Colletotrichum spp. tiene subdivisiones sistematicas y estos grupos pueden ser
divididos en otros subniveles. Esta afirmacion esta basada en el analisis de
distintas partes del genoma, que podrian reflejar diferentes niveles de jerarquia
taxonomica.

El problema con la taxonomia de Colletotrichum spp. reside en que produce
conidias secundarias provenientes de las conidias de germinacion inicial. Estas
esporas secundarias generalmente son variables en tamafo y dificultan la
identificacion (Buddie et al., 1999). Debido a estos problemas se han utilizado
una variedad de métodos moleculares para discriminar entre especies de
Colletotrichum ya que los criterios morfotaxonémicos no son precisos (Freeman
et al., 1996). En otro estudio realizado por Freeman y Rodriguez (1995) se
identificO que existe variacion entre las especies identificadas como C.
gloeosporioides. Denoyes-Rothan et al., (2003) estudiaron patrones de RAPD
de 14 aislados de C. gloeosporioides y estos patrones mostraron un alto nivel de
polimorfismo entre aislados. En otro estudio realizado por Brown et al., (1996)

se estudiaron diferentes aislados de C. acutatum y C. gloeosporioides y se
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amplifico el ADN ribosomal por el método de PCR con los primers especificos
(Calnt2 y Cgint) y el primer ITS4. A través de la secuenciacion de nucleotidos
complementado con el método RFLP, se pudieron reclasificar los aislados de C.
acutatum previamente clasificados como C. gloeosporioides, basados en la
morfologia de los conidias.

Chongo y Bernier (2000) realizaron un estudio con lenteja donde se
determind que el desarrollo de la antracnosis en esta planta esta influenciado
por el genotipo de la planta hospedera, debido a que existen variedades mas
resistentes. Al aumentar la concentracion del inéculo, disminuyé el tiempo
requerido para la formacion de lesiones y la primera esporulacion. El periodo de
humedad influy6 en el desarrollo de la antracnosis. Se observo que luego de 24
horas de un periodo de alta humedad, la enfermedad fue mas severa. La
severidad de la antracnosis fue mayor en un rango de 20 a 28 C, bajo y sobre el
rango la severidad disminuyé. Concluyeron que las plantas, en todas sus etapas
de crecimiento, fueron infectadas por Colletotrichum truncatum. El periodo de
cuatro a seis semanas luego de la produccion de semillas fue 6ptimo para la
infeccion para todos los genotipos de plantas.

Yang et al., (1980) demostraron en su estudio que C. acutatum es dispersado
en una siembra de fresas por salpicaduras de lluvia. La intensidad de la lluvia
influye la razén de liberacion de esporas del recurso de indculo. Ntahimpera et

al., (1997) utilizaron el método de exposicion de plato por dos a tres minutos,
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luego de periodos de 12 y 27 minutos de lluvia simulada sobre una siembra de
fresas, con el propésito de evaluar el efecto de la dispersion por lluvia de C.
acutatum. Luego de la exposicion de plantas sanas cerca de la fuente de inéculo,
se encontré que la infeccién fue mayor en plantas colocadas mas cerca del
in6culo. En el 1999, Ntahimpera et al., demostraron que C. gloeosporioides, C.
acutatum y C. fragariae presentaban patrones similares entre si, en términos de
dispersién por salpicaduras de lluvia.

En un estudio sobre la antracnosis causada por Colletotrichum musae en
guineo, se evalud la importancia de la lluvia en la dispersion de conidias. Se
cubrieron las flores de la mitad de las plantas y la otra mitad se dej6 al
descubierto. Se encontré que en las plantas cubiertas el flujo de la lluvia estaba
restringido y por consiguiente también el transporte de conidias. La
contaminacion de las plantas estavo altamente correlacionado con la lluvia (De

Lapeyre de Bellaire et al., 2000).

En el 1984, Hepperly y Rodriguez estudiaron la micoflora de la semilla del
gandul en almacenaje y en el campo en Puerto Rico. Entre los géneros de
hongos asociados al gandul se reportd Alternaria, Aspergillus, Botryodiplodia,
Colletotrichum gloeosporioides, Cladosporium, Fusarium, Nigrospora, Penicillium
y Phomopsis. C. gloeosporioides se encontré en las semillas con una frecuencia

igual o menor a un quince porciento.
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En estudios preliminares en la Estacion Experimental Agricola (EEA) de
Isabela se recolectaron esporas por exposicion de plato y un 37% de las
colonias obtenidas fueron representadas por el género Colletotrichum
(Gaztambide sin publicar, 2003). En la EEA y en una siembra privada en Isabela,
se obtuvieron de vainas de gandul, dos aislados de C. gloeosporioides con
diferencias en virulencia, siendo los aislados de la siembra privada
significativamente mas virulentos (Alameda et al., 2001). Se ha observado que la
antracnosis, causada por C. gloeosporioides es una enfermedad ciclica. Cada
cinco a siete afios la enfermedad afecta significativamente las siembras de

gandul en Puerto Rico (Bosques, com. pers., 2004).

2.2 Aerobiologia de Colletotrichum

Colletotrichum truncatum produce acérvulos en las lesiones, en donde se
forman las conidias que son dispersadas por las gotas de lluvia a plantas
vecinas. En todas las plantas infectadas se forman microesclerocios que
permanecen en el campo como estructuras de resistencia. En un estudio
realizado por Buchwaldt et al., (1996) se estudié la distribucion rapida de la
antracnosis en la lenteja (Lens culinaris Medik.) causada por esta especie. Se
determind que la dispersion del hongo ocurria a través de la semilla, pero se
encontraba en un 2%, aun en periodos de infecccién severa. Por tal razén, se

estudiaron los materiales transportados por el viento tales como: residuos de las
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cosechas, polvo, desechos organicos y muestras de suelo, como potencial
recurso de indculo (Buchwaldt et al., 1996).

Los investigadores colocaron hojas de polietileno de 1m? en el suelo por seis
horas, para la recoleccion de esporas. Se recolecto el polvo depositado en una
aspiradora, se pego cinta adhesiva sobre el polvo y se tifié con lactofenol con
azul de algodon. Mediante andlisis microscopico se determind que C. truncatum
tiene un periodo de sobrevivencia en los residuos de la cosecha, de
aproximadamente dos afios (Buchwaldt et al., 1996). Se encontr6 que la
predominancia de la antracnosis en lenteja en el este de Canada ha sido
facilitada por la dispersién de in6culo por las nubes de polvo que se levantan de
residuos de lenteja y del suelo por los vientos predominantemente en el otofio, y
no por salpicaduras de lluvia. Esta dispersion por viento explica la infeccion en
otras variedades de plantas sembradas en lugares en donde no se ha sembrado

lenteja (Buchwaldt et al., 1996).

2.3 Aspectos de la Aerobiologia de hongos

Ingold en el 1953, discutié los mecanismos por los cuales las esporas se
vuelven aéreas, su dispersion y liberacion. Tradicionalmente se ha utilizado el
método de exposicion de plato para documentar la presencia de esporas de
hongos sobre diversos cultivos. Para estudiar la incidencia de esporas sobre

una siembra de maiz, Bothast et al., (1977) utilizaron el método de exposicion de
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platos, ya que tiene similaridad en la exposicion de la planta a las esporas de
hongos. Se reportd una baja incidencia de esporas de Aspergillus flavus en
siembras de maiz en Georgia, lllinois, Maryland, Carolina del Sur y Virginia.
Alternaria y Epicoccum fueron los géneros predominantes. Afzal y Mehdi (2002)
muestrearon el aire a diez pies de altura sobre la ciudad de Karachi, Pakistan e
identificaron 53 especies pertenecientes a 21 géneros. Los géneros mas

frecuentes fueron Aspergillus, Alternaria, Penicillium y Cladosporium.

El transporte aéreo de esporas es responsable de dispersar enfermedades
en plantas a través de distancias de 500 km 6 mas (Aylor, 1986). La rofia del
arbol de manzana es causada por el hongo Venturia inaequalis. Aylor y
Anagnostakis (1991) estudiaron la concentracion aérea de ascosporas de V.
inaequalis sobre una siembra de manzanas y demostraron que hay un rapido
descenso de concentracién de ascosporas al aumentar la altura sobre la tierra.
Este cambio importante en la distribucion vertical fue explicado por un cambio
rapido en la velocidad del viento y un movimiento turbulento del viento sobre la

tierra.

Se ha reportado que las infecciones de la manzana estan relacionadas
cuantitativamente a la concentracion aérea de ascosporas en el aire rodeando
tejido susceptible de manzana. Utilizando un atrapador de esporas Rotorod se

pudo determinar que la probabilidad de las infecciones aumenta a medida que el
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namero de ascosporas en el aire sobre la siembra de arboles de manzana

aumenta (Aylor, 1998).

Se han reportado una variedad de patdgenos de dispersion aérea sobre
plantas de importancia econdmica. La propagacion a través de Europa de
Blumeria graminis, patégeno de la cebada, se debe a la dispersion aérea de sus
esporas (Limpert et al., 1999). Las esporas de especies de Phytophthora, un
oomiceto responsable de pérdidas econdmicas significativas en diversas plantas,
pueden ser dispersadas por el aire (Beagle, 2000). Pyricularia grisea y Bipolaris
oryzae también producen esporas que se dispersan en la baja atmoésfera sobre
siembras de arroz y afectan el cultivo en diferentes épocas de su crecimiento

(Picco y Rodolfi, 2002).

Las ascosporas y las conidias de Stemphylum vesicarium se liberan en el
aire, causando tizon de la hoja del ajo. La lluvia esta directamente relacionada
con la liberacién de sus esporas, pero una alta humedad relativa es esencial si
no llueve (Prados-Ligero et al., 2003). Gibberella zeae causante del tizon de las
cabezuelas es una enfermedad que afecta el trigo y otros cereales. Sus esporas
se dispersan a través del aire y sus eventos de mayor deposicidn son
primordialmente en la noche (Del Ponte et al., 2005). Maldonado-Ramirez et al.,
(2005) estudiaron la liberacion, dispersion y deposicion de las ascosporas de G.

Zzeae y encontraron que las esporas viables de este hongo fueron abundantes
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durante cada hora del dia y la noche. Ademas, encontraron que las esporas

fueron mas abundantes en dias nublados.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Estudio preliminar en siembra de gandul

Se realizd6 un estudio preliminar para determinar las especies de
Colletotrichum asociadas a una siembra comercial de gandul de la linea 1-8-3-1,
establecida en la EEA de Isabela, Universidad de Puerto Rico-RUM. La siembra
se establecid el 14 de julio de 2003 y constaba de aproximadamente 14,520
plantas de gandul, en un predio de un acre. Se realizaron tres muestreos del aire,
utilizando el método de exposicion de plato. ElI primer muestreo se realiz6
durante la floracion, el segundo durante la produccion de vainas y el tercero
durante el llenado de vainas. Se seleccionaron cinco puntos de exposicion de
platos en la siembra, en los puntos medios de los lados de la siembra y en el
centro de la siembra. En cada punto se expusieron tres platos Petri sobre el
suelo por 15 minutos y al cabo de estos, los platos se removieron y se coloco la
misma cantidad de platos por 10 minutos. En el primer muestreo se utiliz6 agar
de papa y dextrosa, en el segundo agar de extracto de malta y en el tercero agar
de avena. También se muestreo el suelo, hojas, flores, ovario de las flores,
semillas, vainas de gandul y hojas secas de otras plantas que se encontraban en

el suelo.
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3.2 Muestreo de siembra de gandul

Para estudiar la distribucion vertical y temporal de Colletotrichum spp. se
selecciond una siembra de gandul comercial, establecida en la EEA de Isabela,
Universidad de Puerto Rico-RUM (Figura 1). EIl predio de la linea I-8-3-1, fue
sembrado el 21 de diciembre de 2003. Este predio era circundado por calles
internas al norte y oeste, por la carretera #2 al este y en el sur colindaba con otro
predio de gandul. Se tomaron nueve muestras en cada una de las cuatro etapas
de crecimiento de las plantas: a) cuando la planta aun no habia producido flores
(7 de febrero de 2004), b) durante floracion (6 de marzo de 2004), c) durante
produccion (18 de abril de 2004) y llenado de vainas y, d) luego de la cosecha

de las vainas (19 de junio de 2004).

3.3 Preparacion de laminillas con superficie adhesiva

Las laminillas con superficie adhesiva (2.54 cm x 7.62 cm), se prepararon
utilizando una mezcla de nueve mL de hexano y un gramo de vaselina, en un
tubo de centrifuga estéril. La solucion se agitd hasta crear una mezcla
homogénea, que se aplicd sobre una laminilla limpia con un hisopo estéril, hasta

cubrir toda la laminilla excepto sus extremos (8-10 mm).
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Figura 1. (A) Vista general y (B) planta con flores y vainas maduras en
detalle, de la siembra de gandul comercial muestreada, localizada en la
Estacion Experimental Agricola de Isabela, PR.
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3.4 Exposiciéon de platos Petri y laminillas con
superficie adhesiva

En el primer muestreo se realizaron tres exposiciones de platos Petri
pequefios (60 x 15 cm) con Agar de Avena (AA) suplementado con acido lactico
al 25%, al extremo norte de la siembra de gandul. Se colocaron horizontalmente,
tres platos Petri para cada altura de 94, 137 y 180 cm, sustituidos cada 30
minutos en un periodo de dos horas (10:30 am a 12:30 pm). Para analizar
estadisticamente diferentes variables de este muestreo, se utlizé un analisis de
correlacion, analisis de regresion multiple por el método forward selection y un
analisis no paramétrico mediante proc rank.

En el segundo, tercer y cuarto muestreo, para recuperar esporas viables y no
viables, se expusieron platos Petri pequefios y laminillas adhesivas en nueve
ocasiones: tres veces de 9:00 a 11:00 am, las siguientes tres de 2:00 a 4:00 pm
y las ultimas tres de 5:00 a 7:00 pm, en intervalos de aproximadamente media
hora. En el cuarto muestreo no se realizaron los ultimos tres periodos de toma
de muestras debido a lluvia. Se monitorearon las condiciones ambientales
utilizando un instrumento que registra datos de temperatura, humedad relativa,
presion barométrica, punto de rocio y velocidad del viento (Kestrel 4000,
Nielsen-Kellerman, Pennsylvania, USA), durante cada periodo de cada

exposicién y ademas se monitored visualmente la cobertura de nubes.
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Para realizar los muestreos aerobiolégicos, se disefid una torre con
atrapadores de esporas, que fue ubicada en el centro de la siembra (Figura 2).
En ésta se colocaron verticalmente, a una altura de 140 y 290 cm del suelo,
cuatro platos Petri (60 X 15mm) conteniendo AA suplementado con acido lactico
al 25%. Los platos y las tapas fueron separados mediante control remoto,
exponiéndolos durante diez minutos. Los platos expuestos se volvieron a cerrar
mediante control remoto, se desmontaron de la torre y se sellaron con parafina.

Al finalizar los muestreos, los platos se transportaron al laboratorio y se

incubaron a 262 C hasta observar el desarrollo de colonias con las

caracteristicas distintivas de Colletotrichum spp. Como control se utilizaron dos
platos Petri pequefios cerrados con AA. Estos también fueron incubados junto
con los platos expuestos. Las colonias recuperadas se aislaron y purificaron en

AA y fueron incubados a 26+2 C por 7-10 dias. Luego del periodo de incubacion

y analisis microscopico, se utilizaron claves taxonomicas para identificar los
hongos miceliales, a partir de una modificaciéon al método de camara humeda.
Mediante éste método, los hongos fueron inoculados en AA para obtener un
cultivo puro y los cubreobjetos esterilizados fueron enterrados parcialmente en
forma diagonal en el agar, cerca del lugar de inoculacion. Los hongos carentes
de estructuras de reproduccion (HCER), se transfirieron a agar de papa y
dextrosa (APD) y/o en agar de agua y se expusieron a temperatura ambiente

con irradiacion solar de siete a catorce a dias para estimular su esporulacion.
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Figura 2. (A) Atrapador de esporas conteniendo los platos Petri,
localizado en medio de la siembra de gandul comercial, (B) Monitor
Kestrel 4000 para medir las condiciones ambientales al momento del
muestreo, (C) acercamiento del muestreador conteniendo los platos Petri.
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Se realizaron preparaciones semipermanentes con lactofenol con azul de
algodon, se observaron utilizando un microscopio compuesto y se utilizaron
claves taxonOmicas para identificar los géneros de hongos miceliales
correspondientes a las esporas viables recuperadas en AA. Un hongo
desconocido, identificado como morfotipo 1, se describid macroscopicamente,
microscopicamente, se le realiz6 PCR, RFLP y secuenciacion del ADN, ya que
no pudo ser identificado mediante claves taxondmicas.

Simultaneamente a la exposicion de platos Petri, se coloco una laminilla con
superficie adhesiva a 140 y 290 cm de altura, para recuperar esporas no viables
gue no crecen en medios de cultivo, durante cada muestreo. Las laminillas se
transportaron al laboratorio donde se les afiadié una gota de lactofenol con azul
de algodon y se le coloco un cubreobjeto (22 x 50 mm) a cada una.

A través de este estudio, se calculd la frecuencia de aislados de
Colletotrichum spp. sobre la siembra y su distribucién temporal, para determinar
la época en que el indculo era mas abundante. Ademas, se calculd la frecuencia
de recuperacién de las esporas viables de otros géneros de hongos, en medios
de cultivo durante los muestreos. La frecuencia se calcul6 dividiendo los aislados
de cada género entre el total de aislados para cada muestreo.

Los analisis estadisticos del primer, segundo y tercer muestreo se realizaron
separados del primer muestreo, ya que la metodologia utilizada fue distinta. Para

el segundo, tercero y cuarto muestreo, se dividieron los nueve periodos en tres
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periodos durante la mafana, en la tarde y en la noche. Todos los datos
numericos obtenidos se analizaron estadisticamente por medio del programa
SAS System (version 8.0, 1999). Para analizar estadisticamente diferentes
variables en estos muestreos se realiz6 un analisis no paramétrico mediante
proc rank y un andlisis de varianza (Tukey) para los hongos mas frecuentemente
aislados (Fusarium, Curvularia, Cladosporium, Alternaria y HCER).

En el primer muestreo se correlacionaron las condiciones climéticas y el total
de aislados utilizando un andlisis de correlacién y un analisis de regresion
multiple por el método forward selection. En el segundo, tercero y cuarto
muestreo, para determinar la correlacion entre las condiciones climaticas y el
total de aislados, se utilizd un analisis de regresion mdltiple. Ademas, se
correlacionaron las condiciones climaticas y los hongos aislados en mayor
frecuencia, mediante un andlisis de regresion mduiltiple. También, se analiz6 la
cobertura y el tipo de nubes sobre la siembra durante cada periodo de
exposicidn, en los cuatro muestreos realizados. A la cobertura y el tipo de nubes

se le asigno un valor numerico simbolico para realizar el analisis.

3.5 Evaluacion del tejido vegetal

El tejido vegetal fue evaluado para determinar la ausencia o presencia de
Colletotrichum spp., como posible fuente de inéculo. Se evaluaron las hojas de

una maleza, la cual presentaba lesiones color vino (Figura 3) y las hojas, flores 'y
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Figura 3. (A) Hojas de gandul y (B) de yerba guinea (Urochloa maxima)
(indicado por las flechas) con lesiones, entre la siembra de gandul,
analizados para determinar su relacién con la dispersién y fuente de

in6culo de Colletotrichum spp.
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capullos del gandul (Figura 4). Para esto se prepararon platos Petri grandes
conteniendo AA suplementado con acido lactico al 25%. El tejido vegetal se
desinfestdé con un lavado con etanol 70% por un minuto seguido de un lavado
hipoclorito de sodio al 0.05% por un minuto y tres enjuagues con agua destilada
estéril. Luego se colocaron en platos Petri estériles y dejaron secar dentro de
una camara de flujo laminar para eliminar el exceso de agua.

El muestreo de las hojas de gandul y de yerba guinea (Urochloa maxima) se
realizod cuando las plantas aun no habian florecido. Luego de ser desinfestadas,
se sembraron 10 pedazos de hojas de gandul y 10 pedazos de hojas de yerba
guinea en los platos Petri preparados. También se seleccionaron flores y
capullos del gandul para su evaluacion. Se desinfestaron 20 capullos y 20
pétalos. Los capullos se cortaron por la mitad y cada mitad se sembré en un
plato Petri. Se sembraron dos pedazos de pétalo en cada plato Petri. Los platos
Petri fueron incubados a 26+2 C durante siete dias. Luego del periodo de
incubacion, se prepararon laminillas semipermanentes con lactofenol con azul
de algodon para realizar el andlisis microscépico de las colonias y se utilizaron

claves taxonémicas para identificar los hongos miceliales.
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Figura 4. Flores y capullos de gandul analizados para determinar su
relacién con la dispersion y fuente de in6culo de Colletotrichum.
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3.6 Evaluacion de la pupas de la mosca
Melanagromyza obtusa

Las larvas de la mosca Melanagromyza obtusa barrenan las vainas del
gandul, donde luego se forma la fase de pupa; por lo que se evalud la presencia
0 ausencia de Colletotrichum en las pupas, para determinar la relacion de éstas
con la dispersion del hongo. Se escogieron vainas que tenian un orificio de
aproximadamente un milimetro, caracteristico de vainas infectadas por la larva.
Se seleccionaron 15 pupas del interior de las vainas y se desinfestaron con un
lavado con etanol 70% por un minuto, seguido de un lavado con hipoclorito de
sodio 0.05% por un minuto y tres enjuagues con agua destilada estéril. Luego se
colocaron en platos Petri estériles y dejaron secar dentro de una camara de flujo
laminar para eliminar el exceso de agua. Las larvas se seccionaron a la mitad
con un escarpelo estéril y cada seccion se sembré en un plato Petri grande
conteniendo AA suplementado con acido lactico al 25%.

Los platos Petri fueron incubados a 262 C durante siete dias. Luego del

periodo de incubacion, se prepararon laminillas semipermanentes con lactofenol
con azul de algodon para realizar el analisis microscépico y se utilizaron claves

taxonomicas para identificar los hongos miceliales.
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3.7 Preparacion de cultivos monospoéricos de
Colletotrichum spp.

Se prepararon cultivos monosporicos de Colletotrichum spp. para llevar a
cabo la extraccion de ADN, las pruebas de patogenicidad y subcultivos
necesarios. Cada aislado de Colletotrichum spp. se cultivd por siete a quince
dias. Con esporas del hongo se prepararon en diluciones seriadas de (10*- 10%)
en tubos de ensayo con 9 mL de agua destilada. Se transfiri6 una alicuota de
0.1 mL de cada dilucién, a platos Petri grandes con agar de agua. Los platos se

incubaron 26+2 C por 24 hrs. Luego de la incubacion, se observaron los platos

bajo el estereoscopio y con una aguja de inoculacién se aisl6 una espora

germinada y se transfirid a AA. Los platos se incubaron 26%2 C por siete dias.

3.8 Pruebas de patogenicidad de cultivos de
Colletotrichum spp.

Se seleccionaron vainas de la linea 1-8-3-1 de gandul, sin lesiones, en etapa
de llenado. Estas se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 0.05% por 2
minutos, seguido un lavado con etanol 70% por 2 minutos y tres enjuagues con
agua destilada estéril. Las vainas se colocaron en platos Petri estériles y dejaron
secar dentro de una camara de flujo laminar para eliminar el exceso de agua.
Con una aguja de inoculacién estéril se tomaron esporas de cultivos

monospoéricos de Colletotrichum spp. y se transfirieron a tubos de ensayo
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individuales con 15 mL de agua destilada estéril. Utilizando un espectrofotbmetro
(Spectronic 20, Milton Roy) se midié una absorbancia de 0.1% de cada aislado
para obtener una dilucién de esporas de aproximadamente 10° mL. Se
inocularon cinco vainas por un lado con la suspension de esporas y se colocaron
en una camara humeda estéril, sobre dos varillas de vidrio y papel toalla himedo
de fondo. Se prepararon cinco repeticiones con cinco vainas para cada
suspension de cada aislado. Como control se prepararon cinco repeticiones con
cinco vainas desinfestadas sin inocular. Se prepararon cinco blogues en
bandejas de aluminio donde se colocd un plato con las vainas inoculadas y un
plato control con vainas sin inocular. Los platos dentro de cada bloque se
ubicaron al azar y los bloques se situaron al azar. Los bloques se envolvieron
en una bolsa plastica y se incubaron a temperatura ambiente por siete dias. Se
tomaron datos de la severidad de la antracnosis de las vainas en una escala de
cero a nueve 0 de 0-100% (0-10% resistentes, 11-39% intermedio y 40-100%
susceptible) a los cinco y siete dias después de inoculadas de acuerdo a Van
Schoonhoven y Pastor-Corrales (1987). La severidad de las cinco vainas
inoculadas con cada aislado del hongo fue promediada. Los datos numéricos
fueron analizados estadisticamente mediante un analisis de varianza, utilizando

el programa SAS System (version 8.0, 1999).
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3.9 Preparacion de camaras humedas parala
formacidn de apresorios y esporas de

Colletotrichum spp.

Se esterilizaron platos Petri de cristal con una laminilla y dos cubreobjetos
sobre una varilla de vidrio. Se cortaron bloques (1 cm?) de agar de agua y se
colocaron sobre la laminilla y cada bloque se inoculé con esporas de cada uno
de los cinco cultivos monosporicos de Colletotrichum spp. Se colocdé un
cubreobjeto esterilizado sobre cada bloque de agar. Los platos se incubaron por

siete dias a 2622 C. Los cubreobjetos se removieron de las camaras humedas

y se colocaron en lamillas limpias. A cada laminilla se le afiadi6 una gota de
lactofenol con azul de algodon y se observaron bajo un microscopio de luz. Se

midio el ancho y el largo de 50 apresorios y esporas utilizando el objetivo de 40x.

3.10 Preparacion de vainas de gandul para ser
observados por un microscopio electronico de
rastreo

Se seleccionaron vainas de gandul sin lesiones, en etapa de llenado, de la
linea 1-8-3-1 y se desinfestaron hipoclorito de sodio al 0.05%, por 2 minutos,
seguido un lavado con etanol 70% por 2 minutos y tres enjuagues con agua
destilada estéril. Las vainas se colocaron en platos Petri estériles y dejaron
secar dentro de una camara de flujo laminar para eliminar el exceso de agua.

Con una aguja de inoculacién estéril se tomaron esporas de cultivos
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monosporicos de Colletotrichum spp. y se transfirieron a tres tubos de ensayo
individuales con 25 mL de agua destilada estéril. Se inocularon cuatro vainas
con la suspension de esporas, de concentracion desconocida, y se colocaron en
una camara humeda estéril, sobre dos varillas de vidrio y papel toalla humedo de
fondo. Se prepararon cuatro repeticiones de cuatro vainas. Los platos se
colocaron en una bandeja plastica envuelta con una bolsa plastica a temperatura
ambiente por cuatro dias.

Al finalizar el periodo de incubacion todas las vainas presentaban lesiones en
estados avanzados de infeccidn y lesiones tipicas (hundidas, de borde levantado
y necroticas) de C. gloeosporioides. Se seleccionaron lesiones en un estado de
infeccibn no avanzado y se cortaron de 15 a 20 pedazos de la lesion
(aproximadamente 2 x 5 mm), incluyendo tejido sano. Las muestras de vainas
se fijaron a temperatura ambiente por 24 horas, con glutaraldehido al 4%, en
amortiguador de fosfato con un pH de 7.2 (28 mL de fosfato de sodio
monobasico 2.0 M y 70 mL de fosfato dibasico 2.0 M). Se utilizé un horno de
vacio (VWR Scientific modelo 1410 Vacuum Oven), equipado con una bomba
rotativa (Welch 1405 Duo Seal Vacuum Pump) para remover el aire de las
muestras. Se realizaron cuatro lavados de 15 minutos con amortiguador de
fosfato. Las muestras se deshidrataron mediante una serie de dilusiones de
etanol con las siguientes concentraciones: 10, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85, 95 y

100%. Los cambios entre cada dilusiéon de etanol se realizaron cada hora. Para
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remover el etanol de las muestras se utilizé6 una secadora de punto critico (EMS,
modelo 850). Luego, las muestras se colocaron en bases de aluminio, sobre una
cinta adhesiva de carbon y se cubrieron con oro, utilizando un ISI PS-2 Sputter
Coater. Los detalles de las muestras se observaron en un microscopio
electronico de rastreo (JEOL 5410 LV). Las imagenes se adquieron con un

Digital Scan Generator (JEOL, USA Inc).

3.11 Extraccion del ADN ribosomal de Colletotrichum
SppP.
Los cultivos monosporicos de Colletotrichum spp. se inocularon en agar de

avena y se incubaron a 262 C por cinco a siete dias (protocolo de extraccion

de ADN de Cenipalma Colombia, modificado por Diaz (sin publicar, 2004) y
Gaztambide (sin publicar, 2005).

Se removié el micelio y las esporas del hongo de la superficie del agar
mediante raspados y se transfiri6 a un microtubo. La masa micelial se maceré
con la punta de la pipeta en un microtubo de 2 mL con 100 puL de amortiguador
de extracciéon (2.5 mL de Tris-HCI pH 8.0- 50 mM, 5 mL de NaCl 5 M, 5 mL de
EDTA 0.5 M- pH 8.0, 1 mL de mercaptoetanol). Se afiadieron aproximadamente
0.3 g de cuentas de cristal de 0.5 mm (BIOSPEC Products Inc.) a las muestras
y se colocaron en un disruptor de células (Disruptor Genie, Scientific Industries

Inc.) por 15 minutos. Se afiadieron 700 pL de amortiguador de extraccion y 50



38

pL de SDS al 10% a las muestras y se mezclaron por 30 segundos con un
agitador (Fisher Touch Mixer, Modelo 231, Fisher Scientific). Estas se incubaron
a 65 C por una hora. Al finalizar, se centrifugaron a 10,000 rpm durante 15
minutos. Se tomaron 700 pL del sobrenadante y se afadio igual volumen de
cloroformo: alcohol isoamilico (5 mL cloroformo: 208 uL alcohol isoamilico).
Durante 30 segundos, se agito la mezcla en un Vortex y se centrifugé a 10,000
rpm por 15 minutos. Se recuperaron 500 pL de sobrenadante y se agregaron 50
pL de acetato de sodio 5 M y 300 pL de isopropanol frio. Se incubaron a -20 C
durante la noche.

Luego de la incubacion, la muestra descongelada se centrifugé a 6000 rpm
por diez minutos y se descart6 el sobrenadante. El precipitado se lavo con 1 mL
de etanol al 70% a 14 rpm por cinco minutos. Se decantd el etanol y los
microtubos abiertos se colocaron sobre una servilleta, hasta que cada
precipitado se secé. El precipitado se resuspendié en 50 uL de RNAsa [1.6 uL
RNAsa stock (826 pL de agua Sigma, 10 pL Tris-HCI 1M pH 8, 164 yL RNAsa
liquida) y 45 pL agua Sigma, por muestra] y se mezclé suavemente con la punta
de la micropipeta. En un microtubo se mezclaron 5 pL de ADN, 2 pL de tinte
azul de xileno, 5 pL de TE 1X y se afiadieron estos 12 pL en el gel de
electroforesis. Se utilizaron 3.6 pL de marcador de 100 pares de base (Promega).
Se prepar6é una gel de agarosa al 0.8% con 0.9 uL de bromuro de etidio y se

corrié a 100 voltios por aproximadamente 5 minutos y luego a 150 voltios por
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aproximadamente una hora. La calidad de la extraccion del ADN se examin0 en
un transiluminador (Quantity One 4.3, Bio Rad). Las absorbancias vy
concentraciones de los productos de la extraccion de ADN se midieron en un

espectrofotometro (Smart Spec Plus, Bio Rad).

3.12 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de

aislados de Colletotrichum spp.

La metodologia de PCR fue utilizada para la amplificacion o creacion de
multiples copias de la region Internal Transcribed Spacer (ITS) del ADN
ribosomal (Promega, Madison, WI). Se prepar6 una reaccién de 25 pL la cual
consistia de 12.5 pL PCR Master Mix (Promega), 1.65 puL de upstream primer
ITS 1, 1.65 pL de downstream primer ITS 4, 1-3 uL de ADN (10-20 ng) y agua
libre de nucleasa (Promega) hasta completar 25 uL. Se utilizaron dos controles
positivos, uno de C. gloeosporioides identificado por CABI Bioscience (Reino
Unido) y otro utilizando el morfotipo 1. Ademas se utilizé un control negativo
utilizando los mismos reactivos sin ADN, para una reaccion de 10 pL. El
protocolo utilizado consistia de una denaturalizacion inicial a 95 C por 2 minutos,
30 ciclos: denaturalizacion a 95 C por 1 minuto, alineacién a 56.5 C por 1 minuto,
extension a 72 C por 1 minuto y extension final a 72 C por 5 minutos (BioRad, i-
Cycler Termal Cycler) . La calidad del PCR fue examinada en un transiluminador

(Quantity One 4.3, Bio Rad). Las absorbancias y concentraciones del producto
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de PCR se midieron en un espectrofotometro (Smart Spec Plus

Spectophotometer, Bio Rad).

3.13 Polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) de Colletotrichum spp.

Se utilizo el método de RFLP para determinar si las endonucleasas BsaHI y
Haelll cortan la secuencia de nucleotidos de Colletotrichum en lugares diferentes
0 iguales, que se podria observar con patrones de bandas en posiciones
diferentes o iguales entre los aislados. Para esto se purificé el producto de PCR
con MinElute PCR Purification kit. Se realizaron reacciones de 10 pL, utilizando
las endonucleasas BsaHI (corta en GCGC) y Haelll (corta en GGCC) (0.3 pL de
cada una), 300 ng de PCR purificado, amortiguador y agua (de ser necesaria
para completar la reaccion a 10 pL). Las muestras se colocaron a 37 C por una
hora, se afadié la misma cantidad de las enzimas a cada muestra y se
incubaron por un maximo de seis horas a 37 C. Se corrié un gel de agarosa al
3%, con marcadores de 100 y 50 pb a 110 voltios, por aproximadamente tres

horas y se observo en un transiluminador (Quantity One 4.3, Bio Rad).
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3.14 Analisis Bioinformatico

Las regiones ITS 1 e ITS 2 del ADN ribosomal de los aislados de
Colletotrichum fueron utilizadas para realizar la secuenciacion. Utilizando los
productos de PCR purificados con MinElute PCR Purification kit y se enviaron a
secuenciar las regiones ITS (1 y 2). Las muestras de los aislados de
Colletotrichum spp., Colle 2 y 5 se enviaron a secuenciar a Macrogen, Korea y
los aislados Colle 1, 3 y 4, al DNA Sequence and Synthesis Facility en lowa
State University. ElI morfotipo 1 del cual se extrajo el ADN ribosomal y se
amplificaron las regiones ITS 1 e ITS 2 de la misma manera que con los aislados
de Colletotrichum, se envié al DNA Sequence and Synthesis Facility en lowa
State University. Las secuencias se alinearon utilizando el programa BLAST 2
Sequences y se editaron (Nacional Center for Biotechnology Information,

BLAST).
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estudio preliminar en siembra de gandul

En todas las muestras analizadas del aire, semillas y vainas se encontr6 a C.
gloeosporioides. Las vainas presentaban lesiones caracteristicas de la
antracnosis de donde se pudo aislar a C. gloeosporioides. El porcentaje del C.
gloeosporioides encontrado en la semilla fue de 1.96%. Durante los primeros
dos muestreos aerobiolégicos realizados no se recuperaron esporas de C.
gloeosporioides, de igual manera, no se recuperé a C. gloeosporioides de las
hojas, flores, ovario de las flores y hojas secas analizadas. Sin embargo, durante
el dltimo muestreo (6 de diciembre de 2003) se recuperd del aire hasta en un
38% (Tabla 1). El hongo se pudo recuperar durante los dos tiempos de
exposicion de platos. Este hallazgo indica que el inéculo del hongo estuvo
disponible en el aire en el periodo de crecimiento del gandul en el cual se

observaron lesiones de antracnosis en las vainas.

4.2 Exposicion de platos Petri

De los platos Petri expuestos sobre la siembra comercial de gandul, se
aislaron un total de 449 colonias y se identificaron 24 géneros, morfotipo 1 y

HCER (Tabla 2). Los géneros Fusarium, Curvularia, Alternaria, Cladosporium,
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Tabla 1. Frecuencia de C. gloeosporioides en el aire de una siembra
comercial de gandul, en la Estacion Experimental Agricola de Isabela,
durante el muestreo preliminar realizado el 6 de diciembre de 2003.

Plato expuesto® 10 min 2 15 min 3
Frecuencia
la 0.00 0.00
1b 0.00 0.00
1c 0.04 0.00
2a 0.09 0.20
2b 0.14 0.14
2c 0.00 0.18
3a 0.11 0.00
3b 0.03 0.06
3c 0.06 0.00
4a 0.14 0.10
4b 0.00 0.09
4c 0.23 0.20
5a 0.38 0.00
5b 0.00 0.02
5c 0.00 0.17

*El numero corresponde a cada estaciéon de muestreo y la letra a cada plato con AA expuesto en esa
estacion.

’Frecuencia de C. gloeosporioides a los 10 minutos de exposicion

®Frecuencia de C. gloeosporioides a los 15 minutos de exposicion
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Tabla 2. Géneros de hongos miceliales aislados y su frecuencia en el aire
sobre la siembra de gandul comercial, cultivar 1-8-3-1, durante los cuatro

muestreos realizados.

Género Frecuencia
Fusarium 0.203 ab®
Curvularia 0.160 ab
Alternaria 0.107 bc
Cladosporium 0.091 bc
Drechslera 0.029 cd
Nigrospora 0.024 cde
Trichoderma 0.020 de
Aspergillus 0.018 cde
Pithomyces 0.018 cde
Penicillium 0.017de
Pestalotia 0.011 de
Colletotrichum gloeosporioides 0.009 de
Aspergillus niger 0.009 de

Phoma

0.009 de




Tabla 2. Continuacion
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Género Frecuencia
Eurotium 0.007 de
Mucor 0.007 de
Acremonium 0.007 de
Sirosporium 0.007 de
Rhizopus 0.004 e
Phomopsis 0.004 de
Aspergillus terreus 0.002 e
Paecilomyces 0.002 e
Spegazzinia 0.002 de
Passalora 0.002 de
Ulocladium 0.002 de
Sphaeropsis 0.002 de
Morfotipo 1 0.002 de
HCER* 0.225 a

! Hongos carentes de estructuras de reproduccion
2 Diferencias significativas mediante analisis no paramétrico
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Drechslera, Aspergillus y Penicilium, en orden descendente de incidencia,
prevalecieron en todos los muestreos.

Los HCER se aislaron en todos los muestreos. Géneros saproéfitos como
Nigrospora, Pithomyces, Sirosporium y Acremonium, predominaron en tres de
los cuatro muestreos pero con menor incidencia. Entre el segundo y tercer
muestreo, se aislaron cuatro colonias de actinomicetos.

Durante los cuatro muestreos Curvularia spp. y Fusarium spp. fueron los
hongos de mayor incidencia. Alternaria spp. y Cladosporium spp. se aislaron de
todos los muestreos presentando las incidencias mas bajas en los primeros dos
muestreos. Luego presentaron un ascenso considerable, con las incidencias
mas altas en el tercer y cuarto muestreo, después de Curvularia spp. y Fusarium
spp. Los HCER presentaron la frecuencia mas alta en todos los muestreos (la
frecuencia total de estos aislados es la obtenida luego de haber promovido su
esporulacion de distintas maneras).

En el primer muestreo, realizado antes de la produccion de flores y en el
segundo muestreo, durante la floracion, Fusarium spp. y Curvularia spp. fueron
los hongos de mayor incidencia (Tabla 3) (Figura 5 y Figura 6). Durante el tercer
muestreo se recupero la mayor diversidad de hongos (20 géneros). Los hongos
recuperados con mayor frecuencia durante este muestreo, fueron Alternaria spp.
y Cladosporium spp., seguidos de Curvularia spp. y Fusarium spp (Tabla 3)

(Figura 7). En el ultimo muestreo los hongos de mayor incidencia fueron
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Curvularia spp., Fusarium spp., Alternaria spp. y Cladosporium spp (Tabla 3)
(Figura 8).

En otra investigacion realizada en la Estacidon Experimental Agricola de
Juana Diaz, al Sur de Puerto Rico se estudiaron los hongos asociados al cultivo
de la cebolla, en el aire y el suelo (Vélez et al., 2004). Estos encontraron en las
muestras de aire que los aislados mas frecuentes fueron Aspergillus niger,
Cladosporium spp., Fusarium spp. y Penicillium spp. Ademas se aislaron con
menor incidencia Phoma spp., Aspergillus spp. y Curvularia spp. En todos los
muestreos Fusarium spp. presenté el porciento mayor de colonias aisladas
(Vélez et al., 2004). De igual manera, el género mas frecuente en nuestra
investigacion lo fue Fusarium. En contraste con la investigacion realizada en la
cebolla, en el presente estudio se aisld6 A. niger con una baja frecuencia y
Curvularia spp. se aislé con alta frecuencia en todos los muestreos. Estos datos
demuestran que todos los géneros aislados del aire en el presente estudio
concuerdan con la investigacion realizada por Vélez et al., (2004).

Entre los afios 1980-1981, se realiz6 un estudio en siembras de gandul en
cuatro pueblos de Puerto Rico. Se muestrearon semillas al azar y se aislaron los
géneros Botryodiplodia, Fusarium, Phomopsis, Cladosporium y Alternaria. En
semillas en almacenaje, aumentd la incidencia de los géneros Rhizopus,

Penicillium y Aspergillus (Hepperly y Rodriguez, 1984).
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Tabla 3. Géneros de hongos miceliales aislados y su frecuencia en el aire
sobre la siembra de gandul comercial, cultivar [-8-3-1, durante cada
muestreo realizado.

Género Frecuencia

M1! M2° M3° M4*
Fusarium 0.243 0.319 0.102 0.190
Curvularia 0.268 0.128 0.126 0.220
Alternaria 0.073 0.007 0.157 0.180
Cladosporium 0.024 0.007 0.151 0.140
Drechslera 0.073 0.007 0.030 0.004
Nigrospora 0.024 0 0.042 0.003
Trichoderma 0 0.042 0.018 0
Aspergillus 0.024 0.035 0.006 0.001
Pithomyces 0.024 0.014 0.024 0
Penicillium 0.073 0.007 0.012 0.001
Pestalotia 0 0.021 0.012 0
Colletotrichum
gloeosporioides 0.049 0 0.006 0.001
Aspergillus niger 0 0.021 0 0.001
Phoma 0 0.014 0.012 0




Tabla 3. Continuacion
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Género Frecuencia
M1! M2° M3° M4*

Eurotium 0 0.020 0 0
Mucor 0 0.021 0 0
Acremonium 0 0.007 0.006 0.001
Sirosporium 0 0 0.006 0.002
Rhizopus 0.049 0 0 0
Phomopsis 0 0 0.012 0
Aspergillus terreus 0.024 0 0 0
Paecilomyces 0.024 0 0 0
Spegazzinia 0 0 0.006 0
Passalora 0 0 0.006 0
Ulocladium 0 0 0.006 0
Sphaeropsis 0 0 0.006 0
Morfotipo 1 0 0 0.006 0
HCER® 0.024 0.326 0.247 0.130

'Frecuencia de géneros de hongos aislados durante el primer muestreo
’Frecuencia de géneros de hongos aislados durante el segundo muestreo
3Frecuencia de géneros de hongos aislados durante el tercer muestreo
*Frecuencia de géneros de hongos aislados durante el cuarto muestreo
5Hongos carentes de estructuras de reproduccion
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Figura 5. Hongos miceliales mas frecuentes recuperados durante el
primer muestreo, (A) Curvularia spp., (B) Fusarium spp., (C) Drechslera
spp., (D) Penicillium spp., (E) Alternaria spp. y (F) Rhizopus sp.
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Figura 6. Hongos miceliales mas frecuentes recuperados durante el
segundo muestreo, (A) Fusarium spp, (B) Curvularia spp, (C) Trichoderma
spp., (D) Aspergillus spp., (E) Mucor spp. y (F) columela de Mucor; (a)
collarete.
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Figura 7. Hongos miceliales mas frecuentes recuperados durante el
tercer muestreo, (A) Alternaria spp., (B) Aspergillus spp., (C) Curvularia
spp., (D) Fusarium spp. (E) Nigrospora spp. y (F) Drechslera spp.
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Figura 8. Hongos miceliales mas frecuentes recuperdados durante el
cuarto muestreo, (A) Curvularia spp., (B) Fusarium spp., (C) Alternaria
spp., (D) Cladosporium spp. (E) Drechslera spp. y (F) Nigrospora spp.
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Los géneros reportados, concuerdan con los encontrados en el presente estudio
aerobioldgico, con la excepcion de Botryodiplodia.

Afzal y Mehdi estudiaron la micoflora aérea de la cuidad de Karachi en
Pakistan, encontrando los mismos géneros reportados en nuestro estudio:
Alternaria, Aspergillus, Curvularia, Drechslera, Fusarium, Mucor, Penicillium,
Rhizopus y Ulocladium. Todos estos hongos con excepcion de Ulocladium spp.
son descritos por Lozada et al.,, (1998), como contaminantes ambientales
comunes, por lo que pueden estar presentes comunmente en el aire en distintas
frecuencias dependiendo de la localidad y otros factores.

A pesar de que los hongos recuperados pueden encontrarse en el aire
comunmente, muchos de éstos son de importancia fitopatolégica. Phoma puede
causar el cancro del gandul y fue el causante de una seria epidemia en el gandul
en PR en el 1954, afectando el tallo y las ramas (Alvarez, 1960). En la India,
Fusarium udum, causante de la marchitez del follaje del gandul, es una de las
enfermedades de mayor importancia en el gandul, causando pérdidas de 37
millones de ddlares anualmente (Nene, 1988). Kaiser (1981) reporté que
Alternaria tenuissima, afecta las semillas del gandul, C. gloeosporioides afecta
semillas, tallo y vainas, F. semitectum afecta las semillas y Phomopsis sp. afecta
las semillas y puede afectar las vainas. A. alternata puede causar el tizon del
gandul, Cladosporium oxysporum causa el tizon de la hoja y C. cladosporioides

la mancha de la hoja del gandul, Fusarium pallidoroseum el tizén del gandul, F.
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avenaceum y F. equiseti la pudricion de la semilla (Nene y Sheila, 1996).
Algunos de los géneros encontradas en nuestro estudio también son de

importancia fitopatoldgica en otros cultivos.

4.2.1 Caracteristicas morfologicas del Morfotipo 1

El morfotipo 1 fue aislado del tercer muestreo durante el primer periodo de
exposicion, a una altura de 140 cm. Este presenté caracteristicas macroscopicas
parecidas a las de C. gloeosporioides. En AA 'y APD su colonia es de apariencia
glabra (micelio sumergido en el medio de cultivo), caracterizado por masas de
esporas mucilaginosas de color anaranjado. Se observaron cuerpos fructiferos
negros en el medio del cultivo. Microscopicamente presenta esporas hialinas
fusiformes, en su mayoria de forma curva, con uno de los extremos mas finos,
con 3 a 18 septas. Sus esporas tienen una medida promedio de 74.5 x 2.4 puy
presentan gran variabilidad de tamafio y forma. Ademds, se observaron
microconidias de formas curvas y rectas, con una medida de 20.3 x 2.8 4, con 3

a 8 septas (Figura 9).
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Figura 9. Morfotipo 1, (A) Cuerpos fructiferos y masas de esporas en
agar de avena, (B) esporas.
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El analisis de regresion multiple, no indica correlacién entre el total de
aislados y las condiciones climéaticas examinadas para el segundo, tercer y
cuarto muestreo (velocidad del viento, temperatura, humedad relativa y punto de
rocio). También, se observé correlacion entre el nimero total de aislados y la
presion barométrica (P< 0.1). Se determind que no hay correlacion entre las
condiciones ambientales estudiadas y algunos hongos aislados en mayor
frecuencia (Fusarium, Curvularia y HCER), utilizando un andlisis de regresion
multiple (P< 0.1). Sin embargo, si hubo correlacién entre Cladosporium y la
temperatura, la humedad relativa y el punto de rocio. Alternaria también
presentd una correlacion con la temperatura, humedad relativa, punto de rocio y
la presién barométrica. Fernando et al., (2000), demostraron que la germinacion
de Colletotrichum acutatum esta relacionada a la humedad relativa alta, la
temperatura y el agua libre disponible (ay). De igual manera, humedad relativa y
temperatura estan relacionadas al total de aislados de Alternaria y Cladosporium.
En el presente estudio Fusarium, Curvularia y HCER no mostraron relacion con
los factores ambientales estudiados. En este estudio, varios géneros estan
influenciados por determinados factores ambientales y otros no demostraron
relacion con los factores estudiados.

Harrison et al., (1994) afirman que el crecimiento, germinacion vy
sobrevivencia de un hongo en una hoja esta asociado a la cantidad de humedad

disponible en el aire (Talley et al., 2002). La formacién de rocio sobre la hoja es
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critico para la germinacion de muchos hongos patdégenos (Talley et al., 2002).
Se ha documentado que la temperatura y la humedad relativa son factores
claves para el desarrollo de la antracnosis (Wharton, 2001), pero en el presente
estudio no se establecio una correlacion de C. gloeosporioides con estos
factores, ni con otros factores estudiados, debido a que la frecuencia de

recuperacion de este hongo fue muy baja.

4.2.2 Efecto de la altura de exposicidon de platos, periodos de
exposicion, cada muestreo y la cantidad de aislados de cada
especie sobre los hongos aislados (totales o mas frecuentes)

Para el primer muestreo, se realizé un analisis no paramétrico mediante proc
rank y se determindé que no hay relacién entre el total de hongos aislados, la
altura de exposicion de platos, en los tres periodos de tiempo y entre la cantidad
de aislados de cada especie (P< 0.05). En el segundo, tercero y cuarto muestreo,
mediante analisis no paramétrico se encontré que hay relacion entre la altura de
exposicion de platos y la cantidad de aislados de cada especie, y el total de
hongos aislados, pero no se encontraron diferencias significativas entre el total
de hongos aislados durante los periodos de exposicion. Mediante un analisis de
varianza con los hongos aislados con mas frecuencia (Fusarium, Curvularia,

Cladosporium, Alternaria y HCER), se encontraron diferencias significativas

entre la cantidad de aislados de Fusarium, Cladosporium y Alternaria entre cada

muestreo (P< 0.05). Ademas, se determinéG que no hay relacién entre la
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cantidad géneros de hongos, la altura de exposicidén de platos, entre muestreos
y entre periodos de exposicién, y los hongos aislados con mayor frecuencia (P<
0.05). Las diferencias entre géneros son evidentes ya que algunos mostraron un
total bajo para un muestreo, sin embargo, incrementaron de manera
considerable en otro muestreo.

Maldonado-Ramirez et al., (2005) recuperaron esporas viables de Gibberella
zeae, con un vehiculo piloteado por control remoto y no encontraron diferencias
significativas entre la cantidad de colonias y diferentes periodos del dia. En
nuestro estudio, en ninguno de los cuatro muestreos realizados se encontré
relacion entre la cantidad de aislados y los diferentes periodos de exposicion
estudiados. Aylor y Anagnostakis (1991) demostraron que ocurre un rapido
descenso en la concentracion de ascosporas de Venturia inaequalis al aumentar
la altura sobre la tierra. Esto fue explicado por un cambio rapido en la velocidad
del viento y un movimiento turbulento del viento sobre la tierra. En el estudio de
Aylor y Anagnostakis (1991) se relacionaron diferentes factores asociados al
comportamiento de V. inaequalis. En el presente estudio solo se relacionaron los
diferentes factores meteoroldgicos con el total de hongos y es probable que al
comparar cada género de hongo con cada factor ambiental se observe alguna

correlacion.
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4.2.3 Correlacién entre el total de hongos aislados y el tipo de nube
sobre la siembra de gandul

No se encontré relacion, entre el tipo de nubes sobre la siembra de gandul y
el total de hongos aislados en los cuatro muestreos realizados. Estos resultados
difieren del estudio de Maldonado-Ramirez et al., (2005) quienes encontrararon
una mayor abundancia de esporas viables de Gibberella zeae en dias nublados.
Posiblemente la limitacion en el nimero de datos obtenidos, sobre la cobertura y
tipo de nubes en nuestra investigacion no permitié establecer una relacién con

el total de hongos aislados.

4.3 Aerobiologia de C. gloeosporioides

En el primer muestreo se recuperd a C. gloeosporioides (Colle 1 y 2) a
alturas de 94 y 180 cm del suelo, con una frecuencia de 0.049. Sin embargo, en
el segundo muestreo no se recuperaron colonias de esta especie. Durante el
tercer muestreo se aislé C. gloeosporioides (Colle 4) con una frecuencia de
0.006, en el tercer periodo de muestreo a 140 cm y en el Ultimo muestreo se
recupero el aislado de C. gloeosporioides, Colle 5, con una frecuencia de 0.001,
a una altura de 290 cm. La presencia de este patdgeno, aunque en bajas
frecuencias, durante todas las etapas de este estudio es indicativo de que hay
inodculo del patdgeno disponible para infectar el cultivo. En el estudio preliminar

realizado en la siembra de gandul, la frecuencia del indculo disponible en el aire
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sobre la siembra fue suficiente para infectar las vainas y granos. Esta
informacion debe tomarse en consideracion durante las diferentes fases del
manejo de plagas. La disponibilidad de in6culo aerotransportable no sélo es
importante para la siembra estudiada, sino también para siembras adyacentes
de gandul y otros cultivos susceptibles al patdgeno.

Kaiser (1981) sefiala a Colletotrichum cajani (sinénimo C. gloeosporioides)
como un hongo que afecta las hojas, vainas y semillas del gandul, en las areas
tropicales y subtropicales de Puerto Rico y Estados Unidos, incluyendo, Florida,
Hawaii y Texas. En el estudio preliminar en la siembra de gandul de la linea 1-8-
3-1, en la EEA de Isabela, se recuper6 a Colletotrichum sp. con una frecuencia
de hasta 0.38, en muestras del aire. También se observaron lesiones de
antracnosis en las vainas, de donde se pudo aislar el hongo. No se observaron
lesiones en otros organos del gandul. Hepperly y Rodriguez (1984) en un
estudio con siembras de gandul en PR, encontraron a C. gloeosporioides con

una razon de recuperacion no mayor de 15% de las semillas.

4.4 Exposicion de laminillas con superficie adhesiva

En el segundo muestreo donde se realizé la primera exposicion de laminillas
sblo se observé una espora de Drechslera en el dltimo periodo de muestreo
(6:40-6:50 pm) a una altura de 140 cm. En el tercer muestreo no se recuperaron

esporas, pero se observo polen no identificado en 11 de las laminillas expuestas.
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El polen se recuperd a una altura de 140 y a 290 cm. En las laminillas expuestas
en el ultimo muestreo no se recuperaron esporas y solo se observo polen en el
segundo periodo (2:54-3:04 pm) de muestreo a 140 cm de altura.

En un estudio realizado por Arseniuk et al., (1998) utilizaron el método de
exposicion de laminilla para la recuperacion de esporas aéreas de
Phaeosphaeria spp. y Stagonospora spp. Las esporas de estos hongos
patogenos al trigo se depositaron en densidades diferentes en las laminillas. En
el presente estudio solo se recuperé una espora de Drechslera y granos de
polen. Probablemente, la pobre recuperacion de especies de hongos se debib a
la posicién en la cual se colocé la laminilla. En estudios como los de Arseniuk, la
recuperacion de esporas ocurre por deposicion de las mismas sobre una
laminilla en posicion horizontal. En el presente estudio, se utilizaron atrapadores
en posicion vertical para recuperar las esporas disponibles en el aire sobre la
siembra, proveyendo la oportunidad de que la recuperacion de esporas ocurriera

por impacto y no por sedimentacion o gravedad.

4.5 Evaluacion del tejido vegetal y de las pupas de la
mosca Melanagromyza obtusa

De las hojas de gandul evaluadas se recuperaron solamente los géneros
Drechslera y Nigrospora y en las hojas de la yerba guinea se aislé una colonia

de C. gloeosporioides (Colle 3), Fusarium y un HCER con micelio algodonoso
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rojo y verde. De los pétalos de las flores se obtuvieron cinco colonias diferentes
de Alternaria, una de Cladosporium y un HCER. De los capullos se aislo
Fusarium, Alternaria, Nigrospora, Curvularia y un hongo carente de estructuras
de reproduccion. En los estudios preliminares realizados con flores se recuperé
a Curvularia spp., el cual fue recuperado frecuentemente en este estudio. Esto
puede sugerir que la distribucibn de esta micoflora responde a variaciones
temporales.

En el muestreo de las pupas de M. obtusa, se obtuvieron 10 platos sin
crecimiento de colonias y en los restantes cinco platos se encontraron tres
colonias de Alternaria spp., una de Aspergillus spp. y una de Cladosporium spp.
Sin embargo, no se aislaron colonias de C. gloeosporioides. Agrios (1985)
menciona que hay insectos acarreadores de esporas de hongos y que muchos
de estos sobreviven durante largos periodos de tiempo, lo cual propicia la
diseminacién de patdgenos. Algunos hongos producen masas de esporas
mucilaginosas que les permiten adherirse entre si y a otros organismos. Estas
esporas pueden estar rodeadas por secreciones azucaradas, las cuales atraen
los a insectos (Webster, 1980). En las pupas de la mosca M. obtusa se pudieron
encontrar géneros de hongos que también fueron aislados del aire, pero no se
pudo asociar este insecto con la diseminacion de C. gloeosporioides.

Evaluaciones sobre la micoflora en otras etapas del ciclo de vida de este y otros
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insectos podrian proveer informacion sobre la diseminacion de las esporas de

este hongo por insectos.

4.6 Pruebas de patogenicidad de cultivos de C.
gloeosporioides.

En las pruebas de patogenicidad realizadas con los cultivos monospéricos de C.
gloeosporioides se determiné que el porcentaje de severidad en las vainas de
gandul varié de 78 a 100% (Tabla 4) (Figura 10). Segun la escala de evaluacién
de Van Schoonhoven y Pastor-Corrales (1987), las vainas se consideran
susceptibles cuando presentan dafio del 40 al 100%. Debido al porciento de
severidad observado en las vainas evaluadas, éstas se consideran susceptibles
a la antracnosis. El porciento de severidad es indicativo de que todos los
aislados recuperados son patogénicos al gandul. Se observaron masas de
esporas anaranjadas sobre las vainas y lesiones hundidas color marrén de
borde marrén oscuro a los cinco dias. A los siete dias se observaron lesiones
fusionadas, representativo de la pudricion parcial o total de las vainas. Aunque
el aislado Colle 1 caus6 la mayor severidad de la antracnosis con 100% y Colle
5 la menor severidad promedio de 78%, el andlisis de varianza determin6 que no
existen diferencias significativas entre la severidad causada por los aislados

evaluados en las pruebas de patogenicidad (P < 0.05). Al comparar la severidad
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Tabla 4. Porcentaje de severidad del dafio causado por C.
gloeosporioides en la vaina de gandul a los cinco y siete dias después de

inoculadas.

Aislado Severidad® Promedio® Severidad* Promedio®

% % % %

5 ddi 7 ddi

Collel 80 30 100 70 60 68 100 100 100 100 100 100
Colle2 50 80 30 60 10 46 100 100 100 100 80 96
Colle3 70 60 50 80 10 54 80 100 100 100 20 80
Colle4 20 15 100 20 10 33 40 100 100 100 100 88
Colle5 100 20 0 0 0 24 100 100 100 10 80 78

! escala de evaluacion de severidad, Schoonhoven y Pastor-Corrales (1987)
2 ddi= dias después de inoculado
% promedio de cinco vainas inoculadas
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Figura 10. Prueba de patogenicidad in vitro en vainas de gandul, cultivar
I-8-3-1, utilizando camaras humedas, (A) vainas de gandul inoculadas con
C. gloeosporioides y (B) vainas de gandul control (no inoculadas).



67

de la infeccion a los cinco y a los siete dias, se determin6 que no hay diferencias
significativas entre los tiempos evaluados para Colle 1 y 3. Para los aislados
Colle 2, 4, 5, si hubo diferencias significativas, siendo la severidad de la
infeccion significativamente mas alta en el segundo tiempo (P < 0.05).

En estudios realizados por Echavez y Alameda (1998), se evaluaron vainas
de gandul de cultivares afectados por antracnosis y se determind que no hubo
diferencias significativas en la severidad de la infeccién. La antracnosis fue
significativamente mayor en las siembras del mes de mayo que en las de los
meses de junio y julio. Algunos de los cultivares estudiados resultaron tener una
resistencia intermedia siendo el cultivar 1-8-2 susceptible. Al igual que el cultivar
[-8-2, el cultivar de gandul 1-8-3-1 es susceptible a la antracnosis y los aislados
no mostraron diferencias significativas en la severidad Echavez y Alameda
(1998). Algunas de las vainas estudiadas en el presente estudio mostraron
100% de severidad de dafio en siete dias. Freeman et al., (2000) realizaron
pruebas de patogenicidad con Colletotrichum acutatum y C. gloeosporioides en
anémona (Anemone coronaria L.) y fresa (Fragaria vesca L.). Estos aislados
mostraron una severidad que causé la mortalidad de ambas plantas en dos
semanas. En las pruebas de patogenicidad realizadas con 35 aislados de C.
acutatum en fresas, Denoyes-Rothan et al., (2003) encontraron que todos los
aislados causaron al menos una lesién, considerandose todos los aislados

patogénicos a la fresa. También observaron que los aislados colectados en los
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afos 1988 al 1994 fueron mas virulentos que los aislados a principios del 1980.
Al igual que en el presente estudio, los aislados de C. gloeosporioides fueron

patogénicos al cultivar de gandul estudiado.

4.7 Caracteristicas morfolégicas macroscopicas de
los aislados en AA

Los aislados de C. gloeosporioides presentan diferencias morfologicas
macroscopicas, caracterizados por masas de esporas mucilaginosas con
tonalidades distintivas de anaranjado para cada aislado. Colle 1 y Colle 2,
aislados del aire, mostraron abundancia de masas de esporas anaranjadas, con
micelio algodonoso blanco y escaso. Sin embargo, Colle 2 produjo masas de
esporas mas abundantes y de color anaranjado mas intenso. Colle 3 aislado de
yerba guinea, presentdé micelio algodoso blanco poco abundante y menor
cantidad de masas de esporas, de color menos intenso que Colle 1y 2. Colle 4
presentd micelio algodonoso gris claro, mas abundante que todos los aislados,
con masas de esporas anaranjadas-marron claro predominantes en el lugar de
inoculacion. El micelio de Colle 5 era color gris con masas de esporas en menor
cantidad que en Colle 1, 2 y 3 y de color anaranjado claro- marron claro. La
identificacion de los aislados se baso en la clave taxonémica de Sutton (1980).

Von Arx (1970) describe a C. gloeosporioides macroscépicamente con

masas de esporas rojizas a rosadas en forma de gotas viscosas. Sutton (1980)
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sefiala que existe gran variabilidad morfolégica para C. gloeosporioides. En un
estudio realizado por Davis et al. (1992) se compararon las caracteristicas del
micelio, estructuras de reproduccién y la apariencia de la colonia en aislados de
Colletotrichum de Stylosanthes spp. Se observé que en todos los aislados
comparados no hubo dos aislados que mostraran caracteristicas idénticas para
todas las caracteristicas. Las caracteristicas miceliales fueron muy variables, por
lo que no fueron utiles para agrupar las especies. Esto es indicativo de que las
diferencias morfoldgicas macroscopicas son distintivas de C. gloeosporioides, lo

cual compara con el presente estudio.

4.8 Preparacion de camaras humedas parala
formacién de apresorios y esporas de C.
gloeosporioides in vitro

Se observaron apresorios de color marréon claro a marron oscuro, con
variaciones en su morfologia (Figura 11). Estos presentaron medidas promedio
de 11.46 x 5.99 y. Segun Sutton (1980) los apresorios de C. gloeosporioides
presentan una medida de 6-10 x 4-12 p. El largo de los apresorios de los
aislados estudiados resultd6 mas largo y el ancho esta dentro del rango

establecido por Sutton.
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Figura 11. Apresorios de los aislados de C. gloeosporioides, (A) Colle 1,
(B) Colle 2, (C) Colle 3, (D) Colle 4 y (E) Colle 5, donde se observan
diferencias morfolégicas microscopicas. Los apresorios de cada aislado
son de color marrén, de formas variables desde ovales, irregulares a

lobulados.
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En la preparaciones permanentes de laminillas obtenidas de las camaras
humedas se observaron esporas hialinas, cilindricas de bordes redondeados,
con una medida promedio de 13.15 x 3.04 y. Las medidas de las conidias
documentadas por Sutton tienen un rango de 9-24 x 3-4.5 p, similares a las
observadas en los aislados recuperados.

Ademas, se pudieron observar setas lisas en el acérvulo color marron (Figura
12). En agar de agua se pudo observar el estado teleomorfo de C.
gloeosporioides, Glomerella cingulata. El peritecio de color marrén oscuro
contiene ascas hialinas con ascosporas biseriadas, cilindricas e hialinas (Figura

13).

4.9 Micrografias de esporas y apresorios de C.
gloeosporioides observadas através de un MER

Utilizando el microscopio electronico de rastreo se pudo observar la
superficie de las vainas de gandul infectadas con C. gloeosporioides. Se
observaron esporas, apresorios sobre la vaina y lesiones de donde salian las

esporas rompiendo el tejido para formar los acérvulos (Figuras 15-18).
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Figura 12. (A) Conidios de C. gloeosporioides bajo microscopio Nomarski
y (B) setas observadas bajo microscopio de luz.
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Figura 13. (A) Peritecio de Glomerella cingulata, estado teleomorfo de C.
gloeosporioides y (B) ascas y ascosporas formados en medio de agar
agua.
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Figura 14. Vista la superficie de una vaina de gandul infectada con C.
gloeosporioides (Colle 2), (a) lesion.
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Figura 15. (A-E) Acérvulos de C. gloeosporioides (Colle 2) sobre vainas de
gandul infectadas y (F) acercamiento de las esporas del acérvulo.
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Figura 16. (A-B) Esporas de C. gloeosporiodes (Colle 2) sobre el tejido de
vainas de gandul, (C) esporas localizadas cerca del estoma de la vaina y (D)
esporas adheridas por sustancia muscilaginosa producida por el hongo.
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Figura 17. Apresorios de C. gloeosporioides (Colle 2) sobre el tejido de
vainas de gandul.
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4.10 Extraccion del ADN de C. gloeosporioides

Como herramienta para la identificaciéon de Colletotrichum se extrajo el ADN
ribosomal (rDNA) y se obtuvieron productos de extraccién para los cinco
aislados de Colletotrichum. Las concentraciones del ADN fluctuaron entre 18.7 y

60 pg/mL.

4.11 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de

aislados de C. gloeosporioides

La amplificacién por PCR de las regiones ITS 1 e ITS 2, utilizando los primers
ITS 1 e ITS 4, produjeron bandas un peso molecular de aproximadamente 600
pb para los cinco aislados de C. gloeosporioides y para la cepa certificada por
CABI Bioscience (control positivo). El control negativo no presenté banda. Los
productos de la amplificacién de ADN por PCR se documentan en la Figura 18.
Denoyes-Rothan et al.,, (2003) amplificaron el ADN ribosomal con PCR,
utilizando los primers ITS 1 e ITS 4 y se produjeron bandas de aproximadamente
560 pb para todos los aislados de C. gloeosporioides, lo que concuerda con el
peso molecular aproximado de la banda obtenida para los aislados del presente

estudio.
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M 1 2 3 4 5 C+ Cg

600 pb

Figura 18. Gel del producto de la amplificacion de la region ITS mediante
PCR, para los aislados de C. gloeosporioides en agarosa 0.8%. M=
marcador 100 pb; 1-5= C. gloeosporioides (Colle 1-5); C+= control
positivo (Morfotipo 1); Cg= control positivo (cepa de C. gloeosporioides
certificada por CABI Bioscience, RU).
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4.12 Polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) de Colletotrichum spp.

Se realiz6 una digestiéon celular del producto de PCR, utilizando las
endonucleasas BsaHI y Haelll, para determinar si los aislados de C.
gloeosporioides presentaban polimorfismos, que se reflejan en diferencias en los
patrones de bandas. Por este método y con las enzimas utilizadas, el patrén de
bandas presentado por todas las cepas, no mostro variacion, indicando que
puedan ser la misma especie (Figura 19). Todos los aislados mostraron un
patrén de tres bandas. ElI morfotipo 1 utilizado como control, presentd un patrén
de bandas distinto a los aislados C. gloeosporioides, lo que indica que son

especies diferentes.

4.13 Andlisis Bioinformatico

El andlisis bioinformatico realizado con las secuencias de nucledtidos de los
aislados de C. gloespoioides confirmd la identificacion morfoldgica previa, en su
estado teleomorfo, G. cingulata y concuerda con el resultado obtenido con el

RFLP.
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Figura 19. Gel del producto de una digestién doble, utilizando las
endonucleasas BsaHI y Haelll, mediante RFLP, para los aislados de C.
gloeosporioides en agarosa 3%. A= marcador 100 pb, B= marcador 50
pb; 1-5= C. gloeosporioides (Colle 1-5); C= control positivo, morfotipo 1.
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5 CONCLUSIONES

Los géneros cosmopolitas y de importancia econémica fitopatoldgica
como Fusarium, Curvularia, Alternaria, Cladosporium, Drechslera,
Nigrospora, Trichoderma y Aspergillus formaron parte de la micoflora
aérea sobre la siembra comercial de gandul estudiada. Se pudo encontrar
otros géneros en menor frecuencia como: Penicillium, Pestalotia y C.

gloeosporioides.

En los muestreos realizados se reportd C. gloeosporioides en menor
frecuencia, sin embargo, en estudios preliminares fue reportado con una
frecuencia considerablemente mas alta. Estos hallazgos sugieren que es
necesario realizar muestreos adicionales para determinar si la dispersion
a través del aire de este hongo, causante de la antracnosis del gandul, es

primordial es su diseminacion.

En los muestreos realizados de las flores, capullos, hojas de gandul,
yerba guinea entre la siembra y las pupas de M. obtusa, sélo se aislé C.
gloeosporioides de las hojas de yerba guinea. Esto sugiere que la yerba
guinea pueden tener algun rol como fuente de indculo secundario o ser
reservorio de C. gloeosporioides. Esto requiere de mas estudios para
confirmar el verdadero rol de estas plantas en la epidemiologia de la

antracnosis del gandul.
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La variabilidad macroscépica entre los aislados de C. gloeosporioides

parece ser caracteristico de este hongo.

Las medidas de los apresorios y esporas presentaron diferencias minimas
al compararse con las medidas reportadas en estudios previos para C.

gloeosporioides.

Todos los aislados examinados fueron patogénicos a las vainas de gandul
aungque no se observaron diferencias significativas entre la severidad de

los aislados siendo el cultivar 1-8-3-1 susceptible a la antracnosis.

La amplificacion por PCR del ADN ribosomal de C. gloeosporioides,

produjo una banda de un peso molecular aproximado de 600 pb.

Al realizar una digestion celular del producto de PCR, utilizando las
endonucleasas BsaHI y Haelll, el patrén de bandas presentado por todas
las cepas, no mostro variacion, indicando que puedan ser el mismo

organismo y diferenciandose del morfotipo 1.

Las secuenciacion de nucleétidos de C. gloeosporioides de las regiones
ITS, confirman que los aislados estudiados son Glomerella cingulata,

estado teleomorfo de C. gloeosporioides.
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6 Recomendaciones

Se recomienda realizar otros estudios sobre la distribucion temporal
de Colletotrichum gloeosporioides. Estos datos proveeran informacion
sobre la época donde se pueda encontrar con mas frecuencia el
patdgeno, ya que la enfermedad que causa ocurre de forma ciclica en
el gandul.

Se recomienda utilizar mas muestreadores en diferentes localidades
de la siembra y fuera de la siembra a diferentes alturas.

Combinar la exposicion de plato vertical realizada en el presente
estudio, con exposicién de plato horizontal, a la altura del cultivo, para
poder comparar los métodos y determinar su eficiencia.

La incidencia de C. gloeosporioides durante todas las etapas de este
estudio, aunque en frecuencias bajas, debe tomarse en consideracion
a la hora de implementar medidas para el manejo de plagas.
Identificar plantas que sirvan como reservorio de indculo y
hospederos secundarios para el patdgeno, asi como el rol de insectos
asociados a la siembra de gandul, como agentes dispersores del

patogeno.
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APENDICE A. ANALISIS ESTADISTICOS

Relacion positiva entre el total de hongos aislados del primer muestreo, y la
presién barométrica (x5) y la humedad relativa (x3) (P< 0.1).

Analysis of Variance
Sum of| Mean
Source DF | Squares| Square F Value|Pr>F
Model 2| 20.22222| 10.11111 22.75| 0.0016
Error 6| 2.66667| 0.44444
Corrected Total | 8 22.88889
Parameter | Standard
Variable Estimate Error| Type Il SS| F Value | Pr>F
Intercept | -8804.79892 | 1361.13175 18.59756 41.84| 0.0006
X3 1.80477 0.36630 10.78904 24.28 | 0.0026
X5 293.07910|  45.18555 18.69769 42.07 | 0.0006
Summary of Forward Selection
Variable Number Partial Model
Step | Entered |Label Vars In| R-Square| R-Square C(p) | FValue| Pr>F
1/x5 presion 1 0.4121 0.4121| 25.2753 491| 0.0623
2| x3 humedad 2 0.4714 0.8835,  3.0000 24.28| 0.0026
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Relacion positiva entre el total de hongos aislados del segundo, tercero y cuarto
muestreo, y la presion barométrica (x5) (P< 0.1).

Analysis of Variance
Sumof| Mean
Source DF | Squares| Square|F Value|Pr>F
Model 1| 96.24402 | 96.24402 4.39| 0.0581
Error 12| 263.25598 | 21.93800
Corrected Total | 13| 359.50000
Parameter | Standard
Variable | Estimate Error Type Il SS| F Value| Pr > F
Intercept = -718.54829 | 355.23475 89.75901 4.09| 0.0660
x5 25.02445 | 11.94747 96.24402 4.39| 0.0581




Relacion positiva entre el total de aislados de Cladosporium spp. del segundo,
tercero y cuarto muestreo, y la temperatura (x2), humedad relativa (x3) y punto
de rocio (x4) (P<0.1).

Analysis of Variance
Sumof| Mean
Source DF | Squares| Square F Value|Pr>F
Model 3| 37.73600| 12.57867 11.84| 0.0013
Error 10| 10.62115| 1.06211
Corrected Total | 13 48.35714
Parameter | Standard
Variable | Estimate Error Type Il SS| F Value| Pr>F
Intercept | -182.45713| 45.73731 16.90253 15.91| 0.0026
X2 7.21564 |  1.84428 16.25805 15.31| 0.0029
X3 1.98094|  0.53663 14.47320 13.63| 0.0042
x4 -7.10591|  1.98301 13.63839 12.84| 0.0050




Relacion positiva entre el total de aislados de Alternaria spp. del segundo,
tercero y cuarto muestreo, y la temperatura (x2), humedad relativa (x3) y punto
de rocio (x4) (P<0.1).

Analysis of Variance
Sumof| Mean
Source DF | Squares| Square|F Value|Pr>F
Model 4| 106.73313 | 26.68328 7.14| 0.0071
Error 9| 33.62402| 3.73600
Corrected Total | 13 140.35714
Parameter | Standard
Variable | Estimate Error Type Il SS| F Value| Pr>F
Intercept | -642.49701 | 176.19001 49.68059 13.30| 0.0053
X2 10.87694 |  3.46439 36.82715 9.86| 0.0119
X3 2.94089|  1.00965 31.69708 8.48| 0.0172
x4 -10.79339 |  3.72339 31.39399 8.40| 0.0176
x5 1251059 |  5.40770 19.99574 5.35| 0.0460




Relacion positiva entre los hongos mas frecuentes (Fusarium, Curvularia,
Alternaria, Cladosporium y HCER) del segundo, tercero y cuarto muestreo, y la
cantidad de aislados de cada especie por muestreo (P< 0.05).

Type 3 Tests of Fixed Effects

altura*tiempo*sp 40 0.76| 0.6389

40 3.52| 0.0036

Num | Den

Effect DF| DF| F Value Pr>F
muestreo 2| 40 0.37| 0.6952
altura 1/ 40 0.18| 0.6704
tiempo 2| 40 0.68| 0.5147
altura*tiempo 2| 40 0.12) 0.8896
sp 4] 40 2,50 0.0575
altura*sp 4| 40 0.27| 0.8933
tiempo*sp 8| 40 0.82] 0.5893

8

8

muestreo*sp




Relacion positiva entre Fusarium (especie 1), Cladosporium (especie 14) y
Alternaria (especie 15) y la cantidad de aislados por muestreo (P < 0.05).

Tests of Effect Slices
Num | Den F
Effect sp DF| DF| Value| Pr>F
tiempo*sp 1 2| 40 0.46| 0.6336
tiempo*sp 2 2| 40 0.10| 0.9008
tiempo*sp 14 2 40| 1.32) 0.2777
tiempo*sp 15 2| 40| 0.56| 0.5747
tiempo*sp 16 2| 40 151 0.2340
muestreo*sp |1 2| 40 3.62| 0.0358
muestreo*sp |2 2| 40 0.65| 0.5265
muestreo*sp |14 2/ 40 3.51] 0.0393
muestreo*sp |15 2| 40 3.58| 0.0370
muestreo*sp | 16 2/ 40| 3.09| 0.0567
altura*sp 1 1/ 40| 0.11| 0.7417
altura*sp 2 1| 40| 0.01 0.9125
altura*sp 14 1| 40| 0.78| 0.3815
altura*sp 15 1| 40| 0.07 0.7976
altura*sp 16 1/ 40 0.31] 0.5833
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Relacion positiva entre la altura de exposicidn y el total de los aislados, y
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diferencias significativas en la cantidad de aislados de cada especie, durante el
segundo, tercero y cuarto muestreo (P < 0.05).

Type 3 Tests of Fixed Effects

Num | Den F
Effect DF| DF|Value| Pr>F
altura 11417, 455 0.0335
tiempo 21417 142 0.2428
sp 27 417/19.20) <.0001




Diferencias significativas en la cantidad de aislados de cada especie, en el
segundo, tercero y cuarto muestreo, en donde los hongos aislados con mas
frecuencia son Fusarium, Curvularia, Alternaria, Cladosporium y HCER (P <

0.05).

Standard | Letter
Obs | altura sp Estimate Error Group

1 B HCER| 420.09| 17.7060 A

2 _ Fusarium| 408.46| 17.7060| AB
3 _ Curvularia] 401.02| 17.7060 AB
4 _ Alternaria| 325.43| 17.7060|BC
5 _ Cladosporium| 321.34| 17.7060 BC
6 _ Drechslera| 258.49| 17.7060|CD
7 _ Nigrospora| 236.77| 17.7060 CDE
8 B Aspergillus| 232.87| 17.7060 CDE
9 B Penicillium| 207.24| 17.7060| DE
10 _ Trichoderma| 203.93| 17.7060 DE
11 B Pithomyces| 200.96| 17.7060| DE
12 _ Pestalotia| 200.06| 17.7060 DE
13 _ | Aspergillus niger| 197.81 17.7060 | DE
14 _ Phoma| 195.56| 17.7060 DE
15 _ Sirosporium|  195.56| 17.7060| DE
16 _ Eurotium| 186.12| 17.7060 DE
17 B Mucor| 186.12) 17.7060 DE
18 _ Acremonium| 183.87| 17.7060 DE
19 B Phomopsis|  183.87| 17.7060 DE
20 C. gloeosporioides| 183.87| 17.7060 DE
21 _ Morfotipo 1| 172.18| 17.7060| DE
22 _ Spegazzinia| 172.18| 17.7060 DE
23 Passalora| 172.18| 17.7060 DE
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Standard | Letter
Obs | altura sp Estimate Error Group
24 _ Ulocladium| 172.18| 17.7060 DE
25 _ Sphaeropsis| 172.18 17.7060 DE
26 Aspergillus terreus| 160.49 17.7060 E
27 B Rhizopus| 160.49| 17.7060 E
28 Paecilomyces| 160.49| 17.7060 E
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Relacion positiva entre la altura de exposicion y el total de los aislados, en donde
la altura de mas aislados fue a 290 cm (P < 0.05).

Standard | Letter
Obs | altura | sp | Estimate | Error | Group
29| 200 | 23112 47726 A

30/ 140 _| 216.86| 4.7726 B




Relacion positiva de la severidad de la infeccion a los cinco y a los siete dias

para los aislados Colle 2, 4y 5 (P < 0.05).

hongo*tiempo Effect Sliced by hongo for pat

Sum of
hongo | DF Squares| Mean Square | F Value | Pr > F
Collel 1| 2560.000000 2560.000000 2.86| 0.0986
Colle2 1| 6250.000000 6250.000000 6.98| 0.0117
Colle3 1| 1690.000000 1690.000000 1.89| 0.1770
Colle4 1| 7562.500000 7562.500000 8.45| 0.0059
Colle5 1| 7290.000000 7290.000000 8.15 0.0068
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