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Resumen

Las enfermedades de origen flingico son responsables de las mayores pérdidas reportadas en los cultivos de fiame colom-
bianos, entre ellas la antracnosis causada por Colletotrichum spp. se destaca por ser la mas devastadora. En los dltimos
anos, hongos con baja prevalencia pero con alto poder de diseminacién como Fusarium spp., han ampliado su presencia en
los cultivos de name favoreciendo el desarrollo de enfermedades como la pudricion del tubérculo en postcosecha. A pesar
de la importancia del cultivo de hame en las regiones de la Costa Atlantica colombiana, el Pacifico y la Amazonia, este es
considerado un cultivo huérfano en razén a que son pocos los esfuerzos que en investigacion se realizan a nivel mundial y
particularmente en Colombia. Con el propésito de aportar al diagndstico correcto y oportuno de fitopatégenos que afec-
tan el cultivo de hame, se obtuvieron aislamientos flngicos a partir de hojas con manchas necréticas. De los aislamientos
obtenidos, cinco presentaron morfologia propia del género Colletotrichum vy tres de Fusarium. La identidad de las especies
implicadas se determiné por secuenciacion de los ITS del ADNr, correspondiendo a Colletotrichum gloeosporioides y Fu-
sarium oxysporum. La evaluacion de marcadores moleculares para la deteccion de forma diferencial y simultanea de estos
patégenos, permitio seleccionar la amplificacion del factor de elongacién alpha (EF-a) como la mejor prueba de diagnosis.
Las pruebas de patogenicidad confirmaron la capacidad de los aislados de C. gloeosporioides para causar sintomatologia
de antracnosis en foliolos y de los aislados de F. oxysporum para desencadenar pudricion en tubérculo, la presencia de este
dltimo en hojas se podria asociar a su facil y rdpida dispersién conidial, a su acentuada incidencia en suelo que es su habitat
natural y a su prolongada sobrevivencia.

Palabras clave: name, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum, factor de elongacién alpha (EF-a), antracnosis,
pudricién.

Abstract

Fungal diseases are responsible for the greatest losses in the Colombian yam crop, among these the anthracnose stands
out as the most devastating. In recent years, fungi with low prevalence but high spread power such as F. oxysporum have
expanded its presence in yam crops favoring the development of rot disease. Despite the importance of yam crop on
the Colombian Caribbean Coast, the Pacific and the Amazon, this is considered an orphan crop because are few efforts
made in its investigation in the world and particularly in Colombia. In order to contribute to the correct and timely
diagnosis of fitopathogens that affect the yam crop, this study obtained fungal isolates from leaves with necrotic spots.
Of these isolates, five showed morphological characteristics of Colletotrichum and three of Fusarium genus. The species
identity was determined by ITS secuencing, corresponding to Colletotrichum gloeosporioides and Fusarium oxysporum.
The evaluation of molecular markers for differential and simultaneous detection of these pathogens allowed to choose
the elongation factor alpha (EF-a) as the best diagnostic test. Pathogenicity test confirmed the capacity of C. gloeospo-
rioides to cause anthracnose symptomatology in leaves and F. oxysporum isolates to trigger rot in tuber, whose presence

* Grupo de Investigacién en Name, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota. yapinzong@unal.edu.co,
slbustamanter@unal.edu.co, gbuitragoh@unal.edu.co

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XV No. 1 Julio 2013 52-60 52



in leaves could been associated to its easy and fast conidial spread, to its heightened incidence in soil which is its natural

habitat, and its prolonged survival.

Key words: yam, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum, elongation factor alpha (EF-a), anthracnose, rot.
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Introduccién

El hame (Familia Dioscoreaceae, género Dioscorea) es
un tubérculo originario de Asia, Africa y América, las
especies y variedades mas comerciales se introduje-
ron en América probablemente desde Africa durante
la Conquista (Rodriguez 2000). Se encuentra distribui-
do en las regiones tropicales de alta pluviosidad y el
area mundial cultivada comprende: Africa occidental,
sur de Asia, Oceania y los paises del Caribe (Ammirato
1984). Colombia es uno de los 12 paises del mundo
con mayor produccion de fname con 395.374 ton re-
portadas para 2010 y ocupa el primer lugar en cuanto
a rendimiento con 28,3 ton/ha (Reina 2012). El drea
cultivada se concentra en los departamentos de Cor-
doba, Sucre, Bolivar, Cesar y Atlantico en donde es
considerado un producto de consumo bdsico (Busta-
mante y Buitrago 2006). A pesar de su importancia
es considerado un cultivo huérfano en razén a que
es poca la investigacion dirigida a su estudio. Este
trabajo se enmarca en un programa de investigacion
participativa que vincula organizaciones de pequenos
productores de flame, con doble propésito, aportar al
conocimiento sobre el cultivo, validar y aplicar en cam-
po los resultados del programa.

En Colombia las especies de mayor importancia tanto
por el drea sembrada como por su demanda son name
criollo (Dioscorea alata) y name espino (Dioscorea ro-
tundata) (Guzman y Buitrago 2000). El programa de
fame en Colombia busca aprovechar cualidades de
este tubérculo como alimento por ser fuente de vita-
minas, especialmente A y C y carbohidratos gracias a
su alto contenido en almidén (Norman et al., 1984;
O’Hair 1990; Chacon et al., 2005; Alvis et al., 2008;
Montes et al.,, 2008), como fitoterapéutico al ser uti-
lizado como fuente de componentes activos biologi-
cos, en especial de saponinas a las que se les atribuyen
propiedades medicinales para el tratamiento de infec-
ciones micoticas, cancer, artritis, reuma, trombosis (Li
et al., 2003; Sautour et al., 2004), gastritis, inflamacio-
nes, irritaciones y espasmos (Pérez et al., 2005); adi-
cionalmente, por su hidrdlisis se obtienen sapogeninas
esteroidales, de gran interés por ser precursores en la
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sintesis de anticonceptivos orales, hormonas y corti-
coides (Purseglove 1972).

Entre los problemas fitosanitarios en los cultivos de
name se destacan su susceptibilidad a hongos vy virus,
pero las enfermedades de origen flngico son las que
mas han causado pérdidas en Colombia, siendo la an-
tracnosis ocasionada por Colletotrichum spp. la mas
devastadora (Green et al., 2000). Por otro lado, el gé-
nero Fusarium reportado como fitopatégeno de name
(Morse et al., 2000; Amusa et al., 2003; Aboagye et al.,
2005) ha ampliado su presencia favoreciendo el desa-
rrollo de la pudricion del tubérculo en postcosecha.

El hongo Colletotrichum spp. esta distribuido amplia-
mente en regiones tropicales y subtropicales. Ocasio-
na graves pérdidas econémicas en una amplia gama
de cultivos que incluyen cereales, pastos, legumbres,
vegetales y cultivos perennes, incluyendo arboles fruta-
les (Afanador et al., 2003). La especie gloeosporioides
agente causal de la antracnosis es la mas devastado-
ra en cultivos de name, con pérdidas de productivi-
dad reportadas hasta de un 80% (Green et al., 2000;
Abang et al., 2003). Este hongo desarrolla una estrate-
gia de patogenicidad hemibiétrofa, que comienza por
una biotrofia asintomatica post-penetrativa seguida
por una fase necrétrofa destructiva, finalizando con la
aparicion de sintomas de la enfermedad y producciéon
de conidios por el patégeno (Bailey et al., 1992). Ata-
ca las hojas de las variedades susceptibles de fame,
produciendo puntos marrones o negros que suelen
unirse o expandirse para formar largas manchas que
reducen notablemente el area fotosintética (Abang et
al., 2003). La transmision de la enfermedad se da por la
dispersion de las conidias del hongo a través de lluvia
y rocio adyacente a hojas y tallos, también se encuen-
tra comidnmente en restos vegetales contaminados
(Winch 1984; Abang et al., 2003).

Fusarium spp. habita suelo y plantas, en especial es-
pecies tropicales. Ademdas de ser un contaminante,
representa uno de los principales géneros flngicos pa-
tégenos de plantas. Posee la capacidad de sobrevivir
inactivo en el suelo en forma de clamidosporas duran-
te varios afos, incluso en ausencia de plantas hués-
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ped (Allen et al., 1982; Haware et al., 1996; Freeman y
Maymon 2000). Diferentes especies de Fusarium entre
ellas oxysporum, moniliforme y solani, se han encontra-
do asociadas a pudricién seca del tubérculo en etapa
de almacenamiento, los sintomas se caracterizan por
la presencia de un borde rosado o amarillento en el
tejido infectado. Las estructuras de conservacion de
F. oxysporum garantizan su sobrevida hasta encon-
trar condiciones propicias para germinar y proliferar
(Morse et al.,, 2000; Amusa et al., 2003; Aboagye et
al,, 2005).

La reduccion del in6culo de estos patégenos en el am-
biente restringe su eficacia, por tanto, su rapida de-
teccion permite tomar medidas preventivas en cuanto
al manejo del cultivo, que aunque es dificil por su
capacidad de sobrevivencia, permite disminuir su pre-
valencia y evitar su diseminacion. La identificacion de
hongos fitopatégenos por morfologia macroscépica
y microscopica toma varios dias, ademas de hacerse
dificil y en muchos casos imposible hasta el nivel de
especies. Estas limitaciones ponen en riesgo un diag-
néstico confiable y oportuno (Rodriguez-Tudela et al.,
2008) que permite la seleccion de alternativas de ma-
nejo adecuadas para el control del patégeno, a pesar
de ello es la alternativa de diagndstico inmediata para
los agricultores. En contraste la deteccion molecular
por estar basada en el estudio de caracteristicas ge-
némicas, permite la identificacion y diferenciacion
de organismos fitopatégenos de forma mas sensible,
especifica, certera y rapida (Alves et al., 2002; Abd-
Elsalam et al., 2003; Patino et al., 2004; Sreenivasa et
al.,, 2008), especialmente la secuenciacién de regiones
del ADN altamente variables como los ITS o el EF-a
(descritos a continuacion) que son comparadas contra
bases de datos internacionales (Martinez-Hormazabal
2006), no obstante esta herramienta por costos y tiem-
po de procesamiento pueden hacer lenta la obtencion
de resultados, razon por la cual es de gran importancia
encontrar otras alternativas de diagndstico mas accesi-
bles para los productores.

La amplificacion de los espaciadores internos tran-
scritos  conocidos como ITS por sus siglas en inglés
(Internal Transcribed Spacer) contenidos en el ADN
ribosomal (ADNFr), es una de las metodologias de diag-
nostico molecular mas utilizadas (White 1990; Hibbett
1992; Virtudazo et al., 2001; Nagao et al., 2005; Pérez-
Vera et al., 2005) para diferenciar entre géneros, espe-
cies y variedades de hongos relacionados, dificiles de
distinguir fenotipicamente (Moricca et al., 1998; Abd-
Elsalam et al., 2003; Baird et al., 2008), gracias a que se
han derivado cebadores especificos de sus secuencias.

Mills et al. (1992) sintetizaron primers especie-es-
pecificos a partir de ITS para identificar C. gloeospo-
rioides, los cuales han sido de uso para su deteccion
en diferentes cultivos (Brown et al., 1996; Freeman y
Maymon 2000; Afanador et al., 2003). Para el géne-
ro Fusarium se han utilizado cebadores como FUM1
(anteriormente FUM5) que permiten la amplificacion
del gen responsable de la biosintesis de fumonisinas,
metabolito secundario téxico caracteristico de algu-
nas especies, entre ellas oxysporum, proliferatum, gra-
minearum, verticillioides y anthophilum (Bluhm et al.,
2004; Baird et al, 2008; Proctor et al., 2008; Sreeni-
vasa et al, 2008) que causan diversas patologias en
animales y humanos (Agrios 2005). Asi mismo, existen
cebadores universales de utilidad filogenética debido
al alto nivel de secuencias polimdrficas que muestran
entre especies estrechamente relacionadas; un ejem-
plo es el gen del EF-a que codifica una parte esencial
de las proteinas que hacen parte de la maquinaria de
traduccion (O’Donnell et al., 1998; Geiser et al., 2004;
Tanabe et al., 2004).

El objetivo de este trabajo fue la bisqueda, estandari-
zacion e implementacion de herramientas moleculares
para la identificacién de patégenos asociados al cul-
tivo de name de forma rapida, confiable y accesible.

Materiales y métodos

Aislamientos fiingicos e identificacién morfolégica

A partir de hojas de Rame espino (D. rotundata) y crio-
llo (D.alata) con puntos o manchas necréticas se aisla-
ron patégenos asociados al cultivo. El material vegetal
fue recolectado por el grupo de investigacion y por los
productores previa capacitacion, en el municipio Los
Cérdobas vereda La Salada, departamento de Cérdo-
ba, Colombia.

Se extrajeron de las lesiones pequenos fragmentos de
tejido que fueron tratados con solucién de hipoclorito
de sodio al 5.25% por espacio de 1 minuto y lavados
tres veces con agua destilada estéril. A continuacion
se secaron con papel absorbente estéril para ser sem-
brados en placas de Petri con medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar (PDA) mas 0,05 g/ml de cloranfenicol y
se incubaron a 25°C.

Diariamente se hizo seguimiento y se repicaron los
crecimientos miceliares en nuevos medios. La iden-
tificacion de los flingicos se realizé por observacion
de las caracteristicas macroscépicas y microscopicas
a partir de microcultivos, procedimiento que se repi-
tio tres veces. Los aislados fueron conservados por el
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método de criopreservacion y cultivo periédico con
aceite mineral segun Pinzon et al. (2009).

Extraccion de ADN

Se realizé la extraccion de ADN siguiendo el protocolo
utilizado por Abang et al. (2002) con modificaciones
realizadas por Pinzén et al. (2011) que consistieron en
lisar el tejido fdngico con perlas de cristal de 0.5 mm
(Scientific Industries, Inc.) en el equipo perturbador
celular AC (Mundequipo). La cuantificacion del ADN
extraido se realizé con el fluorometro Qubit (Invitro-
gen) y las concentraciones se ajustaron por dilucién
con agua ultra pura a 10 ng/uL.

Secuenciacion de regiones ITS

La identificacion molecular a nivel de especie de hon-
gos fitopatdogenos asociados a plantaciones de fhame,
se llevo a cabo por secuenciaciéon de los ITS. Para la
amplificacion de la regiéon completa de los espacia-
dores se usaron cebadores universales denominados
ITST e ITS4 (tabla 1) bajo las siguientes condiciones:
buffer NH4 1X, MgClI2 1.5 mM, dNTP 0.2 mM, ceba-
dores 0.3 uM, 1 unidad de Taq Polimerasa (Bioline)
y 40 ng de ADN muestra en un volumen final de 20
ul; el programa de termociclaje (termociclador MWG
Primus 96) correspondié a un ciclo inicial de 2 minutos
a 95°C, 34 ciclos de amplificacién (desnaturalizaciéon
por 1T minuto a 95°C, anillamiento por 30 segundos
a 50°C y extension por 2 minutos a 72°C) y un ciclo

de extension por 10 minutos a 72°C. Los amplimeros
obtenidos se purificaron con la soluciéon Sure Clean
Plus de Bioline y se enviaron a Macrogen, Korea, para
su secuenciacion en ABI 3700, secuenciador automa-
tico. Las secuencias fueron editadas con el programa
BioEdit y comparadas para identificaciéon por similari-
dad contra bases de datos internacionales con la he-
rramienta BLAST.

Amplificacion con cebadores especificos

Se seleccionaron cebadores reportados en la literatura
para la deteccion especifica de las especies fungicas
identificadas por secuenciacion y se realizaron ensa-
yos por triplicado (tabla 1).

Para la amplificacién del EF-a. y las regiones ITS espe-
cificas para C. gloeosporioides se evaluaron los ceba-
dores EF-1, EF-2 y CGlnt, ITS4; respectivamente. Las
condiciones usadas fueron las mismas que para la am-
plificaciéon de ITS universales, con la siguiente dnica
modificacién en el programa de amplificacion para el
EF-a: 40 ciclos con desnaturalizacién de 30 segundos
a 95°C, anillamiento a 55°C por 30 segundos y exten-
sién durante 1 minuto a 72°C. En el caso de ITS espe-
cificas para F. oxysporum y gen de la fumonisina, se
empleo buffer NHs Tag 1X, MgCl2 1.75 mM, dNTP 0.2
mM, cebadores en concentracion 0.3 uM, 2 unidades
de Taq Polimerasa (Bioline) y 10 ng de ADN muestra,
en un volumen final de 20 pl. El programa inicié con
una temperatura de 94°C por 4 minutos, seguido de
35 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a 95°C

Tabla 1: Cebadores evaluados para deteccién de fitopatégenos flingicos asociados al cultivo de fiame

Cebador

Secuencia

Bibliografia

ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3”

ITS Universales

ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3~

White, 1990

ITS para C. CGInt | 5-GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3”
. . Mills et al., 1992
gloeosporioides ITS4 5" TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"
Fuf 5".CAACTCCCAAACCCCTGTGA-3"
Fu-r 5".GCGACGATTACCAGTAACGA-3"
ITS para Bluhm et al., (2004)
Fusarium sp. TS 5" AACTCCCAAACCCCTGTGAACATA-3'

ITSr 5-TTTAACGGCGTGGCCGC-3!

Gen de Ia FUMI1S | 5-CCATCACAGTGGGACACAGT-3'
.. Bluhm et al., (2004)
fumonisina FUM1-r 5'-CGTATCGTCAGCATGATGTAGC-3’
EF-1 5"-ATGGGTAAGGAAGACAAGAC-3~
EF-o O’Donnell et al., 1998
EF-2 5"-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3”~
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por 1T minuto, anillamiento a 58°C por 1 minuto y ex-
tension a 72°C por 1 minuto) y un ciclo de extensiéon
a 72°C por 10 minutos. Finalmente los productos de
PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1%, tefiidos con SYBR® safe (Invitrogen).

Pruebas de patogenicidad

Para evaluar si los aislados flingicos obtenidos de fo-
liolos de name son causantes de la sintomatologia
observada, se probaron los postulados de Koch. Se uti-
lizaron hojas y tubérculos sanos de name (Variedades
espino y criollo) y los aislados fingicos identificados
previamente.

Luego de lavar el material vegetal con agua corriente,
tratarlo con hipoclorito de sodio al 1% por 2 minutos
y agua destilada estéril; se infecté su superficie con dis-
cos de agar de 0,5 cm?® de cada uno de los aislamientos
fungicos. Seguidamente, los ensayos se almacenaron
en bolsas de plastico resellables que contenian toallas
de papel himedas (agua destilada estéril) y se incuba-
ron a 24°C. En el ensayo se evaluaron diferentes con-
diciones con tres repeticiones: el aislado evaluado a)
inicia su colonizacion en hoja o tubérculo por si solo,
b) requiere lesiones en el tejido para poder iniciar la
colonizacion, c) se asocia con otros patégenos para
iniciar su colonizacién, puesto que no poseen la ma-
quinaria de penetracion necesaria. El progreso de la
infeccion se siguio diariamente.

Resultados y discusién

El estudio de las caracteristicas macroscopicas vy el re-
conocimiento de estructuras microscopicas con base
en las descripciones de Barnett y Hunter (1998) y la
base de datos Mycobank, permitieron identificar dos
géneros flingicos asociados a enfermedades de Rame,
cinco aislados con rasgos propios de Colletotrichum
sp. y tres de Fusarium sp. Este método de diagndstico
demandé entre 10 a 12 dias adicionales al proceso de
aislamiento de hongos, necesario para la implementa-
cion de todas las metodologias evaluadas y no permi-
ti6 identificar a nivel de especies.

La secuenciacion de ITS obtenidas con cebadores uni-
versales y su posterior comparacién con secuencias
previamente reportadas e identificadas, permitié iden-
tificar las especies F. oxysporum y C. gloeosporioides
presentes en hojas de fame. El proceso tomo un tiem-
po aproximado de 20 dias de los cuales 18 obedecen
al tiempo en espera de los resultados de secuencia-
cion, sin embargo, fue menos laborioso y permitié una
identificacion confiable.

La bidsqueda de marcadores moleculares arrojé los si-
guientes resultados: La amplificaciéon con iniciadores
universales para ITS y la posterior visualizacion de los
productos de PCR mediante electroforesis en gel de
agarosa, mostré pequefas variaciones en el tamaho
de los fragmentos dependiendo del género fungico
evaluado, 550 pb para F. oxysporum y 570 pb para
C. gloeosporioides (figura 1TA). Con primers ITS espe-
cificos para C. gloeosporioides, no se observé ampli-
ficacion para los aislados de F. oxysporum, para C.
gloeosporioides se obtuvo un fragmento de 450 pb
(figura 1B). La amplificacion con primers especificos
para Fusarium sp.y cebadores del gen de biosintesis
de fumonisina dio como resultado fragmentos del mis-
mo tamano para las especies evaluadas, 390 pb y 183
pb respectivamente (figura 1C, D y E); segun estudios
realizados por Sreenivasa et al. (2008) y Abd-Elsalam
et al. (2003) estos primers muestran buenos resulta-
dos en la deteccion especifica de especies de Fusa-
rium, sin embargo, para el diagndstico diferencial de
hongos relacionadas con cultivos de name se observa
una alta inespecificidad. Los cebadores que amplifican
regiones caracteristicas del EF-o. permitieron visualizar
bandas de 700 pb para F. oxysporum en concordancia
con los experimentos de Kim et al., (2005) y de 520
pb para C. gloeoesporioides (figura 1F), resultados que
perfilan a este marcador como una excelente metodo-
logia de diagnéstico diferencial entre F. oxysporumy C.
gloeosporioides, en una misma reaccion y en un tiem-
po aproximado de dos dias, significativamente mas ra-
pido que las otras metodologias evaluadas.

Las pruebas de patogenicidad para las dos especies
evaluadas permitieron confirmar que el hongo C.
gloeosporioides fue el causante de la sintomatologia
observada en hojas de name, el mismo hallazgo fue
realizado por Akem (1999). Cinco dias postinfeccion
se observo el signo mas caracteristico del patégeno, la
formacién de acérvulos y completado el dia decimo se
inicié la formacion de una mancha necrética en la su-
perficie foliar (figura 2A). Por otro lado, el microorga-
nismo tuvo la capacidad de penetrar el tejido vegetal y
desarrollar la enfermedad por si solo, sin necesidad de
condiciones facilitadoras de la interaccion como dafo
mecanico o asociacion con otro patégeno. Al respec-
to son conocidos los mecanismos especializados em-
pleados por C. gloeosporioides para establecerse en
el tejido, entre ellos formacion de tubos germinales,
apresorio, hifas intracelulares e hifas secundaria necro-
troficas (Perfect et al.,, 1999; Cano 2004). Los ensayos
en tubérculo fueron negativos, no se observaron sig-
nos del hongo ni sintomas en el material (figura 3A),
probablemente las condiciones no son las favorables
para su establecimiento y desarrollo.
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Figura 1: A. Amplificacién con ITS universales; B. ITS especificos para C. gloeosporioides; C, D y E. Cebadores especificos para F.

oxysporum; F. Cebadores para EF-a.

Marcadores de peso: HyperLadder Il y IV (Bioline). Muestras: F1, 2y 3: F. oxysporum; C1, 2, 3, 4y 5: C. gloeoesporioides y CN: Control

Negativo

Fusarium sp. tiene antecedentes de causar dafos en
tubérculos de Rame en postcosecha (Morse et al.,
2000; Amusa et al., 2003; Aboagye et al., 2005), pero
no directamente en las hojas. En este estudio se detec-
t6 la presencia de F. oxysporum en afecciones foliares
de name, datos coincidentes con los estudios realiza-
dos por Akem (1999). Las pruebas de patogenicidad
mostraron que aunque el hongo desarrolla micelio,
no causa ningun tipo de sintomatologia en hojas, adn
si se evade su paso por barreras fisicas facilitando su
entrada por dafio mecanico o asociacion con hongos
capaces de penetrarlas (figuras 2B y C). La presencia
de este patogeno en cultivos de fhame ha venido en
aumento, probablemente por el ambiente que es fa-
vorable para su crecimiento, el hecho del suelo ser su
reservorio natural, su capacidad de sobrevida en laten-
ciay su facil y rapida dispersion conidial (Agrios 2005);
razones que pueden explicar su deteccion en hojas
como habitante y no como patégeno de las mismas.

Los ensayos de patogenicidad en tubérculo confirma-
ron que F. oxysporum causa pudricion, aumentando
la severidad de la afecciéon con dafo mecanico pre-
existente (figura 3B). Segin Aboagye et al. (2005) a
los 15 dias de infectado el tubérculo de fame con F.
oxysporum, la severidad de la pudricién alcanza cerca
de 150 cm? de area superficial afectada; datos simila-

res a los observados en este estudio. La capacidad del
hongo para penetrar e infectar con tal rapidez el tubér-
culo, se puede deducir segtin Morse et al. (2000) por
la ausencia en estos de una cuticula protectora y por
su delgado tejido peridérmico y meristematico. Esta
condicion hace necesaria la toma de medidas preven-
tivas que minimicen afecciones en tubérculo causadas
por dafilo mecanico o presencia de insectos durante su
cosecha, transporte o almacenamiento (Morse et al.,
2000; Amusa et al., 2003).

Conclusiones

Este estudio evidencia que la amplificacion de regiones
intrénicas del EF-a es una herramienta de diagnéstico
diferencial que permite identificar simultaneamente C.
gloeosporioides y F. oxysporum, principales agentes
fingicos que afectan los cultivos de hame en Colom-
bia. Dado el caracter de investigacion participativa de
este trabajo, surge una opcién de diagnéstico disponi-
ble para productores y comunidad cientifica que apor-
ta a la deteccion temprana, y por ende a la prevencion
de enfermedades fingicas que constituyen un factor
limitante de la produccién de name en el pais.

La presencia de F. oxysporum en hojas de hame no
genera ninguna patologia, su hallazgo se puede aso-
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Figura 2: Pruebas de patogenicidad en hojas de fiame criollo: A. inoculacion con C1, aislamieto de C. gloeosporioides; B. inoculacion

con F1, aislamiento de F. oxysporum; C. B con dafio mecdnico.

Figura 3: Pruebas de patogenicidad en tuberculos de fiame espino. A. inoculacion con C1, aislamieto de C. gloeosporioides y B.

inoculacion con F1, aislamiento de F. oxysporum.

ciar a su facil y rapida dispersion conidial, a su acen-
tuada incidencia en suelo que es su habitat natural y
en donde es capaz de sobrevivir prolongadamente
hasta encontrar ambientes favorables para su propa-
gacion.

Las pruebas de patogenicidad confirmaron como agen-
te causal de antracnosis foliar en name a C. gloeospo-
rioides y de la pudricién del tubérculo al patégeno F.
oxysporum. Establecer si en un tubérculo asintomatico
hay presencia del patégeno permite tomar medidas
preventivas y de control.
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