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Resumen y Abstract Vi

Resumen

El primer paso para el desarrollo de programas de control biolégico de arvenses consiste
en determinar las plantas y enemigos naturales con mas afinidad y potencial para alcanzar
un biocontrol efectivo. Se evalu6 el potencial patogénico de hongos sobre cuatro arvenses
de importancia econdémica en cultivos del Altiplano del Oriente de Antioquia, Colombia.
Para la eleccion de las plantas se realiz6 un muestreo en campo sobre 35 predios
agricolas, distribuidos en 10 cultivos, determinando el estado ecoldgico, fitosanitario y
percepcion de dafo de estas; lo cual se integré para asignar una puntuacion numérica y
clasificarlas segun su aptitud para estudios de control biolégico. Las plantas elegidas
fueron: Rumex crispus, Digitaria horizontalis, Persicaria nepalensis y Thunbergia alata. Los
hongos se aislaron en medio PDA a partir de tejidos foliares sintomaticos obtenidos de
campo y se sometieron a pruebas de patogenicidad en hoja desprendida sobre sus
respectivas hospederas, mediante dos métodos de inoculacion (discos y suspension), y
sus respectivos controles, determinando el periodo de incubacion, la incidencia y el
ABCPE. EIl aislamiento mas virulento de cada arvense, se evalud sobre plantulas,
mediante una aspersion de in6culo a 1 x 10° esporas-micelio/mL en camara bioclimatica.
Los hongos patogénicos se identificaron mediante descripciones morfolégicas y estudios
filogenéticos, a partir de la amplificacién del DNA y secuenciaciéon de las regiones ITS, b-
Tub2 y TEF1-U.Se confirmé la patogenicidad de Colletotrichum cigarro, Epicoccum
draconis y Didymella rumicicola sobre R. crispus; Bipolaris sp., sobre D. horizontalis;
Bipolaris zeicola, Phialemoniopsis curvata y Stemphylium beticola sobre P. nepalensis;
Alternaria thunbergiae y Nigrospora sphaerica sobre T. alata. Estos son los primeros
reportes mundiales de tales interacciones, a excepcion de A. thunbergiae y Bipolaris sp.
De acuerdo con el ABCPE, las interacciones mas virulentas correspondieron con: (R.
crispus x D. rumicicola), (D. horizontalis x Bipolaris sp.), (P. nepalensis x S. beticola) y (T.

alata x A. thunbergiae). Estas cepas se proponen como potenciales agentes de biocontrol.

Palabras clave: control bioldgico de arvenses, micoherbicidas, proteccion de plantas,

manejo de arvenses.



Abstract

Phytopathological potential of fungi associated with weeds in
crops in the East of Antioquia, Colombia.

The first step in developing weed biological control programs is to determine the plants and
natural enemies with the highest affinity and potential to achieve effective biocontrol. The
objective of this research was to evaluate the pathogenic potential of fungi on four weeds
of economic importance associated with crops from the East of Antioquia, Colombia. For
the choice of plants, a field sampling was carried out on 35 farms, distributed in 10 crops,
determining the ecological, phytosanitary status and perception of damage; which was
integrated to score and classify them according to their aptitude for biological control
studies. The plants chosen were: Rumex crispus, Digitaria horizontalis, Persicaria
nepalensis and Thunbergia alata. The fungi were isolated in PDA medium from
symptomatic foliar tissues obtained from the field and subjected to detached leaf
pathogenicity tests on their respective hosts, using two inoculation methods (discs and
suspension), and their respective controls, determining the incubation period, incidence,
and AUDPC. The most virulent isolation of each weed was evaluated on young plants, by
spraying the inoculum at 1 x 108 spores-mycelium/mL in a bioclimatic cabin. The fungi that
showed pathogenicity were identified by morphological descriptions and phylogenetic
studies, based on DNA amplification and sequencing of the ITS, b-Tub2 and TEF1-U
region. The following pathogenicities were confirmed: Colletotrichum cigarro, Epicoccum
draconis and Didymella rumicicola on R. crispus; Bipolaris sp., on D. horizontalis; Bipolaris
zeicola, Phialemoniopsis curvata and Stemphylium beticola on P. nepalensis; Alternaria
thunbergiae and Nigrospora sphaerica on T. alata. As far as we know, these are the first
worldwide reports of such interactions, except for A. thunbergiae and Bipolaris sp.
According to AUDPC, the most virulent interactions corresponded with: (R. crispus x D.
rumicicola), (D. horizontalis x Bipolaris sp.), (P. nepalensis x S. beticola) and (T. alata x A.

thunbergiae). These strains are proposed as potential biocontrol agents.

Keywords: biological control of weeds, mycoherbicide, plant protection, weed

management.
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Int roducci - n

En la actualidad, se estima que las plagas agricolas causan pérdidas anuales por un total
de US $248 mil millones en la agricultura mundial (Fried et al., 2017). Al respecto, se
considera que la interferencia por arvenses representa el mayor valor de estas pérdidas,
incluso por encima del dafio causado por artrépodos y patdgenos (Zohaib et al., 2016). En
general, se estima que las pérdidas en los principales cultivos del mundo a causa de
plantas indeseables, representa alrededor del 30%; desde luego, este porcentaje varia de
acuerdo con cada pais y cultivo afectado (Jabran et al., 2015).

Varios autores consideran que la mayoria de arvenses son mas competitivas, adaptativas,
persistentes y presentan una mayor resistencia genética que los cultivos mismos (Kaur et
al.,, 2018; Lu et al., 2016; Rao et al., 2018). Estas caracteristicas estan dadas por los
mecanismos evolutivos que han sufrido a través de la seleccién natural y la presion
agroecoldgica, lo cual ha permitido el desarrollo de diversas adaptaciones como: latencia
prolongada, rapido crecimiento, altas tasas de reproduccion, facilidad de dispersién de
semillas, plasticidad y, mas recientemente, el desarrollo de resistencia a herbicidas (Guo
et al., 2018).

En los programas de manejo de poblaciones arvenses, el empleo de herbicidas es el
principal método usado, debido a su efectividad, bajo costo y facilidad de empleo en
cultivos extensos (Mortensen et al., 2000; Papa et al., 2010). Sin embargo, la intensidad y
dependencia de su uso ha generado graves alteraciones ecoldgicas, como cambios en la
flora, la microbiota, alteracién de la biodiversidad, contaminacion de cuerpos de agua,
trastornos en la salud humana y especialmente, el incremento de casos de plantas con
resistencia a moléculas herbicidas (Abbas et al., 2018). Al respecto se sabe que existen
actualmente alrededor de 496 casos de especies arvenses resistentes a los herbicidas, las
cuales afectan 92 cultivos en 70 paises. Ademas, se registra resistencia para 23 de los 26

sitios de accion celular o bioquimicos conocidos de las moléculas herbicidas (Heap, 2019).



2 Introduccién

A raiz de esta problemética, han cobrado importancia los estudios de control biolégico de
arvenses (CBA), debido a la efectividad que pueden llegar a alcanzar a un bajo costo
economico, asi como por ser una alternativa con la cual se reduce la posibilidad de
afectaciones negativas al ambiente, la salud humana o la apariciéon de resistencia, cuando

se toman todas las precauciones necesarias (Salas & Salazar, 2003).

El control bioldgico de arvenses consiste en utilizar un organismo para regular el efecto
dafiino de la poblacibn de una planta indeseable sobre un cultivo, sin dafar otras
poblaciones no objetivo y sin degradar el medio ambiente (Hershenhorn et al., 2016). Los
organismos que se han usado para tal fin han sido principalmente insectos vy
microorganismos como hongos y bacterias; sin embargo, también se incluyen animales
como peces, aves y animales de pastoreo (VanDriesche et al., 2007). Entre los organismos
con potencial de uso, los hongos han sido usualmente preferidos en los programas de

CBA, dada su capacidad de multiplicacion y estrecha especificidad (Charudattan, 2005).

En el CBA, segun el objetivo deseado y la caracteristica de la planta, se distinguen dos
enfoques principales: el clasico y el inundativo. En el primero, los enemigos naturales de
una arvense particular se recolectan del lugar de origen de esta y se introducen o liberan
en el nuevo lugar de infestacion, en donde se encuentra la planta como invasora (Shaw et
al., 2016). Una de las mayores dificultades de este enfoque tiene que ver con que los
resultados pueden tardar varios afios en percibirse y en los riesgos que conlleva la
liberacién de organismos vivos en lugares donde antes no estaban (Charudattan, 2005). A
pesar de lo complejo que puede llegar a resultar, se han logrado resultados satisfactorios
en aproximadamente el 25-30% de los casos, con control permanente de la especie,
incluso en grandes areas (Hershenhorn et al., 2016). Los hongos de mayor interés para el
CBA clasico son las royas Yy los tizones, debido a su alta especificidad y potencial de

virulencia (VanDriesche et al., 2007).

El control biolégico inundativo, consiste en el incremento de los enemigos naturales de la
planta, que coexisten de manera espontédnea en el hbitat, pero que por alguna razén no
han logrado ejercer un control efectivo sobre esta. Los patdégenos de plantas se ajustan
especialmente a este enfoque, ya que pueden producirse en laboratorio y luego liberarse

al entorno de forma similar a las aplicaciones de control quimico, razén por la cual es



conocido también como el enfoque micoherbicida (Abbas et al., 2018). Generalmente se
seleccionan patégenos nativos, por lo que la importancia de la especificidad es menor
respecto al enfoque clasico (Charudattan, 1991).

Un micoherbicida es entonces, una formulacion de esporas y/o micelio de un hongo que
infecta una planta en especial y que reduce su poblacion sin afectar negativamente el
medio ambiente (Zimdahl, 2018). En principio, se parte de la comprobacion de que el
patébgeno nativo puede ser altamente devastador para su hospedero, si se aplican
cantidades suficientemente grandes de indculo en el momento en que la planta es mas
susceptible y las condiciones ambientales son favorables (Vieira et al., 2018). Cardenas
(1992) sefiala que bajo este enfoque se han logrado obtener resultados de control entre

60-100% de supresion en condiciones de campo.

Algunos ejemplos de productos micoherbicidas que se han comercializado principalmente
a escala agricola en Estados Unidos, Canada y Australia, son: DeVine (Phythopthora
palmivora (EJ Butler), Mem.), Collego (Colletotrichum gloeosporioides f.sp. aeschynomene
JT Daniel, GE Tempelton, RJ Sm. & WT Fox), DR Biosedge (Puccinia canaliculata Arthur),
Biomal (Colletotrichum gloeosporioides f.sp. malvae), Chontrol (Chondrostereum
purpureum (Pers.) Pouzar), Woad Guerrero (Puccinia thlaspeos Ficinus & Schubert),
Smolder (Alternaria destruens E.G. Simmons), Sarritor TM (Sclerotinia minor Jagger), lo
gue muestra el potencial tecnolégico y econdmico del desarrollo de productos para el
control biolégico de poblaciones de plantas arvenses (Cordeau et al., 2016). El uso de
estos micoherbicidas ha sido posible tanto para dirigirse a una Unica planta indeseable o
bien, a varias, de manera que los efectos potenciales sobre los hospedadores no objetivo;
por ejemplo los cultivos, se han entendido y manejado a través de la biologia del
bioherbicida y las restricciones asociadas con su aplicacion (Bailey, 2014). En este sentido,
la especificidad del huésped no es un requisito obligatorio para la sintesis de un
micoherbicida; tal especificidad solo es imprescindible en los casos en donde hay una alta
infestacion de una Unica especie que obstaculiza alguna otra actividad (Hershenhorn et al.,
2016).

Los géneros fungicos mas reportados como agentes de control biolégico sobre diversas
especies de arvenses, al inhibir su germinacion o crecimiento, son: Alternaria,

Colletotrichum, Curvularia, Epicoccum, Exserohilum, Fusarium, Gloeocercospora,
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Microsphaeropsis, Phoma, Plectosporium, Puccinia, Pyricularia, Pythium, Sclerotinia,
Uromyces y Verticillium (Radhakrishnan et al., 2018). Las caracteristicas mas importantes
de estos agentes de biocontrol incluyen una alta virulencia contra las plantas objetivo, el
establecimiento de altas poblaciones en las plantas hospedadoras, facilidad de producir y
almacenar una formulacién adecuada y seguridad en especies no objetivo (Auld et al.,
2003).

El éxito de los microorganismos fitopatégenos se basa en la presencia de una cantidad
adecuada de inéculo en una poblacibn huésped susceptible, con las condiciones
ambientales apropiadas requeridas para la infeccion y el desarrollo de la enfermedad
(Ghorbani et al., 2005). En este sentido, para el CBA se requiere aprovechar y adoptar los
principios, conocimientos y técnicas fundamentales del manejo de enfermedades en la
agricultura; e implementarlos de forma inversa sobre las plantas indeseables, buscando el
favorecimiento de su supresién (Charudattan & Dinoor, 2000).

Evidentemente, el proceso comienza con la busqueda de agentes de biocontrol activos en
el area natural de ocurrencia de aquella planta o grupo de plantas indeseables, que
requieran este tipo de consideraciones investigativas. Segun Castafio (2005), entre las
razones para elegir una arvense para ser controlada bioldgicamente estan: la decision
voluntaria de establecer un cultivo sin el uso de herbicidas de sintesis quimica, la dificultad
de control por medio de métodos convencionales, la dificultad de manejo debido a los
casos de biotipos con resistencia a herbicida y la condicion de prohibicion, o uso

antiecondmico de herbicidas de sintesis quimica.

De acuerdo con lo expuesto, la presente investigacion pretende contribuir con: 1) la
deteccion de plantas arvenses con atributos para ser sometidas a estudios de control
biolégico mediante hongos fitopatdgenos, 2) el hallazgo de cepas flungicas con capacidad
patogénica sobre cuatro de estas, asi como de sus niveles de incidencia y severidad y 3)
la identificacidn precisa de tales fitopatégenos, como factor indispensable para la
reproducibilidad y validacion de sus usos e investigaciones futuras. El estudio se presenta
para el caso especifico de especies de plantas arvenses asociadas a cultivos de clima frio

moderado, ubicados en el Altiplano del Oriente de Antioquia, Colombia.



Obj eti vos

Objetivo general

Evaluar el potencial fitopatogénico de hongos asociados a arvenses de importancia
econdmica en cultivos del Altiplano del Oriente de Antioquia, Colombia.

Objetivos especificos

i. Determinar el estado ecoldgico, fitosanitario y agronémico de la flora arvense
asociada a los cultivos del Altiplano del Oriente de Antioquia.

ii. Evaluar el potencial patogénico de aislamientos fingicos sobre cuatro arvenses
de importancia ecologica en cultivos del Altiplano Oriente de Antioquia,
Colombia.

iii. Identificar los hongos fitopatbgenos de cuatro arvenses de importancia
ecoldgica en cultivos del Altiplano Oriente de Antioquia, Colombia, mediante

técnicas moleculares y descripciones morfolégicas.
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Resumen

El manejo de arvenses en la agricultura moderna debe propender por reducir la
dependencia del uso de herbicidas de sintesis quimica. El objetivo de este trabajo fue
determinar el estado ecoldgico, fitosanitario y agronémico de la flora arvense asociada a
los cultivos del Altiplano del Oriente de Antioquia. La investigacion se realiz6 a través de
un muestreo de arvenses en 35 predios agricolas, distribuidos en 11 municipios y 10
cultivos, sobre las cuales se evaluaron variables ecol6gicas poblacionales de frecuencia,
y dominancia; variables fitosanitarias como incidencia y severidad de sintomas flngicos
foliares; asi como algunos aspectos bioldgicos y antrépicos. Se propuso la integracion de
estas variables como indicador para clasificar las plantas y seleccionar especies
candidatas para estudios de control biolégico de arvenses mediante hongos fitopatégenos.
Se encontrd una diversidad de 75 especies arvenses, evidenciandose que aquellas con la
mayor predominancia ecolégica coinciden en gran medida con las que presentan los
niveles mas altos de incidencia y severidad de sintomas flngicos foliares; los cuales se
presentan en el 76% de la poblacion. Las especies elegidas fueron: Rumex crispus,
Digitaria horizontalis, Persicaria nepalensis y Thunbergia alata; sin embargo, de acuerdo
con el indicador propuesto, se reportan al menos ocho plantas méas de interés para posibles
estudios de biocontrol de arvenses en Colombia, en cuyo caso el criterio de percepcion y

manejo antrépico fue altamente decisivo.

Palabras clave: arvenses, fitosociologia, biocontrol, manejo, fitotecnia.



1.1 Introduccién

Las arvenses son consideradas indeseables en la produccion agricola, debido
principalmente a la interferencia que generan con las plantas cultivadas, ya sea por
competencia directa de recursos 0 por otros aspectos como hospedar plagas y
enfermedades, entorpecer las labores de cosecha, aumentar el uso de mano de obra y los
costos de produccion, entre otros (Rao et al., 2018). A nivel mundial se estima que
aproximadamente el 30% de las pérdidas de los principales cultivos son ocasionadas por
la presencia y/o mal manejo de arvenses (Jabran et al., 2015; Oerke & Dehne, 2004).
Adicionalmente, algunas especies de plantas invasoras presentan la habilidad de
desplazar plantas nativas, modificando la biodiversidad del entorno y ocasionado
alteraciones ecoldgicas de diversa magnitud (Alonso & Castro, 2015).

El uso de herbicidas es el principal método empleado para el control de arvenses, debido
a su efectividad, bajo costo y facilidad de empleo en &reas extensas; sin embargo, la
intensidad y dependencia de esta herramienta ha generado graves alteraciones
ecoldgicas, como cambios en la flora y pérdida de la biodiversidad, contaminacién de
cuerpos de agua, trastornos en la salud humana y, la generacion e incremento de biotipos
con resistencia a herbicidas, lo cual, representa un reto actual para la proteccién de los
cultivos, el desarrollo de la agricultura sostenible y la seguridad alimentaria (Abbas et al.,
2018).

El desarrollo de estrategias alternas a las convencionales para el manejo de arvenses;
como por ejemplo el control biolégico, han adolecido de muy poca investigacién cientifica
y escasa inversion tecnolégica, comparada con la alta inyeccion de recursos tanto
economicos, como humano cientifico, asignados para el desarrollo de moléculas
herbicidas. Sin embargo, en los Ultimos afios ha cobrado especial interés el area de
investigacion sobre control biolégico de arvenses considerando el uso de hongos
fitopatdgenos como agentes biolégicos potenciales y Utiles para el control de estas

poblaciones.

La implementacion de un control biolégico de arvenses efectivo requiere en primer lugar,
elegir las especies arvenses adecuadas para la evaluacion usando criterios basicos de
seleccién como: la dificultad de su control por medio de métodos convencionales, el
desarrollo de resistencia a herbicidas y la prohibicion del uso y/o costos de estos (Castafio,

2005) y, en segundo lugar, implementar estudios fitopatoldgicos que permitan la
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identificacion de aquellos agentes fungicos capaces de afectar y/o regular el crecimiento
de estas poblaciones de plantas (Bailey, 2014). La investigacion sobre control biolégico de
poblaciones de plantas arvenses ha producido numerosos ejemplos exitosos a nivel
mundial, lo que sugiere que es una estrategia viable para su implementacion en la
agricultura sostenible (Evans et al., 2001; McFadyen, 2003; Nichols et al., 2015;
Schwarzlander et al., 2018).

Un programa de control biolégico requiere el conocimiento de la composicion de especies
presentes en los cultivos en el entorno local, la problemética asociada con cada una de
estas y las caracteristicas biologicas, ecolédgicas y antrdpicas que les permiten representar
un determinado rol en el agroecosistema (Tucuch et al., 2013). Asi entonces, dependiendo
de estos aspectos y de condiciones ambientales particulares en espacio y tiempo, es
posible encontrar especies calificadas como de baja o alta interferencia con los cultivos,
invasoras, de cobertura noble, entre otras (Salazar et al., 2012; Salazar & Hincapié, 2005).
Ademas, las arvenses presentan diversas interacciones fitosanitarias entre la poblacion,
como por ejemplo ser hospederas de fitopatdgenos, artrépodos y otros organismos, lo que
se debe considerar también como un parametro muy importante para su estudio y control
(Booth et al., 2003; Castillo et al., 2015).

En cultivos de clima frio moderado en Colombia, se tiene muy poco conocimiento sobre
diversos aspectos de las arvenses asociadas, lo que dificulta su correcto manejo. Por lo
tanto, el conocimiento de los factores mencionados anteriormente es fundamental para
desarrollar, optimizar y dirigir el disefio de estrategias de manejo integrado de arvenses,
en el cual el control biolégico podria ser una herramienta muy importante. El objetivo de
esta investigacion fue determinar el estado ecoldgico, fitosanitario y agronémico de la flora
arvense asociada a los cultivos presentes en el Altiplano del Oriente de Antioquia,

Colombia.

1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Area de estudio

El estudio se realiz6 en diferentes cultivos de clima frio moderado, distribuidos en 11
municipios del Altiplano del Oriente Antioquefio, Colombia: Cocorna, El Carmen de Viboral,

El Pefiol, El Retiro, Guarne, La Ceja, La Unién, Marinilla, Rionegro, Santuario y San Vicente
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Ferrer. Estos municipios se ubican en la cordillera central de los Andes, con altitudes que

van desde los 1.900 a 2.600 msnm, con temperaturas que oscilan entre 12 y 20 °C y una

precipitacién promedio anual de 2490 mm (DAP, 2017). Segun la clasificacion Holdridge

(1982) la subregion presenta cuatro zonas de vida, dentro del paisaje de montafia: el

bosque humedo premontano (bh-PM), bosque muy humedo premontano (bmh-PM),

bosque humedo montano bajo (bh-MB) y el bosque muy hiimedo montano bajo (bmh-MB).

Los suelos son del orden de los Andisoles, con presencia de ceniza volcanica, acidez y

saturacion de aluminio; asi como relieves compuestos por colinas altas y bajas, terrazas y

llanuras aluviales (IGAC, 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacion geografica y distribucion de las fincas muestreadas en el Altiplano del

Oriente de Antioquia, Colombia.
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Los muestreos se realizaron durante los meses de Julio y Agosto de 2018. Las condiciones
climatologicas que se presentaron en estos meses correspondieron con una precipitacion
promedio de 9.7 mm/dia, una temperatura minima promedio de 12.5 °C y una temperatura
méaxima promedio de 22.8 °C (IDEAM, 2018).

1.2.2 Seleccién de predios

En los municipios descritos se seleccion6é una muestra de 35 fincas dedicadas a la
produccién agricola, cada una de las cuales se georreferenciaron con un GPS Garmin map
62 cs (Figura 1). Los cultivos establecidos en los predios seleccionados y su proporcién,
se detallan en la Figura 2. La subregion presenta una gran diversidad de productos
horticolas, entre los que se destacan el aguacate (Persea americana Mill.) principalmente
la variedad Hass, el cual est4 en expansidn en esta zona, el cual tuvo un 37% de la
participacién, seguido por el renglon de las hortalizas con un 20% de participacion y en
menor proporcién otros cultivos como tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.), mora

(Rubus glaucus Bentham) y flores, entre otros (Figura 2).
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Figura 2. Participacion porcentual de los cultivos establecidos en los predios
seleccionados para el muestreo de arvenses, en el Altiplano del Oriente de Antioquia,

Colombia.
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1.2.3 Evaluacion de la flora arvense

1.2.3.1 Composicion floristica de arvenses

En cada una de las fincas seleccionadas se distribuyeron veinte puntos de muestreo de
manera aleatoria. La evaluacion se realizé con un marco aforador de 0.25 m2. En cada sitio
se asigno una valoracion visual del porcentaje total de cobertura de dosel presente en el
marco, ademas se identificaron las especies arvenses presentes, y se determiné para cada
una, los porcentajes de cobertura (Figura 3A).

Se elaboré un banco con los registros fotograficos de las especies encontradas y se
recolectd un biotipo de cada una de estas, de acuerdo con los protocolos habituales de
herborizacién (Figura 3B). Las muestras se secaron en un horno a 60°C durante 48 horas
y posteriormente se identificaron en el Herbario Joaquin Antonio Uribe (JAUM) del Jardin
Botanico de Medellin, Antioquia, Colombia, mediante comparacion con material
previamente identificado, uso de claves taxonémicas y corroboracién por parte de

taxénomos.

Figura 3. Muestreo de la flora arvense asociada a los cultivos del Altiplano del Oriente de

Antioquia, Colombia. A. Registro de plantas mediante marco aforador de 0.5 m x 0.5 m. B.
Herborizacion de material vegetal para identificacion. C. Estado fitosanitario de arvense.

A través de la aplicacién de una entrevista semiestructurada, se evalud la percepcién que
los agricultores tenian del dafio y problemas causados por las arvenses presentes en su
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predio y se consultd sobre las formas de manejo de arvenses actualmente implementadas.

La ficha técnica de la encuesta se encuentra en el Anexo A.

Mediante la presencia o ausencia de las especies arvenses en los aforos, se determino
para estas la frecuencia media [Ec. 1]. A partir de la evaluacion del porcentaje de cobertura
realizada en campo, se estimé el porcentaje de la dominancia media de cada especie en
cada predio [Ec. 2]. Ademas, se determinaron los valores relativos de frecuencia y

dominancia en porcentaje [Ec. 3y 4] (Stiling, 1999).

2

A Ol Q6 0O 0'Q& S 6p TTTT [Ec. 1]
A 0¢ 60t OO 6 QE— Gp TUTT [Ec. 2]
A Ol Q006 D@ BBRN0 G op Tt [Ec. 3]
A 0¢ a'Q¢ Git @HQE0N0 @ ¢p T T{EC. 4]

La representatividad de las especies en la composicion floristica de cada predio, se
determiné a través del valor del Parametro Ecoldgico (PE)), el cual fue estimado como la
sumatoria de la frecuencia relativo promedio y la dominancia relativa promedio [Ec. 5] y a

nivel de muestreo total como el valor promedio PE [Ec. 6].

A 0 0QOI Oi [Ec. 5]

[Ec. 6]

Donde,
PEi= magnitud del parametro ecoldgico en cada predio;

n= namero de predios.

Adicionalmente, se calculé el indice de Shannon, con el fin de estimar el grado de

diversidad especifica de arvenses en la zona de estudio, mediante la siguiente ecuacion:
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A e B nli g0 [Ec. 7]
donde,
S=numero de especies arvenses.

pi= proporcion de dominancia de la especie i respecto a la dominancia total de individuos.

El resultado para la diversidad de la region arrojo un H'=5,2, el cual se considera un valor
de categoria alto.

1.2.3.2 Estado fitosanitario de arvenses (EFS)

En las arvenses presentes en cada uno de los aforos se evalué la presencia o ausencia
de sintomas de enfermedades foliares posiblemente ocasionadas por hongos. En los
casos de presencia, se procedid a seleccionar aleatoriamente un individuo como
representante de cada especie arvense, y se evalué el tipo de lesion foliar presente, el
estado fenoldgico en que se encontrd la planta (vegetativo, reproductivo, senescente) y la
estimacion visual del porcentaje de area afectada respecto al area total del érgano foliar
(Figura 3C).

Para cada predio, se estimaron los valores medios de incidencia (l) [Ec. 8] y &rea foliar
afectada para cada tipo de sintomas (S) [Ec. 9] en las plantas; asi como los valores
correspondientes de incidencia relativa (Ir) [Ec. 10] y area foliar afectada relativa (Sr) [Ec.
11].

A O 3 Gp T TT [Ec. 8]
Ao < b .

ALY — S—up TUTT [Ec. 9]
A "Oi S Gp TUTT [Ec. 10]
A vi - Y Gp T T [Ec. 11]

BU

Para cada arvense se establecio el valor medio del estado fitosanitario (EFS), definido en

términos de la sumatoria de la incidencia y el area foliar afectada relativas, ponderadas por
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el valor del estado fenoldgico (ef) de la arvense que presento la sintomatologia. Para esto,
se asigno un valor arbitrario de 2.0, 1.4 0 1.0, dependiendo de si los sintomas se detectaron
en arvenses en estados vegetativo, reproductivo o senescente, respectivamente. En esta
ponderacion, se considero que los sintomas presentados en estados vegetativos confieren
informacion valiosa sobre el potencial del agente fangico para establecerse
tempranamente sobre las plantas, lo cual es probablemente mas util.

A partir de esta informacion se determiné el estado fitosanitario de las especies arvenses

presentes en cada uno de los predios (EFS)) [Ec. 12].

A 0OYQOI YiwQQ [Ec. 12]

Una vez determinado el EFY"&nivel de predio, se procedi6é a obtener los valores medios
de éste (EFS) a nivel del muestreo total, asi:

A %&3 — [Ec. 13]

Donde,
EFSi= Valor de Estado fitosanitario de arvenses en cada uno de los predios muestreados.

n= ndmero total de predios muestreados.

1.2.3.3 Importanciay estado fitosanitario de la flora arvense (IEFS)

Se estimd de manera aditiva la importancia de las arvenses en el sistema agricola, y su

estado fitosanitario, por la adiciéon de PE y EFS [Ec. 14].
"00°0™ O 0'0Y [Ec. 14]

El indicador IEFS se us6 como un primer filtro, con el cual se logré depurar aquellas plantas
gue presentaron valores inferiores al tercer cuartii y se conservaron las que se
consideraron de mayor relevancia para el objetivo; es decir, las arvenses de mayor
representatividad floristica y con mayores posibilidades de presentar alguna enfermedad
fungosa en estados juveniles. Posteriormente, este grupo de plantas preseleccionadas, se

filtraron por un tercer criterio, denominado percepcion agronémica.
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1.2.3.4 Percepcidén agronémica de arvenses (PA)

Por medio de bibliografia e informacién capturada durante las actividades de campo, a
cada una de las especies pre-seleccionadas se les evalué el grado de competencia que
pueden representar, teniendo en cuenta atributos como las formas de reproduccion (sexual
o sexual y asexual), el reporte de caracteristicas alelopaticas y/o toxicas, la rapida
formacion de dosel y sombreamiento sobre otras plantas, el reporte de resistencia a al
menos un herbicida, y el origen geografico de la especie; asignando una calificacion de 0
(no cumple) 6 10 (cumple) (Tabla 1). Estos parametros se agruparon en un sub-critero
denominado atributos biolégicos (B) y se determin6 como el promedio de las calificaciones
obtenidas. Es importante aclarar que la puntuacién asignada para el criterio de origen
geografico de la especie, se fundamentod en la tesis que sostiene que algunas especies
foraneas a una zona de vida, pueden tener mayor potencial de invasién en esta que en su
lugar de origen, debido posiblemente a la ausencia de enemigos naturales en el nuevo
ambiente (David et al., 2017; VanDriesche et al., 2007).

Tabla 1. Criterios y puntajes empleados para la determinacion del parametro de percepcién

agrondmica (PA) de las especies preseleccionadas.

. o Calificacion
Atributo bioldgico (B)
0 10
Tipo de reproduccion Sexual Sexual, asexual
Reporte de caracteristicas toxicas y/o alelopaticas No Si
Reporte de resistencia a herbicidas No Si
Canopeo (Sombreamiento) No Si
Origen Nativa Introducida
o . o Calificacion
Percepcién del manejo agronémico (MA) — :
Minima Mediana Alta
Dificultad percibida para el manejo agronémico 1 5 10

Ademas, se determind el valor promedio de la percepcion que los agricultores tienen sobre
la dificultad del manejo de las arvenses presentes en sus predios, a través de las
entrevistas realizadas en campo; el cual se representd con una calificacion de 1, 5 o 10,
correspondiendo con una percepcion de minima, mediana y alta dificultad de manejo,

respectivamente.
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El pardmetro de percepcion agronémica (PA) de cada especie preseleccionada
correspondié entonces al promedio de los valores de atributo biolégico y percepcion del
manejo agronémico [Ec. 15].

06 [Ec. 15]

Finalmente, las cuatro especies que presentaron los mayores valores de PA en este

segundo filtro, fueron las elegidas para la evaluacién de hongos fitopatégenos asociados.

1.3 Resultados y discusion

1.3.1 Composicion floristica de arvenses

Se identificé un total 75 especies asociadas a los cultivos del Altiplano del Oriente de
Antioquia, Colombia con un promedio de 18 especie por finca (Tabla 2). De acuerdo a la
clasificacion taxonOmica, el 60% de las especies identificadas pertenecen a la clase
Magnoliopsida (eudicotiledéneas) agrupadas en 20 familias, el 37% a la clase Liliopsida
(monocotiledéneas) con 4 familias y el 3% restante distribuido en las clases Equisetopsida

y Pteridopsida con una familia cada una.

Tabla 2. Inventario de flora arvense asociada a los cultivos del Altiplano del Oriente de

Antioquia, Colombia.

Familia Nombre cientifico Nombre comun
Acanthaceae Thunbergia alata Bojer ex Sims Ojo de poeta
Amaranthaceae Amaranthus dubius Mart. ex Thell. Bledo
Apiaceae Centella asiatica (L.) Urb. Gotu kola
Araliaceae Hydrocotyle umbellata L. Lochita
Acmella sp. Yuyo
Ageratum conyzoides (L.) L. Manrubio, Celestina
Ambrosia artemisiifolia L. Altamisa, Piretro
Artemisia absinthium L. Ajenjo

Asteraceae Bidens pilosa L. Cadillo, Macequia.
Emilia sonchifolia (L.) DC. ex DC. Campanita
Erechtites hieraciifolius (L.) Raf. Ex DC. Venadilla
Erigeron bonariensis L. Marihuano macho

Gallinsoga sp. Guasca
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Hypochaeris radicata L.
Sonchus oleraceus L.
Taraxacum campylodes G.E.Haglund

Falso diente de le6n
Cerraja
Diente de leén

Brassicaceae

Cardamine hirsuta L.
Raphanus raphanistrum L.

Berro amargo
Rabano silvestre

Caryophyllaceae

Cerastium sp.
Drymaria cordata (L.) Willd. Ex Schult.

Oreja de ratén
Golondrina

Commelinaceae

Commelina diffusa Burm.f.

Siempre viva

Ipomoea clavata (G. Don) Ooststr. Ex JF

Batatilla

Convolvulaceae Macbr.

Ipomoea nill (L.) Roth Batatilla

Cyperus odoratus L. Cortadera
c Kyllinga brevifolia Rottb. Fosforio

eraceae
yp Rhynchospora rugosa (Vahl) Gale Tachuela

Scleria distans Paoir. Gengibrillo

Dennstaedtiaceae Pteridium aquilinum (L.) Kuhn Helecho marranero

Equisetaceae

Equisetum bogotense Kunth

Cola de caballo

Fabaceae

Desmodium sp.
Mimosa albida Willd.
Trifolium repens L.

Amor seco
Zarza
Trébol blanco

Hypoxidaceae Hypoxis decumbens L. Pifita
i Gladiolus communis L. Lirio

Iridaceae L . .
Sisyrinchium micranthum Cav. Espadilla

Lamiaceae Hyptis lantanifolia Poit. Hierba de sapo

Lythraceae Cuphea racemosa (Lf) Spreng. Moradita
Clidemia sp. Niguito

Melastomataceae Miconia theaezans Cogn Nigiito
Tibouchina kingii Wurdack San Juanito

Oxalidaceae

Oxalis corniculata L.
Oxalis latifolia Kunth

Acedera, Falso trébol
Falso trébol morado

Plantaginaceae

Plantago major L.
Plantago rugelli Decne.
Veronica persica Poir.

Yantén
Yantén corrugado
Veronica

Poaceae

Andropogon leucostachyus Kunth
Anthoxanthum odoratum L.

Avena fatua L.

Axonopus compressus (Sw.) P.Beauv.
Axonopus scoparius (Fliggé) Kuhim.
Brachiaria decumbens Stapf.
Chenchrus ciliaris L.

Cynodom nlemfuensis Vanderyst
Digitaria horizontalis Willd.

Rabo de zorro
Pasto oloroso
Avenilla
Pasto trenza
Pasto imperial
Brachiaria
Pasto buffel
Pasto estrella
Guardarrocio
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Eleusine indica (L.) Gaertn.

Holcus lanatus L.

Melinis minutiflora P.Beauv.
Panicum viscidellum Scribn.
Paspalum notatum Fliggé
Paspalum paniculatum L.
Paspalum candidum (Fliiggé) Kunth

Pennisetum clandestinum Hochst. ex Chiov.

Pennisetum purpureum Schumach.
Setaria parviflora (Poir.) M.Kerguelen
Sporobolus indicus (L.) R.Br.

Pata de gallina
Falsa poa
Yaragua
Panizo

Pasto grama
Pasto horqueta
Pasto nudillo
Pasto kikuyo
Pasto elefante
Gusanillo
Espartillo

Polygonaceae

Persicaria nepalensis (Meisn.) Miyabe
Persicaria segetum (Kunth) Small
Rumex crispus L.

Corazon herido
Gualola, Barbasco
Lengua de vaca

Portulacaceae Portulaca oleraceae L. Verdolaga
Rosaceae Rubus urticifolius Poir. Zarzamora
Coccocypselum lanceolatum (Ruiz & Pav.) Mortifio de culebra
. Gallium hypocarpium (L.) Endl. ex Griseb Brujita
Rubiaceae . . .
Richardia scabra L. Tabaquillo
Spermacoce remota Lam. Botoncillo
Verbenaceae Verbena litoralis Kunth Verbena

Las familias con mayor representacion en los cultivos en estudio en cuanto a nimero de
especies, fueron la Poaceae (26.7%) y la Asteraceae (16.3%). En un nivel intermedio se
encuentran Cyperaceae (5.3%), Rubiaceae (5%), Fabaceae (4%), Melastomataceae (4%),
Plantaginaceae (4%) y Polygonaceae (4%). En un nivel bajo se agrupan cinco familias con
una representatividad en especies del 2.7% y once familias representando el 1.5%, con

una sola especie cada una (Figura 4).

Investigaciones similares en diversos cultivos coinciden en reportar a las familias Poaceae
y Asteraceae como las mas dominantes en la flora arvense de los agroecosistemas
tropicales (Anzalone et al., 2012; Fontanet et al., 2019; Hoyos et al., 2015; Martinez et al.,
2019; Quintero et al., 2020; Ramirez, 2017; Tucuch et al., 2013). La familia Poaceae es
comunmente reconocida por tener una alta riqueza y a menudo presenta el mayor nimero
de arvenses en los cultivos, debido entre otras cosas, a su rapido y vigoroso crecimiento,
su capacidad para reproducirse sexual y asexualmente, su eficiencia fotosintética y su alta

plasticidad fenotipica (Garcia, 2014). Las Asteraceas por su parte, constituyen una familia
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ampliamente distribuida, dominante, de gran importancia apicola y la méas diversa entre las

plantas Angiospermas (Funk et al., 2009).

= Asteraceae
= Cyperaceae
Fabaceae

= Brassicaceae

= Melastomataceae

2,7% °,3% .
Plantaginaceae
2,7%
4,0% = Poaceae
5,3%
’ —_ | 2.7% = Convolvulaceae
4,0% 4.0% = Caryophyllaceae

= Polygonaceae

2,7%
2,7% = Rubiaceae
= [ridaceae
26,7% 4.0% = Oxalidaceae

= Otras familias

Figura 4. Composicién botanica de familias de arvenses asociadas a cultivos del Altiplano

del Oriente de Antioquia, Colombia.

Dentro de esta flora se destacan como potencialmente invasoras las especies: B.
decumbens, M. minutiflora, P. aquilinum, P. clandestinum, P. paniculatum, P. purpureum y
T. alata., las cuales tienen la particularidad de ser pioneras y/o foraneas, que al introducirse
en ambientes perturbados logran colonizar rapidamente los claros de vegetacion creados
antropicamente, incrementando la problemética de manejo agrondmico actual. Varios
autores consideran que la mayoria de ellas son mas competitivas, adaptativas,
persistentes y presentan una mayor resistencia genética al estrés biotico y abidtico, que
los cultivos mismos (Kaur et al.,, 2018; Lu et al., 2016; Rao et al., 2018). Baldwin &
Santelman (1980) mencionan que estas habilidades estan dadas por los mecanismos
evolutivos que estas especies han sufrido a través de la seleccion natural y los diversos
factores de presion de seleccion presentes en los agroecosistemas.

A pesar del complejo panorama, las arvenses poseen caracteristicas que permiten resaltar
el rol positivo, de algunas de ellas en el agroecosistema. De acuerdo con la literatura y la
percepcion de los productores, se reportan algunos atributos morfologicos, biolégicos y
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bioquimicos positivos, para algunas especies de la flora arvense identificada en la region
(Tabla 3).

Tabla 3. Usos y atributos de las especies arvenses asociadas a los cultivos del altiplano
del Oriente de Antioquia, Colombia.

Uso / Atributo Especies arvenses

Alelopatia A._ ar_temisiifolia3 A. absinthjym, A. dubius, B. pilosa, M.
minutiflora, R. crispus, P. aquilinum.

A. dubius, Gallinsoga sp., P. oleraceae, S. oleraceus, R.

raphanistrum, R. urticifolius.

A. conyzoides, B. pilosa, C. lanceolatum, C. racemosa, E.

Apicola hieracifolia, H. radicata, |. clavata, I. nil, Mimosa albida, T. alata,

T. campylodes, S. oleraceus, S. remota, V. persica.

C. diffusa, Desmodium sp., D. cordata, H. umbellata, O.

corniculata, O. latifolia, S. remota, R. scabra, T. repens.

A. compressus, B. decumbens, C. ciliaris, C. nlemfuensis, D.

horizontalis, H. lanatus, M. minutiflora, P. candidum, P.

clandestinum, P. purpureum, P. viscidellum, S. parviflora, T.

repens.

Acmella sp., A. conyzoides, A. artemisiifolia, A. absinthium, B.

pilosa, C. asiatica, C. diffusa, Desmodium sp., D. cordata, E.

Medicinal sonchifolia, K. brevifolia, H. umbellata, H. radicata, M. albida, P.

major, P. oleracea, R. crispus, S. oleraceus, T. campylodes, V.

litoralis.

Clidemia sp., G. comunis, G. hypocarpium, |. clavata, I. nil, T.

alata, T. kingii, V. persica.

Alimentacion

Cobertura noble

Forraje

Ornamental

1.3.2 Composicion floristica y estado fitosanitario de arvenses

En la Tabla 4 se presentan los resultados, para cada una de las especies de arvenses, de
los indicadores ecolégicos y fitosanitarios individuales, asi como del indicador conjunto

IEFS, el cual se us6 para el ordenamiento de las especies.
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Tabla 4. Variables poblacionales, parametro ecoldgico, estado fitosanitario e indicador de
IEFS de la flora arvense asociada a los cultivos del Altiplano del Oriente de Antioquia,

Colombia.
e\é?)rllc?gbilceass Variables fitosanitarias
No Especie (%) PE® (%) EFS™  IEFS®
' P (%) (%) (%)
Fr@® Dr®@ Ir @ Sr®  Efr®
(%) (%) (%) (%) (%)
1 P.nepalensis 7.8 11.3 19.2 6.8 5.8 15 18.8 38.0
2 S. oleraceus 5.0 5.0 9.9 7.1 9.2 15 23.6 335
3 D. horizontalis 4.6 7.2 11.8 5.8 4.4 1.4 14.1 25.9
4 B. pilosa 4.2 4.5 8.8 5.6 5.8 1.3 14.9 23.7
5 C. odoratus 4.2 4.2 8.4 34 4.0 1.3 9.5 17.9
6 R.crispus 2.5 2.6 5.1 4.1 4.9 1.3 114 16.4
7 M. minutiflora 1.7 4.4 6.0 3.4 4.3 1.3 9.7 15.7
8 E. bonariensis 4.2 3.3 7.5 3.2 2.9 1.3 7.8 15.3
9 O. latifolia 1.2 0.9 2.1 2.7 7.4 1.2 11.7 13.9
10 V. litoralis 2.6 2.3 4.9 3.6 3.2 1.2 8.3 13.2
11 H. radicata 2.9 3.8 6.7 2.6 2.6 1.2 6.5 13.1
12 P. paniculatum 1.9 2.6 4.5 3.2 3.7 1.2 8.2 12.7
13 A. absinthium 2.8 4.1 6.9 2.1 25 1.2 5.6 125
14 C. diffusa 2.7 2.1 4.8 2.7 2.6 1.3 7.0 11.8
15 P. aquilinum 2.0 3.0 5.0 2.6 1.9 1.2 5.7 10.7
16 K. brevifolia 3.8 1.1 4.9 1.9 2.8 1.1 5.2 10.1
17 P. clandestinum 1.6 4.5 6.1 1.6 0.7 1.2 2.9 9.0
18 Gallinsoga sp. 2.0 2.7 4.7 1.8 1.7 1.2 4.0 8.7
19 T. alata 1.3 2.1 3.4 2.8 1.4 1.2 5.0 8.4
20 C. nlemfuensis 4.0 2.2 6.2 0.8 0.5 1.1 1.4 7.5
21 P. candidum 4.3 1.8 6.1 0.5 0.7 1.1 1.3 7.4
22 S.indicus 1.1 1.2 2.3 2.9 1.3 1.1 4.8 7.1
23 H. lanatus 1.2 2.1 3.3 15 1.2 1.1 2.8 6.2
24 A. odoratum 1.0 1.3 2.3 1.8 1.3 1.1 3.4 5.7
25 C.racemosa 15 1.2 2.7 1.3 1.4 1.1 2.9 5.6
26 P. viscidellum 0.6 0.6 1.2 15 2.5 1.1 4.4 5.6
27 H. umbellata 0.8 0.7 1.5 1.8 1.4 1.2 3.8 5.3
28 S. remota 14 15 2.9 1.1 1.0 1.1 2.3 51
29 P. major 0.8 0.6 1.4 2.0 1.3 1.1 3.7 51
30 T. kingii 0.7 0.5 1.2 1.7 1.7 1.1 3.8 5.0
31 Lnill 1.1 1.3 2.3 15 0.7 1.2 2.5 4.9
32 E. sonchifolia 1.1 1.3 2.4 15 0.5 1.1 2.3 4.7
33 O. corniculata 1.4 0.9 2.3 0.9 0.5 1.1 1.6 3.8
34 S. micranthum 0.5 0.2 0.8 15 1.1 1.1 2.9 3.7
35 I clavata 0.6 0.4 1.0 0.9 1.3 1.0 2.3 3.3
36 P.segetum 2.8 0.3 3.1 0.0 0.0 0.0 0.0 3.1
37 Desmodium sp. 2.9 0.1 3.0 0.0 0.0 0.0 0.0 3.0
38 A. conyzoides 1.0 0.7 1.8 0.8 0.3 1.1 1.2 2.9
39 P. purpureum 2.7 0.1 2.7 0.0 0.0 0.0 0.0 2.7

(@) Frecuencia relativa. » Dominancia relativa. ) Parametro ecoldgico. “ Incidencia relativa: ®) Sanidad
relativa. ®) Estado fenoldgico relativo. (" Estado fitosanitario. ® Importancia y estado fitosanitario
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Tabla 4. Variables poblacionales, parametro ecoldgico, estado fitosanitario e indicador de
IEFS de la flora arvense asociada a los cultivos del Altiplano del Oriente de Antioquia,

Colombia. Variablespob | aci onal es. (éContinuidad)
e\(/:irlléa;ilceass Variables fitosanitarias

No Especie (%) PE ® (%) EFS™® IEFS®

' P (%) (%) (%)

Fr® Dr @ Ir @ Sr®  Efr®
(%) (%) (%) (%) (%)

40 M. theaezans 0.3 0.2 0.5 0.9 1.0 1.1 2.0 2.5
41 A. dubius 0.7 0.5 1.2 0.6 0.5 11 1.2 2.4
42 E.indica 0.4 0.4 0.8 0.3 1.1 1.0 14 2.2
43 B. decumbens 0.3 0.6 0.9 0.6 0.7 1.0 1.4 2.2
44 T. campylodes 0.6 0.4 1.0 0.8 0.3 11 1.2 2.2
45 C. asiatica 0.8 0.5 1.3 0.5 0.3 1.1 0.8 2.1
46 R.rugosa 0.3 0.4 0.7 0.6 0.7 1.0 1.3 21
47 P. notatum 0.4 0.4 0.8 0.5 0.7 1.0 1.2 2.0
48 T. repens 0.8 0.8 1.6 0.1 0.0 1.0 0.1 1.7
49 Acmella sp. 0.4 0.2 0.5 0.5 0.6 1.0 11 1.7
50 H.decumbens 0.5 0.2 0.7 0.2 0.6 1.0 0.8 15
51 S. distans 0.2 0.2 0.4 0.6 0.4 1.0 1.0 14
52 A. compressus 0.3 0.3 0.6 0.2 0.5 1.0 0.7 1.3
53 P. oleraceae 0.4 0.3 0.7 0.5 0.1 1.0 0.6 1.3
54 H. lantanifolia 0.1 0.1 0.2 0.3 0.6 1.0 1.0 1.2
55 V. persica 0.5 0.7 11 0.0 0.0 0.0 0.0 11
56 A. scoparius 0.1 0.2 0.4 0.3 0.3 1.0 0.6 1.0
57 C. hirsuta 0.5 0.4 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.0
58 E. bogotense 0.3 0.6 0.8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.8
59 G.communis 0.1 0.1 0.1 0.3 0.4 1.0 0.7 0.8
60 Clidemia sp. 0.1 0.0 0.1 0.3 0.3 1.0 0.6 0.7
61 A. artemisiifolia 0.3 0.3 0.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.6
62 A. leucostachyus 0.1 0.1 0.1 0.3 0.1 1.0 0.5 0.6
63 R. scabra 0.4 0.2 0.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.6
64 P. rugelli 0.1 0.0 0.1 0.3 0.1 1.0 0.5 0.6
65 S. parviflora 0.1 0.1 0.2 0.3 0.0 1.0 0.3 0.5
66 R. urticifolius 0.3 0.2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.5
67 D. cordata 0.2 0.2 0.4 0.0 0.0 0.0 0.0 0.4
68 Cerastium sp. 0.1 0.1 0.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2
69 G. hypocarpium 0.1 0.1 0.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2
70 C. ciliaris 0.1 0.1 0.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2
71 A. fatua 0.1 0.1 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1
72 C. lanceolatum 0.1 0.1 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1
73 R.raphanistrum 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1
74 E. hieracifolia 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1
75 M. albida 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

(@) Frecuencia relativa. ® Dominancia relativa. ® Pardmetro ecolégico. ¥ Incidencia relativa: ® Sanidad
relativa. ©) Estado fenoldgico relativo. ) Estado fitosanitario. ® Importancia y estado fitosanitario
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1.3.2.1 Pardmetro Ecoldgico (PE)

Las arvenses de mayor dominancia y distribucién conjunta en los cultivos del Altiplano del
Oriente de Antioquia, Colombia fueron: P. nepalensis (19.2%), D. horizontalis (11.8%), S.
oleraceus (9.9%), B. pilosa (9.8%), C. odoratus (8.4%), E. bonariensis (7.5%), A.
absinthium (6.9%), H. radicata (6.7%), C. nlemfuensis (6.2%), P. candidum (6.1%), P.
clandestinum (6.1%) y M. minutiflora (6.0) (Figura 5).

P. nepalensis fue la arvense de mayor importancia y distribucion ecologica, la cual
parece ser una especie bastante adaptada a esta zona agroecoldgica. Plazay Pedraza
(2007) encontraron que en cultivos de uchuva (Physalis peruviana L.) la arvense con
mayor frecuencia de aparicion en los predios fue P. nepalensis, con un valor absoluto
del 28%; asi mismo, en otros cultivos de clima frio moderado, como aguacate y tomate
de arbol se reportdé como la especie con mayor incidencia en la poblacién (Ramirez,
2017).

Como puede notarse, algunas de las especies encontradas, presentaron una menor
frecuencia de aparicion, pero con una importante dominancia en términos de la
cobertura ocupada dentro de la region, como sucedié por ejemplo con P. clandestinum
(Fr=1,6; Dr=4,5) y M. minutiflora (Fr=1,7; Dr=4,4). Entre los atributos que contribuyen
con el éxito en la distribucién ecolégica y dominancia de los pastos como C. nlemfuensis,
D. horizontalis, M. minutiflora, P. candidum y P. clandestinum, se encuentran la facil
adaptacion y reproduccion, eficiencia fotosintética tipo C4 y la condicién de algunos de ser
especies introducidas con gran poder invasor (Aleman, 2004).

En el caso de las asteraceas, como A. absinthium, B. pilosa, E. bonariensis, H. radicata
y S. oleraceus, su ventaja poblacional se asocia principalmente con la elevada
capacidad de produccién de semilla en comparacién con otras familias de plantas, lo
cual, sumado a un rapido crecimiento, elevado poder germinativo y facilidad de
dispersion de semillas, incrementa su permanencia en los cultivos y en el banco de

semillas del suelo (Castillo et al., 2014).
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Figura 5. Flora arvense de mayor importancia ecoldgica asociada a cultivos del Altiplano

del Oriente de Antioquia, Colombia. A. P. nepalensis. B. D. horizontalis. C. S. oleraceus.
D. B. pilosa. E. C. odoratus. F. E. bonariensis. G. A. absinthium. H. H. radicata. I. C.
nlemfuensis. J. P. candidum. K. P. clandestinum. L. M. minutiflora.



26

Por otra parte, la diversidad y dindmica de estas poblaciones se encuentra fuertemente
influenciada por las formas de manejo agronémico en cada cultivo y por las condiciones
ambientales (Abu & Watson, 2007). Como ejemplo, se evidencio que en los casos donde
se realiza un control predominantemente mecanico, se encuentra una mayor presion
competitiva por presencia de arvenses de la familia Poaceae; mientras que, cuando se usa
Unicamente métodos de control quimico, se favorece el establecimiento en el tiempo de
otras especies. La mayoria de los productores de cultivos organicos dependen del control
mecéanico como un meétodo seguro y disponible para controlar estas plantas; sin embargo,
al emplearlo exclusivamente durante mucho tiempo, tienden a seleccionar y estimular con
cada corte el rebrote de aquellas plantas con capacidad de reproduccién vegetativa,
ademas, de que en muchas ocasiones, la mano de obra para esta labor resulta costosa
(Abouziena & Haggag, 2016). En la segunda situacion, aunque es mas econémico y
relativamente mas eficiente ya que puede reducir las demandas laborales hasta en un
90%, el agricultor requiere monitorear cuidadosamente el comportamiento de la poblacién,
para evitar la generacion de biotipos resistentes, asi como tener un mayor compromiso con
la proteccion e impactos ambientales (Norsworthy et al., 2012).

En cualquiera de las practicas empleadas, es de especial significancia la diversificacion de
manejo, ya que, como se menciond, la poblacion arvense tiene una alta capacidad de
adaptacion a diversas situaciones, tanto ambientales como de manejo. Entre los
principales factores de manejo que alteran la diversidad y composicion floristica de
arvenses en los cultivos se destaca: la distancia de siembra, el tipo de irrigacién, la
perturbacion y/o laboreo del suelo, la rotacion de cultivos, la tecnologia de aplicacion de
herbicidas, entre otros (Lee & Thierfelder, 2017).

En general, las especies con mayor PE encontradas, también han sido cominmente
reportadas por ser las mas predominantes en cultivos de clima frio moderado en
Colombia, como por ejemplo en hortalizas, aguacate, rosas, papa, pastos, entre otros;
donde se destacan: R. crispus, P. clandestinum, C. diffusa, E. bonariensis, Gallinsoga
sp., V. litoralis, T. campylodes y P. nepalensis (Cordoba, 2014; Plaza et al., 2009;
Ramirez, 2017; Rodriguez et al., 2008; Saldarriaga et al., 2011).

Por otra parte, las cinco especies de menor participacién ecolégica en los cultivos

fueron: M. albida, E. hieracifolia, R. raphanistrum, P. rugelli y Clidemia sp.; sin
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embargo, se evidencié que su presencia es mayor en las zonas aledafias o de
barbecho cercanos a las areas de siembra, por lo general de ocurrencia individual; lo
gue sugiere que su impacto ecoldgico en los cultivos muestreados no tuvo relevancia.
Sin embargo, es posible que estas especies puedan representar niveles de dafio de
importancia en otras situaciones agroecoldgicas diferentes a las de este estudio; como
ocurre por ejemplo con R. raphanistrum, la cual se ha sefialado como una arvense
problematica de dificil control en varios cultivos de Australia, al presentar resistencia

hacia cuatro grupos de herbicidas (Owen et al., 2015).

1.3.2.2 Estado fitosanitario de arvenses (EFS)

El 76% de la poblacion de especies de plantas arvenses asociadas a los cultivos presento
sintomas de enfermedades potencialmente de origen flngico. Las doce especies de
arvenses con los mayores valores de EFS fueron: S. oleraceus (23.6%), P. nepalensis
(18.8%), B. pilosa (14.9%), D. horizontalis (14.1), O. latifolia (11.7), R. crispus (11.4%), M.
minutiflora (9.7%), C. odoratus (9.5%), V. litoralis (8.3%), P. paniculatum (8.2%), E.
bonariensis (7.8%), y C. diffusa (7.0%) (Tabla 4.). Los sintomas en estas especies se
presentaron principalmente en el area foliar, con excepcién de S. oleraceus, B. pilosay R.
crispus, en donde se evidencid la presencia de sintomas asociados al tallo, en una menor
proporcion. Algunos de los sintomas foliares encontrados en estas especies se presentan

en la Figura 6.

La arvense S. oleraceus se destaco por su mayor incidencia (7.0%) y area foliar afectada
(9.2%) relativas. Se identificé que los sintomas se manifiestan de forma temprana en esta
especie; es decir, en estado vegetativo principalmente (efr=1.5). Esta especie se ha
asociado comunmente con patégenos como Oidium sp., y Bremia lactuca L. (Vieira &
Barreto, 2006). Abdessemed et al. (2019) encontraron en campo, biotipos de esta arvense
presentando lesiones foliares necréticas, con incidencias absolutas del 70%

aproximadamente y una gravedad de la enfermedad que variaba del 50% al 70%.
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Figura 6. Sintomas de enfermedades flngicas con mayor ocurrencia sobre arvenses

asociadas a cultivos de clima frio moderado, en el Oriente de Antioquia. A. S. oleraceus.
B. P. nepalensis C. B. pilosa. D. D. horizontalis. E. O. latifolia. F. R. crispus. G. M.
minutiflora. H. C. odoratus. I. V. litoralis. J. P. paniculatum. K. E. bonariensis. L. C. diffusa.
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El falso trébol (O. latifolia), presento el segundo mayor valor de érea foliar afectada relativa
(7.4%); sin embargo, la incidencia fue baja. Los sintomas se asociaron principalmente al
patdégeno conocido como la roya del trébol (Puccinia oxalidis Dietel y Ellis). Asi mismo, los
sintomas se presentaron en estadios fenologicos reproductivos de la planta,
principalmente (efr=1.16), por lo cual el estado fitosanitario de esta fue de 11.7. Las
arvenses P. nepalensis, B. pilosa, y R. crispus, también presentaron un area foliar afectada
relativa destacable, con valores de 5.8%, 5.8% y 4.9% respectivamente; y en este caso,
con mayores valores de incidencia y sintomas presentes en estados fenolégicos mas
tempranos que O. latifolia, razén por la cual el pardmetro EFS las ubica muy por encima

de esta Ultima.

En cuanto al estado fenol6gico, en promedio el 63% de la poblacién de especies de plantas
arvenses presentd sintomas en estado senescente (efr= 1.0 7 1.10), un 35% en estado
reproductivo (efr= 1.11 7 1.40) y un 3% en estado vegetativo (efr=1.4171 2).

Las Unicas dos plantas que presentaron sintomas en estado vegetativo fueron P.
nepalensis (efr=1.49) y S. oleraceus (efr=1.45). Este resultado podria estar influenciado
por los frecuentes ciclos de aplicacion de fungicidas que se realizan durante el
establecimiento y primeras etapas de crecimiento de los cultivos; lo cual coincide con la
aparicion de arvenses, protegiéndose también a la poblacion arvense durante los primeros

estadios de crecimiento de la aparicion de enfermedades.

Investigaciones recientes reportan, a partir de los sintomas observados en campo, algunos
de los géneros y especies de hongos fitopatdgenos aislados de estas arvenses. Entre
estos estan: Alternaria alternata (Fr.) Keissl en S. oleraceus (Abdessemed et al., 2019) y
en R. crispus (Kaspary et al., 2019); Microbotryum nepalense (Liro) Vanky, en P.
nepalensis (Denchev & Denchev, 2017); Curvularia sp., en D. horizontalis (Flores et al.,
2018); Cercospora bidentis E.J. Marchal & Steyaert en B. pilosa (Guatimosim et al., 2015);
Colletotrichum sp., en E. bonariensis (Bonacci et al., 2018); Bipolaris sp., en M. minutiflora
(Manamgoda et al., 2014); Phoma commelinicola (E. Young) Gruyter en C. diffusa
(Boyette et al., 2015). Algunos de estos géneros de hongos, son también fitopatdgenos de
importancia en varios cultivos, un hecho que podria interferir con la candidatura como
posibles agentes de biocontrol; sin embargo, frecuentemente las arvenses son atacadas
por especies diferentes o formas especiales especificas a las especies, lo que amerita

investigacion detallada.
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Aunque el 24% de la poblacion no present6 ningun sintoma visible de enfermedad, existe
la posibilidad de que puedan estar actuando como hospederos alternos de algun patégeno
de importancia, de forma asintomética. A manera de ejemplo, Hirayama (2018) encontré
gue las arvenses D. ciliaris, Gallinsoga sp., y S. oleraceus albergan simultaneamente el
hongo patdgeno de fresa (Fragaria sp.) Colletotrichum fructicola, con una frecuencia entre
4.3i 8.1%, pero ninguna de ellas con presencia de sintomas. Por otra parte, en algunas de
estas plantas asintomaticas, se ha reportado con anterioridad la presencia de patégenos
fungicos, como es el caso de Helminthosporium sp., en el pasto P. purpureum (Farrell et
al., 2002) y Septoria ambrosicola Speg. en la especie A. artemisiifolia (Gerber et al., 2011);
sin embargo, en esta investigacién no se evidenciaron sintomas en estas, posiblemente
porgque no se encuentran los patégenos en la zona o porque al momento del muestreo las
condiciones ambientales no fueron las mas adecuadas para el establecimiento de los

hongos.

Al respecto, los factores climaticos mas importantes que influyen en la distribucién de los
patdgenos fangicos son la temperatura y la humedad, donde, los altos niveles de
precipitacién junto con temperaturas calidas, favorecen el crecimiento y la supervivencia
de estos (Burdon, 1987). Al momento de los muestreos, durante los meses de Julio y
Agosto, se presentd una precipitacion promedio de 9.7 mm/dia y una temperatura
promedio de 18 °C; de acuerdo con el IDEAM (2018) en la zona de estudio, la temporada
con mas humedad dura 9 meses aproximadamente, y comprende los meses de marzo a
diciembre; mientras que, una temporada mas seca ocurre los primeros meses del afio.
Esta tendencia es tipica de los climas tropicales donde la temperatura y la humedad
relativa son ligeramente menos fluctuantes pero modificadas por el patréon de
precipitaciones (Moreno & Burbano, 2017). Asi mismo, Ramirez y Morales (2018)
sefialaron que la dinamica de la poblacion microbiana en la zona de estudio es muy
variable y depende de varios factores, entre los cuales sobresale la precipitacion. Por lo
anterior, es muy posible que la sintomatologia e incidencia de enfermedades
presuntamente fungicas encontradas, presente variaciones entre diferentes épocas del

afno.

Hasta el momento no se conocen aun en Colombia estudios que detallen puntualmente la
severidad con que se presentan las enfermedades en las distintas poblaciones arvenses
en campo. Teniendo en cuenta que la mayoria de los patégenos tienen la capacidad de

infectar a mas de una especie huésped y que esto incrementa la probabilidad de evolucion



Capitulo 1 31

de su virulencia en los cultivos (Gandon, 2004), la informacién aqui reportada servira para
enfocar y mejorar las estrategias de manejo de enfermedades y de arvenses de forma
simultanea. Sin embargo, es necesario ademas identificar los agentes causales en cada

caso puntual, lo cual, esta fuera del alcance de los objetivos de este trabajo.

Evidentemente la presencia y severidad de enfermedades en arvenses también esta
influenciada por decisiones antrépicas claves de los cultivos, como lo son el manejo
quimico frente al organico, la frecuencia de aplicacion de fungicidas, la distancia de
siembra, la rotaciébn de cultivos, entre otras; asi como también de las condiciones

ambientales (Tarrason, 2008).

1.3.3 Importancia y estado fitosanitario de arvenses (IEFS)

En términos generales se resalta la importancia que tiene el indicador IEFS en la seleccion
de las especies a considerar en un programa de manejo microbiolégico, ya que evalla
conjuntamente, la capacidad invasiva de la arvense en el territorio, y la posibilidad de ser
afectada en una etapa temprana por una enfermedad. Por ejemplo, el pasto P. candidum,
obtuvo un valor de 6.1 y 1.3 ocupando las posiciones 10 y 39 en el PE y en el EFS
respectivamente, con un IEFS de 7.4, indicando que aunque es una especie dominante,
no se detectaron sintomas de enfermedades en estadios juveniles para esta especie. En
el caso de especies como P. nepalensis, D. horizontalis, S. oleraceus y otras mas,
presentaron simultaneamente alta representatividad ecoldégica en el territorio y en
condiciones fitosanitarias sintomaticas destacables, lo cual les permitié ubicarse en los

primeros lugares de los valores de IEFS.

Los valores del indicador IEFS se detallan en la Tabla 4. Se utilizé el tercer cuartil de este
(IEFS@3=8.4), como punto de corte, a partir del cual se agrup6 el 25% de las especies (19)
gue de manera conjunta fueron las mas dominantes y con alta presencia de enfermedades
y area foliar afectada. En orden descendente del IEFS, las especies seleccionadas fueron,
P. nepalensis (38.0), S. oleraceus (33.0) , D. horizontalis (38.0), B. pilosa (33.5), C.
odoratus (25.9), R. crispus (23.7), M. minutiflora (17.9), E. bonariensis (16.4), O. latifolia
(15.7), V. litoralis (15.3), H. radicata (13.9), P. paniculatum (13.2), A. absinthium (13.1), C.
diffusa (12.7), P. aquilinum (12.5), K. brevifolia (10.1), P. clandestinum (9.0), Gallinsoga sp.
(8.7) y T. alata (8.4).
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Este grupo constituy6 las arvenses mas predominantes en los cultivos del Oriente de
Antioquia, Colombia en el periodo de muestreo y con mas probabilidad a desarrollar
enfermedades fungicas; lo cual las hace potenciales candidatas para investigaciones sobre
biocontrol. Sin embargo, en esta investigacion se resalta la importancia de considerar otros
aspectos claves en relacion a la problemética presentada en los cultivos, por lo cual se
incluyé la dificultad del manejo agronémico y el nivel de dafio percibido directamente por
los agricultores, medido a través de una encuesta.

El enfoque de esta investigacion fue de cardcter agricola. Para estudios asociados a
problematicas de plantas invasoras en areas protegidas, escenarios acuaticos o cualquier
ambiente no agricola, es posible que en la eleccion de las especies a estudiar se requiera
tener en cuenta otros aspectos propios de la situacién, como por ejemplo, econémicos,
conflictos de interés, rango de areas de infestacion, variacion intraespecifica y afectacion

a otras especies del ecosistema, entre muchas otras (Peschken & McClay, 1995).

1.3.4 Percepcion agronomica de arvenses (PA)

Los criterios biolégicos evaluados corresponden con algunos de los mas importantes
atributos que determinan la habilidad competitiva de una especie arvense, y por lo tanto,
de generar dafio econémico. En este sentido, R. crispus fue la especie que obtuvo el
maximo puntaje en los cinco criterios (10 puntos), seguido del pasto M. minutiflora (8
puntos). Ocho arvenses ocuparon un valor promedio de 4 puntos, tres un valor promedio

de 4 y seis especies un valor medio de 2 (Tabla 5).

La capacidad de reproducirse por medio de rizomas, estolones, cormos y otros,
proporciona la habilidad de sobrevivir a condiciones adversas mediante la acumulacion de
reservas, de generar un sistema radicular vigoroso con gran aprovechamiento de los
recursos edaficos y de establecer una rapida expansion que resulta en una cobertura
densa, como ocurre con R. crispus, D. horizontalis, P. nepalensis, T. alata, M. minutiflora,

K. brevifolia, C. diffusa, P. paniculatum, P. clandestinum y P. aquilinum.

La alelopatia hace referencia al efecto de una especie sobre otra, a través de la liberacion
de compuestos quimicos en el medio ambiente; lo cuales pueden ser positivos 0 negativos
sobre la especie receptora (Rice, 1984). La alelopatia planta-planta, es otra forma que
provee a las plantas ventajas adaptativas al inhibir otros organismos que podrian

representar competencia por recursos importantes; cuyos efectos toxicos mas comunes
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tienen que ver con alteraciones en la germinacion y/o en el crecimiento de otra planta, a

través de la liberacion de diferentes metabolitos secundarios (Bhadoria, 2011). En este

grupo, cabe destacar que P. aquilinum es frecuentemente descrita en la literatura como

una de las plantas con una gran capacidad de interferir y desplazar el crecimiento de otras,

tanto cultivadas como acompafiantes, gracias a sus compuestos alelopéaticos (Blanco,

2016; Bracho & Arnaude, 2012; Ramirez, 2007).

Tabla 5. Puntuacion de atributos biologicos, dificultad de manejo agronémico y parametro

de percepcion agrondémica (PA) de arvenses de mayor importancia en cultivos del Altiplano

del Oriente de Antioquia, Colombia.

Atributos Biologicos (*)

(B) Dificultad

de manejo
No. Especies R iy ’ Iy - . Total agronémico PA

eproduccion Alelopatia Formacion Resistencia Origen (B)
sexual y o de a herbicida foraneo (MA) )

asexual Toxicidad ~ canopeo ** promedio
1 R.crispus 10 10 10 10 10 10 6.9 8.5
2 D. horizontalis 10 10 0 10 0 6 9.2 7.6
3 P.nepalensis 10 0 0 10 10 6 8.9 7.4
4 T.alata 10 0 10 0 10 6 8.7 7.4
5 M. minutiflora 10 10 10 0 10 8 6.6 7.3
6 P. paniculatum 10 0 10 10 0 6 8.5 7.3
7  P.clandestinum 10 0 0 10 10 6 8.4 7.2
8 P. aquilinum 10 10 10 0 0 6 8.1 7.1
9 E. bonariensis 0 0 10 10 0 4 9.4 6.7
10 S. oleraceus 0 0 10 10 10 6 6.3 6.2
11 B. pilosa 0 10 10 10 0 6 6.2 6.1
12 A. absinthium 0 10 0 0 10 4 7.9 5.9
13 K. brevifolia 10 0 0 0 0 2 7.5 4.8
14 V. litoralis 0 10 10 0 0 4 53 4.7
15 C. odoratus 0 0 0 10 0 2 6.7 4.4
16 H. radicata 0 0 0 0 10 2 6.3 4.2
17 C. diffusa 10 0 0 0 0 2 6.1 4.1
18 Gallinsoga sp. 0 0 10 0 0 2 4.9 35
19 0. latifolia 10 0 0 0 0 2 1.9 2.0

*Donde 0= ANo cumpl eo;

PA= Pardametro Agronémico
**Establecido con base en la literatura disponible.

En algunas especies, la rapida elongacion de los tallos y produccion de area foliar resulta

en que estas dominan el dosel de las coberturas, una caracteristica que asegura el éxito

10=

n
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en la competencia por la luz solar, tal como sucede por ejemplo, con B. pilosa, quien puede
alcanzar rapidamente alturas hasta de 1.5 metros, producir un gran follaje e impedir y/o
reducir el crecimiento de otras plantas, asi como la germinacion del banco de semillas,
debido a la extincion de la luz (Chauhan et al., 2019; Ronchi & Silva, 2006). Claramente,
el nivel de competencia ejercida varia de acuerdo a las especies presentes y las diversas

habilidades competitivas.

En cuanto al origen de las plantas, se sabe que las especies foraneas o introducidas en
un determinado lugar, pueden llegar a asumir un comportamiento invasor, debido,
posiblemente, a la ausencia de enemigos naturales en el nuevo habitat y a la capacidad
de adaptacion a diferentes condiciones ambientales (Evans, 2002). Segun Cérdenas et al.
(2017), T. alata, M. minutiflora y P. aquilinum estan catalogadas como especies invasoras
agresivas en Colombia, con la capacidad de desplazar otras plantas nativas y/o afectar

bosques, pastizales, cultivos, barbechos y caminos, entre otros.

Ademés de los atributos biolégicos, indudablemente la dificultad de manejo tiene una
asociacion importante con la tolerancia y/o resistencia que presentan las plantas frente a
los herbicidas. A saber, casi la mitad de las 19 arvenses aqui preseleccionadas, presenta
reportes de tolerancia o resistencia al menos a un tipo de herbicida. Por ejemplo, R. crispus
se reportd en Argentina como tolerante al glifosato (Faccini et al., 2005); D. horizontalis se
reporté en Brasil como tolerante a la atrazina (De Almeida et al., 2011); P. nepalensis se
reporté en EE.UU como resistente a la atrazina y simazina (Heap, 2019); P. paniculatum
se report6 en Costa Rica como resistente a glifosato (Ramirez, 2017); P. clandestinum en
Australia como tolerante a la atrazina (Popov & Cornish, 2002); E. bonariensis se ha
reportado como resistente a glifosato y paraquat en varios paises del mundo, incluido
Colombia, en el afio 2006 (Heap, 2019); S. oleraceus se reporté en Australia como
resistente a glifosato, clorsulfuron y 2-4D amina (Jalaludin et al., 2018); B. pilosa se reporté
en Brasil como resistente a los herbicidas inhibidores de la sintesis de acetolactato (ALS),
a la imidazolinona y la sulfonilurea (Christoffoleti, 2002) y C. odoratus se reporté en

Venezuela como resistente al pirazosulfuron-etilo (Ortiz et al., 2015).

Entre las especies que los agricultores indicaron como de dificil control (>8 puntos), estan:
E. bonariensis (9.4), D. horizontalis (9.2), P. nepalensis (8.9), T. alata (8.7), P. paniculatum
(8.5), P. clandestinum (8.4) y P. aquilinum (8.1). Entre las caracteristicas mas comunmente

reportadas se resalta, la alta capacidad de rebrote ante el manejo mecénico, tolerancia a
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los suelos &cidos de la zona, reproduccion temprana, rdpida expansion y fallas en el control

quimico.

O. latifolia, es una planta con gran participacion en la estructura de la comunidad vegetal
y a su vez presenta niveles importantes de infestacion fungica; debido a sus caracteristicas
biol6gicas y otros aspectos y a lo informado por parte de los agricultores, no alcanza a
representar un nivel de dafio para los cultivos y por ende, los agricultores generalmente no
realizan control sobre esta y/o no la consideran una amenaza. Esta informacion valida la
importancia del criterio de percepcién agronémica dentro de los parametros propuestos en
esta metodologia.

De acuerdo con los resultados obtenidos, para la eleccién de arvenses bajo este enfoque
de investigacion, se recomienda entonces la consideracion de plantas cuyo valor de PA
sea superior a 5, para los siguientes pasos en la investigacion. En este sentido, el
pardmetro agronémico permitié seleccionar doce arvenses como candidatas importantes
dentro de la comunidad vegetal para estudios de control biolégico en Colombia, por medio
de hongos fitopatdgenos. En esta investigacion, por cuestiones econémicas y de tiempo,
solo se continuaran estudiando cuatro especies de arvenses, de acuerdo con los mayores
valores de PA: R. crispus (8.5), D. horizontalis (7.6), P. nepalensis (7.4) y T. alata (7.4), las

cuales presentan las siguientes caracteristicas bioldgicas.

R. crispus es una planta perenne, originaria de Eurasia, con una elevada produccion de
semillas y capacidad de reproducirse asexualmente por medio de rizomas (Martinez & De
la Barrera, 2017). Presenta una elevada variabilidad y plasticidad fenotipica, capaz de
expandirse de forma invasiva y de liberar compuestos fitotoxicos inhibitorios sobre otras
plantas (Dragomir et al., 2017).

D. horizontalis es un pasto que se propaga por semilla y vegetativamente mediante el
enraizamiento de los nudos. En Colombia se distribuye desde el nivel del mar hasta
los 2600 m. Es originaria de Suramérica y a su vez es mencionada como una planta
forrajera, altamente invasiva (Giraldo, 2005).

P. nepalensis es una herbacea anual de origen asiatico, de gran produccién de semillas y
con reproduccion vegetativa a través de la fragmentacion de tallos. Crece en zonas

tropicales de gran altitud (1200-3000 msnm) y por lo general en presencia de humedad,
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en suelos fértiles y con una relativa persistencia ante perturbaciones antropicas
(Kowalczyk et al., 2014).

T. alata es una planta perenne trepadora, de origen Africano, introducida en Colombia con
fines ornamentales. Su reproduccion es por medio de semillas y esquejes y presenta
floracion y fructificacion durante todo el afio en Antioquia, Colombia. Su crecimiento es
altamente denso, con una cobertura amplia y continua, capaz de cubrir incluso bosques
(Quijano et al., 2019). Es considerada planta agresiva en Hawai (Starr et al., 2003),
Australia (Batianoff & Butler, 2002) y Brasil (Melo et al., 2009); mientras que en Colombia,
ha sido descrita por el Instituto Von Humboldt como una de las especies invasoras con

mayor peligro para los ecosistemas nativos.

Desde luego, el grado de interferencia y valoraciéon del dafio de estas plantas en relacion
con las plantas cultivadas varian de acuerdo a multiples factores, tales como la variedad o
especie de interés, el espacio de plantacion y densidad; caracteristicas de la comunidad
de arvenses como composicion especifica, densidad y distribucion; de caracteristicas
ambientales, referidas a las condiciones edéficas, climéaticas y de manejo del sistema
agricola, entre otros (Kozlowski et al., 2002).

1.4 Conclusiones

A En el periodo evaluado, se encontr6 que la diversidad de la flora arvense asociada
a los cultivos del Oriente de Antioquia se encuentra representada por 75 especies,
siendo P. nepalensis, D. horizontalis, S. oleraceus B. pilosa, C. odoratus y E.

bonariensis, las seis plantas de mayor dominancia y distribucion ecoldgica.

A EI 76% de la riqueza de arvenses presentd sintomas de enfermedades fangicas en
campo, con niveles que no superan el 10% del area foliar afectada. Las seis
especies méas afectadas por fitopatdgenos fueron S. oleraceus, P. nepalensis, B.

pilosa, D. horizontalis, O. latifolia y R. crispus.

A Considerando, la percepcion de los agricultores, atributos biolégicos y riesgo de

resistencia a herbicidas, las especies de arvenses de dificil control fueron, E.
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bonariensis, D. horizontalis, P. nepalensis, T. alata, P. paniculatum y P.

clandestinum.

A Las especies R. crispus, D. horizontalis, P. nepalensis y T. alata, presentaron
integralmente los valores mas altos en cuanto a importancia ecoldgica, fitosanitaria
y de manejo agronémico en campo, por lo que son candidatas potenciales para una

siguiente fase de investigacion en control biol6gico mediante hongos fitopatdgenos.
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Resumen

R. crispus, D. horizontalis, P. nepalensis y T. alata son arvenses de importancia econdémica
y de gran distribucion ecol6gica en el Oriente de Antioquia, cuyo control se ha dificultado
por medio de métodos convencionales. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el
potencial patogénico de aislamientos fungicos sobre sus respectivas arvenses huéspedes
en condiciones controladas. Se realizaron pruebas de patogenicidad en hoja desprendida,
bajo dos métodos de inoculacién (discos de agar y suspension de inéculo), determinando
el periodo de incubacion, la incidencia y el area bajo la curva del progreso de la enfermedad
(ABCPE). El aislamiento mas virulento de cada arvense se evalué sobre plantulas en
cabina biocliméatica, mediante una aspersién de inéculo (1 x 10° esporas-micelio/mL)
mientras que, en los tratamientos control se usé Unicamente agua estéril. Se encontraron
un total de 9 aislamientos patégenos (R. crispus=3, D. horizontalis=1, P. nepalensis=3, T.
alata=2), cuya severidad sobre el hospedero varié significativamente, dependiendo del
aislado y del método de inoculacion. Los patégenos inoculados se reaislaron y mostraron
similitud con los originales, comprobandose los postulados de Koch. Las plantulas
inoculadas mostraron sintomas tipicos de enfermedad con una incidencia del 100% y un
periodo de incubacion entre 1 a 4 dias. De acuerdo con estudios morfologicos preliminares
que realizamos, las interacciones mas virulentas correspondieron con: (R. crispus X
Didymella sp.), (D. horizontalis x Bipolaris sp.), (P. nepalensis x Stemphylium sp.) y (T.

alata x Alternaria sp.). Estas cepas se proponen como potenciales agentes de biocontrol.

Palabras claves: biocontrol, arvenses, fitopatdgenos, micoherbicida.
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2.1 Introduccién

Existe una notable necesidad por profundizar en la blusqueda de alternativas eficientes
para el manejo de arvenses y con un menor impacto ambiental, que los métodos de control
guimico. El uso de hongos fitopatégenos para el control bioldégico de arvenses, representa
una estrategia potencial, en la busqueda de herramientas alternas. En este sentido, de
acuerdo con Charudattan (2005), el enfoque inundativo o micoherbicida, parece ser un
método relativamente mas seguro de explorar en comparacién con el enfoque clasico,
pues se basa en el aumento de los enemigos naturales de las arvenses que ya estan
presentes en el area de forma nativa, pero que por diferentes razones no han sido
efectivos. Asi, se espera que con un aumento de la concentracién de inéculo presente y
las condiciones ambientales adecuadas, se logre suprimir o biorregular el desarrollo de la
planta indeseable (Dagno et al., 2012).

El uso comercial de hongos como agentes de control biolégico de arvenses, inicio
alrededor de 1982, bajo el nombre de DeVine™; una formulacién de clamidosporas del
patégeno oomyceto Phythopthora palmivora, usado en los cultivos de citricos de Florida,
EE.UU., para el control de la vid estranguladora (Morrenia odorata Lindl.). Con este
microorganismo, se logr6 el control exitoso de M. odorata, hasta en un 90%,
estableciéndose un ejemplo del potencial y viabilidad del control bioldgico de arvenses
(Charudattan, 2005; Singh & Aneja, 1999). Desde entonces, diversas investigaciones han
contribuido con el registro de hongos potenciales y con la ejecucién de métodos de control
aplicados directamente sobre arvenses de dificil control (Hershenhorn et al., 2016).
Actualmente, mas de 200 patégenos de plantas son candidatos para ser comercializados

como bioherbicidas (Pacanoski, 2015).

El primer paso para la obtencién de un micoherbicida, consiste en descubrir e identificar
los hongos fitopatdgenos asociados a la arvense hospedero, seguido de una evaluacion
del potencial de estos como agentes de control biolégico (Ash, 2010). Desde el
descubrimiento hasta la comercializacién pueden transcurrir entre 10 a 15 afios y gran
parte del éxito en su implementacion exitosa estara fuertemente influenciado por la
capacidad de establecerse en el habitat objetivo y la especificidad y virulencia del

microorganismo sobre la arvense objetivo (Bailey, 2014).

En el caso especifico de los cultivos establecidos en el Altiplano del Oriente de Antioquia,

Colombia, se reconocieron las arvenses R. crispus, D. horizontalis, P. nepalensis y T. alata,
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como arvenses de importancia por su habilidad competitiva, dominancia y distribucion en
los cultivos (De Almeida et al., 2011; Faccini et al., 2005; Heap, 2019). Adicionalmente,
para estas cuatro especies se evidenciaron problemas fitosanitarios posiblemente de
origen fungico, en estadios juveniles del desarrollo de las plantas. Los aspectos anteriores,
convierten a estas arvenses en excelentes candidatas para una fase de investigacion sobre

el potencial de hongos fitopatégenos como posibles agentes de su control biolégico.

Las especies referenciadas no solamente son un problema en la region en estudio. En ese
sentido, Zaller (2004) sefial6 a R. crispus como una p perennes indeseables de mayor
importancia en la agricultura del mundo, capaz de competir fuertemente con cultivos
herbaceos, especialmente con pasturas, disminuyendo su rendimiento y valor nutritivo y
colonizando tempranamente areas perturbadas. En el caso de D. horizontalis es
destacada como una de las arvenses mas competitivas en la agricultura, con alto
potencial de invasion (Amorim et al., 2018); ha sido reportada como un problema en
60 paises, infestando mas de 30 cultivos de importancia econdémica (Dias et al., 2005).
De acuerdo con Meier (2006), P. nepalensis es una especie invasora en varios paises
tropicales del mundo, especialmente nociva para cultivos anuales entre los 1200-2500
msnm, como papa, hortalizas, maiz y frijol (Quijano et al. 2019). En Colombia, T. alata se
cataloga como una amenaza para los ecosistemas nativos, logrando invadir areas
transformadas antropicamente, humedales, bordes de carretera, campos abiertos, entre

otros (Céardenas et al., 2017).

En el aspecto fitosanitario, también se conocen reportes de la patogenicidad de algunos
hongos sobre R. crispus en Europa y Republica de Corea (Hatcher et al., 2009; Lee & Kim,
2002); sobre D. horizontalis en Brasil (Peixoto et al., 2013), sobre P. nepalensis en Africa
(Denchev & Denchev, 2017) y T. alata en Europa (Newbery et al., 2019). En Colombia
existen algunos estudios exploratorios descriptivos que informan sobre hongos asociados
a estas plantas (Buritic, 1999; Quijano et al., 2019; Salazar et al., 2002). Sin embargo, no
se reporta que obtuvieron aislamientos, ni pruebas de patogenicidad, ni evaluacion de
severidad y/o virulencia de tales agentes sobre arvenses, con el objetivo de un posible

control biolégico (CBA).

Bajo el interés particular del desarrollo de una agricultura mas limpia y con un mejor
aprovechamiento de los recursos bioldgicos locativos, se requieren estudios de

bioprospeccion que permitan contribuir con la identificacion de cepas fungicas potenciales
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para futuros programas de CBA, en Colombia. El objetivo de esta investigacion fue evaluar
el potencial patogénico de aislamientos fungicos sobre R. crispus, D. horizontalis, P.
nepalensis y T. alata, como posibles agentes de biocontrol.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Area de estudio

El muestreo de plantas con sintomas de posibles patdgenos fungicos se realizé en cuatro
fincas ubicadas en los municipios de San Vicente, Marinilla, El Retiro y EI Carmen de
Viboral, del Altiplano de la subregiéon Oriente, departamento de Antioquia, Colombia
(Figura 1). De acuerdo con Holdridge (1982), la subregidn presenta cuatro zonas de vida,
dentro del paisaje de montafia: el bosque himedo premontano (bh-PM), bosque muy
hamedo premontano (bmh-PM), bosque hiimedo montano bajo (bh-MB) y el bosque muy
hamedo montano bajo (bmh-MB), con precipitaciones anuales entre 2000-4000 mm. La
subregién se encuentran en un piso altitudinal entre 2000-3000 msnm, con temperaturas
entre 12 a 18°C, destacandose relieves formados por colinas altas y bajas, terrazas y
llanuras aluviales. Los suelos tipicos pertenecen al orden de los Andisoles, con presencia
de ceniza volcanica, altos contenidos de materia organica, fuertemente &cidos, alta
saturacion de aluminio y bajo contenido de bases intercambiables (IGAC, 2007).

De manera respectiva, las cuatro fincas se seleccionaron debido a que en estas, se
detectaron mayores niveles de incidencia fungica, para R. crispus (I=38%), D. horizontalis
(I=44%), P. nepalensis (I=62%), y T. alata (I=26%), de acuerdo con el estudio fitosanitario
previo, realizado en la subregion.

Los procedimientos fitopatologicos se realizaron en el laboratorio y casa-malla del
Laboratorio de Fitotecnia Tropical, de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin.
La casa-malla estd ubicada a una altura aproximada de 1.475 msnm y presenta una

temperatura promedio anual entre 18° C y 28°C.

2.2.2 Muestreo

La identificacion de biotipos de las cuatro especies de interés, con sintomas o signos de
alguna enfermedad fungica, se realiz6 mediante recorridos por los cultivos y alrededores
de cada una de las fincas seleccionadas. Posteriormente, se colectaron muestras del tejido

foliar afectado, teniendo en cuenta que las lesiones estuvieran claramente definidas y en
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estadios tempranos de desarrollo de la enfermedad (Figura 7). Adicionalmente, se
colectaron semillas maduras de cada biotipo, para la posterior propagaciéon de cada
especie y la ejecucion de las pruebas de patogenicidad.
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Figura 7. Sintomas de enfermedades foliares posiblemente de origen fangico, sobre
arvenses colectadas en el Altiplano del Oriente de Antioquia, Colombia. A. R. crispus. B.
D. horizontalis. C. P. nepalensis. D. T. alata.

2.2.3 Aislamiento y conservacion de cepas

Las diferentes muestras de tejido vegetal obtenido en campo se lavaron superficialmente
con agua Yy jabon liquido y se secaron al aire libre. Posteriormente, en la zona de avance
de la lesién, incluyendo tanto tejido sano como enfermo, se cortaron cuatro fragmentos de
5 x 5 mm de longitud de cada tipo de sintomatologia y se desinfectaron superficialmente
con etanol al 70% (1 min), seguido de hipoclorito de sodio al 1% (2 min) y un lavado final
con agua destilada estéril (2 min). Los fragmentos fueron secados en papel absorbente
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estéril, y sembrados en medio de cultivo comercial Papa Dextrosa Agar (PDA),
suplementado con ampicilina (e L / mL ) . L sesincubardnta temperatura ambiente
(£ 24°C), con 8 h de iluminacion y 16 h de oscuridad. Los aislamientos se multiplicaron y
purificaron, a partir de la colonia inicial, por medio de subcultivos en medio PDA, bajo las

condiciones ambientales descritas.

Los aislamientos se almacenaron y conservaron tanto en suspensiones en glicerol, como
en papel filtro. En el caso de las suspensiones en glicerol, se usaron cultivos en crecimiento
de quince dias de edad, para obtener entre 10 a 12 fragmentos de 7 x 7 mm de agar con
micelio. Los fragmentos se depositaron en crioviales estériles de 3 ml y luego se adicion6
glicerol al 20% estéril, hasta cubrirlos completamente. Finalmente, los crioviales se sellaron
con papel parafilm y se almacenaron en la nevera a -20°C.

En el método de almacenamiento en papel filtro, 15 cuadros (10 x 10 mm) de papel filtro
estéril se ubicaron sobre la superficie del medio PDA, alrededor de la siembra del
respectivo aislamiento. Cuando el crecimiento del hongo alcanzé a colonizar todos los
cuadros de papel filtro, se cosecharon y dejaron secar durante 10 dias en una caja Petri
estéril vacia, a temperatura ambiente. Una vez secos, los cuadros se apilaron y envolvieron
en papel aluminio estéril, seguido de papel kraft estéril, para ser almacenados en nevera
a 4°C. Este método fue una modificacion de la metodologia descrita por Toscano et al.
(2015).

2.2.4 Pruebas de patogenicidad

Se prepararon macetas con 2 kg de suelo obtenido de la misma region de estudio. En cada
maceta se sembraron dos de las semillas colectadas en campo de cada biotipo de las
especies de arvenses en estudio. El suelo se mantuvo en un nivel de humedad a capacidad
de campo. Las plantas permanecieron bajo las condiciones de invernadero descritas, hasta
el desarrollo de hojas verdaderas, las cuales fueron cosechadas gradualmente para la
ejecucion de pruebas de patogenicidad en hoja desprendida.

Se realiz6 una evaluacion preliminar de la capacidad patogénica de cada uno de los
aislamientos fungicos sobre sus respectivos huéspedes originales. Para esto, de cada
biotipo de arvense se cosecharon cinco hojas completas y sanas, las cuales se
desinfectaron superficialmente con hipoclorito al 1% (3 min) y se lavaron con agua

destilada estéril (5 min). Posteriormente, se inocularon con discos de agar con micelio de
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los respectivos aislamientos fungicos, y se colocaron en camara humeda durante un
tiempo maximo de 10 dias. Se seleccionaron para la continuidad de pruebas, aquellos
aislamientos que desarrollaron lesiones sobre el tejido y se descartaron los que no.

2.2.4.1 Pruebas de patogenicidad en hoja desprendida

El indculo se obtuvo a partir de cepas de 15 dias de edad, cultivadas en medio PDA y
crecidas bajo 12 h luz / 12 h oscuridad y a una temperatura de + 24°C. Los foliolos de cada
arvense fueron previamente desinfectados superficialmente con hipoclorito al 1% (3 min)
y enjuagadas dos veces con agua destilada estéril (5 min).

Para cada uno de los aislamientos fangicos preseleccionados, se evaluaron dos métodos
de inoculacion: discos de agar con micelio y suspension de esporas o fragmentos de
micelio. En el primero, dos discos de agar con micelio, de 4 mm de radio, se obtuvieron
directamente del borde de crecimiento de la colonia y se dispusieron sobre cada lado de
la nervadura central en el envés de cada una de las cuatro hojas de su respectiva arvense
huésped original. (Figura 8A).

En el segundo método, se colectaron esporas o micelio infectivo de los aislamientos por
medio de inundacién del cultivo con agua destilada estéril y raspado del area de
crecimiento colonial. La concentracion de la suspension se cuantific6 en camara de
Neubauer y se ajusté a 1 x 10° esporas-fragmentos de micelio/mL. Posteriormente, dos
alicuotas de 6 L de la suspension de cada aislamiento, se depositaron a cada lado de la
nervadura central en el envés de cada una de las cuatro hojas desinfectadas de cada
arvense evaluada (Figura 8B). Como control se usaron discos de agar estéril y alicuotas
de agua destilada estéril.

Las hojas inoculadas se dispusieron en camaras humedas, las cuales consistian en
bandejas plasticas con agua destilada estéril y se mantuvieron tapadas a temperatura
ambiente (£ 24°C) (Figura 8C).
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Figura 8. Metodologia de infeccién sobre hoja desprendida. A. Hojas inoculadas mediante
discos de agar con micelio. B. Hojas inoculadas mediante alicuotas de suspension de
esporas o fragmentos de micelio. C. Hojas inoculadas con discos de agar dispuestas sobre

bandejas plasticas como camaras humedas.

En resumen, la patogenicidad de cada aislamiento sobre su respectivo huésped estuvo
representada por la evaluaciéon de dos métodos de inoculacién y sus dos controles
respectivos, con cuatro repeticiones cada uno, usando cada foliolo como unidad
experimental y evaluando tres réplicas de cada prueba siguiendo el mismo procedimiento

anterior (Tabla 6).

Tabla 6. Cepas flngicas aisladas de cuatro especies arvenses e inoculadas mediante dos
métodos de infeccién sobre las hojas desprendidas de sus respectivos hospederos

originales.

Arvense huésped / Aislamiento flingico

Inoculacién
R. crispus D. horizontalis  P. nepalensis T. alata
Disco de agar con micelio de
cada aislamiento obtenido R14, R15, R19 D30 P4,P5,P7  T7,T10

Suspensién de esporas-micelio
de cada aislamiento obtenido

Control de discos de agar - - -

Control de suspension de agua - - - -

Variables respuesta: Se registré el periodo de incubacién, incidencia de la enfermedad y
tamafio de la lesion (largo y ancho en cm), evaluada diariamente hasta un tiempo maximo

de 10 dias. Todos los tratamientos estuvieron acompafnados de un registro fotografico.
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El periodo de incubacién corresponde al tiempo trascurrido entre la inoculacion y la
aparicion de los primeros sintomas y la incidencia al porcentaje de hojas con sintomas de
enfermedad respecto al total de hojas inoculadas. Los datos de largo y ancho de la lesion
se usaron para estimar el area de la lesion, asumiendo la forma elipsoidal que mostraron
las infecciones. Posteriormente, se calcul6 el area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (ABCPE) [cm?/10 dias], de acuerdo a la ecuacion descrita por Campbell &
Madden (1990) [Ec. 16].

6660 B —— 0O o [Ec. 16]

donde,
yi= area de tejido afectado (cm?);
t=tiempo (10 dias)

n= ndmero de evaluaciones.

2.2.4.2 Pruebas de patogenicidad sobre plantulas jévenes:

Los resultados de las pruebas de patogenicidad en hoja desprendida, permitieron la
identificacion del aislamiento fingico de mayor virulencia sobre su respectiva arvense
huésped original. Se sembré una semilla de cada arvense evaluada en una maceta de 2
kg de suelo. Por cada aislamiento se usaron 12 plantas individuales (seis inoculadas y seis
como controles) de la arvense huésped original. La humedad del sustrato se mantuvo a
capacidad de campo, y las macetas permanecieron bajo las condiciones de casa-malla
descritas para la germinacién de las semillas y crecimiento de las plantulas hasta
desarrollar entre 4 a 8 hojas verdaderas (Figura 9).

Como fuente de inéculo se obtuvieron suspensiones de esporas o micelio de cada uno de
los cuatro aislamientos flingicos, siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 2.2.4.1,
a una concentracion de 1 x 10° esporas-fragmentos de micelio/mL, con un volumen total
de 40 mL de suspension por cada aislamiento. El in6culo se aplicé con un pincel estéril
sobre el envés de todas las hojas de las plantulas correspondientes. Adicionalmente, se
asperjo la suspension usando un atomizador manual, sobre toda la parte aérea de la
planta. Cada aislamiento tuvo un control negativo que consistié en la aplicacién de agua

destilada estéril con un pincel, en el envés de todas las hojas y aspersiéon manual sobre el
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area foliar de la planta. Las plantas inoculadas se dispusieron en una cabina bioclimética,
con 12 h diarias de iluminacion / 12 h oscuridad, a una temperatura de 21°C y una humedad
relativa superior al 80%, durante un tiempo maximo de 8 dias (Figura 9E).

Figura 9. Plantulas en estadios vegetativos jovenes empleadas para la inoculacion de los
aislamientos R19, D30, P7 y T7, sobre sus respectivos hospederos originales. A. R.
crispus. B. D. horizontalis. C. P. nepalensis. D. T. alata. E. Plantulas de T. alata y sus

respectivos controles, dispuestas sobre camara biocliméatica después de la inoculacion.

La patogenicidad de cada uno de los cuatro aislamientos sobre las plantulas hospederas,
se prob6 mediante la inoculacién descrita y sus respectivos controles, con seis repeticiones
para cada uno, tomando como unidad experimental cada planta individual (Figura 9E)
(Tabla 7).
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Tabla 7. Descripcion de los aislamientos flungicos inoculados sobre el area foliar de
plantulas arvenses huéspedes en estado vegetativo juvenil.

Arvense hospedera Aislamiento flngico Control
R. crispus R19 -
D. horizontalis D30 -
P. nepalensis P7 -
T. alata T7 -

Variables respuesta: se registrd el periodo de incubacién, dado por los dias trascurridos
entre la inoculacion y la aparicién de los primeros sintomas, la incidencia de la enfermedad,
determinada como el porcentaje de plantas con presencia de sintomas respecto al nimero
total de plantas [Ec. 17], y la severidad de la afectacion.

La variable severidad fue estimada de manera destructiva, para lo cual se desprendieron
todas las hojas de la planta y se dispusieron sobre una superficie plana, adyacentes a una
referencia de longitud. Perpendicular a la superficie y una altura de 20 cm, se capturé una
imagen de cada una de las hojas. Se determiné tanto el area foliar total, como el area de
las lesiones, usando el programa ImageJ 1.x (Schneider et al., 2012), y se estimé la
severidad en cada hoja como el porcentaje de area foliar afectada [Ec. 18].

Por cada experimento se realiz6 una Unica evaluacion de la incidencia y severidad de las
enfermedades. EI momento de la medicion de area afectada en cada hoja dependio de la
velocidad del desarrollo de las lesiones en cada huésped, asi: para R. crispus fue a los 8

dias, para D. horizontalis y P. nepalensis a los 5 dias y para T. alata a los 3 dias.

A 0¢ ®OD 0O

3 Gp T T [Ec. 17]

A "YQL Q1 RO 6p T T [Ec. 18]

2.2.5 Verificacion de los postulados de Koch

En ambas pruebas de patogenicidad, una vez desarrolladas las lesiones y registradas las
variables, se realizaron reaislamientos a partir de los tejidos enfermos, con el fin de verificar

el cumplimiento de los postulados de Koch. Para esto, se tomé una hoja sintomatica de
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cada tratamiento inoculado, se realizé siembra directa sobre medio PDA y se compararon
morfolégicamente las colonias crecidas con las originales, para comprobar su identidad.

Finalmente, se realizaron observaciones morfolégicas en microscopio segun el tipo de
conidia presente, para la identificacion preliminar a nivel de género de los aislamientos que
mostraron patogenicidad y cumplieron los postulados de Koch, sobre sus respectivos

huéspedes originales.

2.2.6 Andlisis estadistico

El analisis se realiz6 usando el software estadistico implementado en el programa R-
Project® versién 3.6.1 (The R Core Team, 2019). Se inicié con la evaluacién para todas
las variables respuesta, del cumplimiento del supuesto de normalidad, mediante el test de
Shapiro-Wilk. Las que no cumplieron se transformaron siguiendo el método Box-Cox, y se
evalu6 nuevamente el supuesto de normalidad sobre la variable transformada. Las
variables que nuevamente no cumplieron con el supuesto de normalidad, fueron evaluadas
por estadistica no paramétrica, mediante la comparacion entre los tratamientos por la
prueba de Kruskal-Wallis, cuando las variables presentaban mas de dos tratamientos y por
la prueba de rangos de Wilcoxon, para variables con solo dos tratamientos. En ambos

casos se utilizé un nivel de confianza del 95%.

2.3 Resultados y discusién

2.3.1 Sintomatologia y aislamientos

Se obtuvieron en total 21 aislamientos diferentes de hongos, distribuidos por arvense asi:
en R. crispus y P. nepalensis seis en cada una, en D. horizontalis cinco y en T. alata cuatro.
Los sintomas asociados con estos aislamientos flngicos, asi como los resultados de la
prueba de patogenicidad preliminar sobre la hoja desprendida de sus respectivas arvenses
huéspedes se presentan en la Tabla 8.

Se descartaron 12 de estas cepas, debido a que no presentaron lesiones sobre el tejido
vegetal, aun después de dos inoculaciones preliminares; posiblemente, estos sean
microorganismos contaminantes, endofitos de las plantas o, las condiciones ambientales
no favorecieron la aparicion de sintomas. Con la metodologia de aislamiento usada, es
comun el hallazgo de este tipo de microorganismos (Shipunov et al., 2008; Prakash et al.,
2018).



Tabla 8. Sintomatologia y resultados del test de patogenicidad preliminar sobre hojas desprendidas asociados con los aislamientos

fungicos de Rumex crispus, Digitaria horizontalis, Persicaria nepalensis y Thunbergia alata.

Sintoma Aislamientos asociados
Arvense ., L Lo - Testde Género
Lesion Descripcién Apariencia Cdédigo patogenicidad fngico
preliminar
_ : R14 + Colletotrichum sp.
Lesiones de forma ligeramente
redonda, de color marrén oscuro,
A necréticas en el centro, de apariencia R17 - Desconocido
concéntrica, textura rugosa y a menudo
con zonas cloréticas alrededor. .
R18 - Desconocido
R. crispus
) _ R15 + Didymella sp.
Pequefias manchas circulares, de color
rojizo o] purpura, creciendo )
B rapidamente por el tejido foliar y el tallo, R19 + Epicoccum sp.
de textura lisa y a menudo con un
pequefio centro blanquecino. .
R20 - Fusarium sp.
D11 - Desconocido
Lesiones inicialmente de forma
A redonda de color amarillo, las cuales
crecen hasta tornarse café-rojizas y D12 _ Desconocido
angulares, y posteriormente alargadas
y necroéticas, rodeadas de manchas
cloréticas con apariencia de quemazon. ] ]
. . D30 + Bipolaris sp.
D. horizontalis
D13 - Desconocido
Lesiones redondas, de color marrén
B oscuro, con apariencia concéntrica y
textura ligeramente hundida. . D29 - Desconocido
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Sintoma Aislamientos asociados
Arvense Test de Género
Lesion Descripcion Apariencia Cdédigo patogenicidad fanaico
preliminar 9
_ . P3 - Pestalotia sp.
Lesiones de forma semicircular, con
apariencia de anillos concéntricos, de )
A color marrén claro en el centro, P7 + Stemphylium sp.
ligeramente hundidos y rodeadas de
una coloracién violacea, creciendo
rapidamente sobre el tejido foliar. P29 - Desconocido
P. nepalensis
P4 + Bipolaris sp.
Pequefias manchas de color violaceo o . . .
B morado, de forma circular, con un P5 + Phialemoniopsis sp.
centro blanquecino de textura lisa.
P8 - Desconocido
T7 + Alternaria sp.
Lesiones necroticas de forma irregular,
A de textura rugosa y de color negro o a
veces marrén oscuro, eventualmente
rodeadas de un halo clorético. T9 _ Desconocido
T. alata
Manchas inicialmente de color amarillo T8 - Desconocido
y de forma semicircular o irregular, que
B crecen hasta fusionarse y tornar el
tejido con apariencia clorética,
posteriormente se tornan de color T10 + Nigrospora sp.

marrén claro, con un centro definido.




Mediante observaciones microscopicas se logro identificar los géneros correspondientes
asociados con algunos de los aislamientos. Sin embargo, en algunos casos no fue posible
debido a la ausencia de esporulacion, cuando se cultivaron bajo la metodologia descrita.

Segun esta prueba preliminar, se preseleccionaron para la evaluacién experimental
completa, los aislamientos R14, R15 y R19 para R. crispus; D30 para D. horizontalis; P4,
P5 y P7 para P. nepalensis y T7 y T10 para T. alata. Las descripciones morfologicas
detalladas e identificacion molecular de estos nueve aislamientos patogénicos se

abordaran en el capitulo tres de esta tesis.

2.3.2 Pruebas de patogenicidad sobre hoja desprendida

En la Tabla 9 se detalla el periodo de incubacién y porcentaje de incidencia, que mostraron

los nueve aislamientos fingicos seleccionados, segun la especie arvense hospedera.

2.3.2.1 Periodo de incubacion

En R. crispus el periodo de incubacién segun el aislamiento, oscilé entre 3.2 y 6.2 dias,
siendo R19 el de menor tiempo, cuando la inoculacion se hizo con discos de agar. Con el
aislamiento R15 los sintomas aparecieron a los 4.3 dias después de la inoculacién con
discos de agar; pero, cuando se us6 la metodologia de suspension no se presenté
infeccion. En R14, no hubo variacion respecto al tipo de inoculacién usada, estando entre
5.3 y 5.8 dias.

En el caso de D. horizontalis, el periodo de incubacion del aislamiento D30 dependio de la
forma de inoculacion, siendo de 4.3 y 7.5 dias, cuando se usaron discos de agar con
micelio y suspension de esporas, respectivamente.

Los aislamientos fungicos de P. nepalensis mostraron sintomas entre 3.1y 6.2 dias, siendo
mas rapida la infeccién dada por el aislamiento P7, mediante inoculaciéon con discos,
seguido de P4y por altimo P5; mientras que, cuando se us6 suspension, no hubo variacion
entre estos.

Para T. alata, el aislamiento T7 mostré un periodo de incubacion de 2.8 y 3.30 dias;
mientras que en T10 fue de 6.1 y 6.5 dias, cuando se inocul6 con discos y suspension,

respectivamente.
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Tabla 9. Periodo de incubacion y porcentaje de incidencia de los aislamientos fungicos de
Rumex crispus, Digitaria horizontalis, Persicaria nepalensis y Thunbergia alata, durante
pruebas de patogenicidad en hoja desprendida, bajo dos metodologias de inoculacién.

. . Periodo de incubacion (dias) Incidencia (%)
Arvense AlsIaT|ento = S
ISCOS e Suspension KW? ISCOS  wn Suspension KW?
agar agar
R14 5.8 a 5.3 a 333 ¢ 41.7 c
R15 4.3 ab ND C 66.7 b 0.0 d
R. crispus
R19 3.2 b 6.2 a 91.7 a 75.0 ab
Control ND c ND c ND d ND d
D30 4.3 b 7.5 a 91.7 a 41.7 b
D. horizontalis
Control ND c ND c ND ¢ ND c
P4 3.9 ab 6.2 a 75.0 ab 75.0 ab
P. P5 4.5 ab 5.3 ab 410 c 33.0 c
nepalensis  p7 31 b 5.7 a 100.0 a 50.0  bc
Control ND c ND c ND d ND d
T7 2.8 b 3.3 ba 91.7 a 66.7 ab
T. alata T10 6.5 a 6.1 a 583 b 66.7 ab
Control ND c ND c ND ¢ ND c

1 Prueba de Kruskal Wallis y Wilcolxon. Valores con la misma letra no difieren estadisticamente entre si (p<0.05).

(*) R14= Colletotrichum sp., R15= Epicoccum sp., R19= Didymella sp., D30= Bipolaris sp. P4= Bipolaris sp., P5=
Phialemoniopsis sp., P7= Stemphylium sp., T7= Alternaria sp., T10= Nigrospora sp.

2.3.2.2 Incidencia

En R. crispus el aislamiento R19 presentd la mayor incidencia, tanto cuando la inoculacién
se dio con discos como con la suspensién de micelio, tomando valores de 91.7% y 75%,
respectivamente. No hubo consistencia en los demés aislamientos, asi: R15 presentd una
incidencia del 66.7% cuando la inoculacién se hizo con discos, pero no logro infectar el
huésped mediante suspension micelial; por el contrario, R14, mostr6é una incidencia similar
con ambos métodos de inoculacion, pero con menores valores, 33.3 y 41.7%,
respectivamente.

Para D. horizontalis, el aislamiento D30 mostré una incidencia del 91.66% cuando se us6

la técnica de discos de agar y del 40.6% mediante suspensién de esporas.



Capitulo 2 61

En cuanto a P. nepalensis, la incidencia oscilé entre 33.3% y 100%, siendo el aislamiento
P7 el que present6 el mayor valor con la inoculacién de discos de agar. Ademas, se
encontr6 que la incidencia de P4 y P5 no vari6 cuando se cambia de método de
inoculacion; sin embargo, para P7 si se reduce significativamente en un 50%.

Por ultimo, los dos aislamientos fungicos de T. alata mostraron incidencias superiores al
58%, las cuales no variaron considerablemente, respecto al método de inoculacién usado.
T7 mostré la mayor incidencia en ambas metodologias, con valores de 91.6% y 66.7%,
para discos y suspension, respectivamente, mientras que para T10 oscilé entre 58.6% y

66.7%, respectivamente.

2.3.2.3 Severidad

La severidad de los aislamientos sobre sus respectivos huéspedes se evalué mediante el
ABCPE. En la mayoria de situaciones, se present6 un favorecimiento para el desarrollo de
las lesiones y avance de la enfermedad cuando la inoculacion se hizo mediante discos de

agar con micelio, que cuando se usé una suspension (Figura 10).

En R. crispus, se encontré que el aislamiento mas agresivo para la planta fue el R19
(ABCPE=3.40) cuando se inocula mediante discos; pero, cuando se usa la metodologia de
suspension, la afectacion se reduce significativamente. R14 no present6 variacion respecto
a las técnicas de inoculacién; mientras que, para R15, no se logré infeccion mediante
suspension micelial.

Asi mismo, el aislamiento D30 mostré una mayor severidad sobre D. horizontalis, cuando
se inocul6 con el método de discos, alcanzando un valor medio de 2.92 respecto al
tratamiento mediante suspension (ABCPE=1).

En P. nepalensis, con el método de discos se encontrd que los aislamientos que generan
mayor severidad son P7, seguido de P4, con valores de ABCPE de 5.6 y 3.7
respectivamente, mientras que para P5 fue de 1.3. Al comparar el método de inoculacion
en cada aislamiento, se encontré que no hay diferencias en la severidad de las lesiones
para los aislamientos P4 y P5; sin embargo, para P7 si se reduce drasticamente, en méas
de un 90%.

En cuanto a T. alata, se encontré que el aislamiento T7 presento la mayor afectacion foliar

cuando se inoculé con el método de discos, alcanzando valores medios de ABCPE de
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11.74 frente a 2.62 de T10; sin embargo, cuando se inoculé mediante suspension micelial,

no hubo variacién entre estos, dando lugar a valores de 4.97 y 6.28 respectivamente.

En las hojas usadas como tratamientos control, no se presentaron sintomas.

R. crispus

10

ab

ABCPE
6
|

Discos
& Suspensién

R15

Tratamientos

P. nepalense

12
J

10
1

ab

ABCPE

d d d d

P4 P5

Tratamientos

ABCPE

ABCPE

20 25 30 35

15

10

D. horizontalis

4 Discos
B Suspension

D30
Tratamientos

T. alata

Discos

B Suspension

T7

Tratamientos

T10

Figura 10. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) [cm?/10 dias] de

los aislamientos fungicos de Rumex crispus, Digitaria horizontalis, Persicaria nepalensis y

Thunbergia alata, durante pruebas de patogenicidad en hoja desprendida, bajo dos

métodos de inoculacion, discos y suspension. R14= Colletotrichum sp., R15= Epicoccum

sp., R19= Didymella sp., D30= Bipolaris sp. P4= Bipolaris sp., P5= Phialemoniopsis sp.,

P7= Stemphylium sp., T7= Alternaria sp., T10= Nigrospora sp.
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En términos generales, respecto a las metodologias de inoculacion empleadas, se
encontré que ambas fueron efectivas para el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, la
diferencia que se present6 entre ellas, lleva a considerar que con la inoculaciéon de discos
la infeccién fue mayor, facilitando la entrada del patégeno en las hojas y por lo tanto los
niveles de dafio fueron mayores, asi como la manifestacion temprana de sintomas, en
algunos de los aislamientos. En otras investigaciones también se ha reportado una mayor
area de afectacién y/o incidencia con el método de inoculacién con discos de agar, en
comparacion con la suspension de esporas (Cardona & Castafio, 2019; Garzén, 2019). Al
respecto, es pertinente considerar la concentracion de suspension requerida por cada tipo
de microorganismo, ya que generalmente, para inoculacién se usan suspensiones fungicas
entre 1x10* y 1x10’ esporas o micelio/mL, este nimero no es estandar, y el
establecimiento de la infeccion durante cada interaccion patogénica podria ser variable
(Vallejo & Estrada, 2016). En esta investigacion, se optd por trabajar una concentracion
estandar intermedia de 1x10°8 esporas o micelio/mL, debido a la falta de informacién y/o

desconocimiento sobre la epidemiologia de las interacciones involucradas.

En este sentido, en cuanto al aislamiento R15, que presentd infeccibon mediante la
inoculacion con discos, pero no asi cuando se uso la suspension micelial; es posible que
la concentracion de suspension micelial aplicada, haya sido insuficiente para generar
enfermedad o las estructuras infectivas como esporas no estaban presentes en la
suspension. Eventualmente, R15 podria considerarse como un patégeno mas débil, que
requiere mas cantidad de in6culo para la infeccion o requiere estructuras como conidias.
Ademas, es posible que el patdbgeno necesite mas tiempo para infectar el tejido vegetal;
condicién posiblemente no ofrecida mediante la aplicacién en suspensién. Por otra parte,
cabe mencionar la posibilidad de que se haya presentado perdida de virulencia en el medio
semi-sintético de cultivo y/o mal manejo del patégeno en laboratorio, como sucede en

algunas investigaciones (Morales et al., 2014; Sanchez et al., 2019).

Estos resultados avalan la metodologia de discos en cuanto a la deteccion de expresion
de la enfermedad, especialmente en aquellos hongos que no esporulan; mientras que, la
suspension de esporas y/o micelio infectivo puede ser mas util en términos practicos,

puesto que se acerca mas a una formulacion potencial y/o aplicacién en campo.
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De acuerdo con los resultados de patogenicidad y en especial del comportamiento del
ABCPE, los aislamientos elegidos para ser evaluados sobre las respectivas plantas
completas fueron R19 (Didymella sp.) sobre R. crispus; D30 (Bipolaris sp.), sobre D.
horizontalis; P7 (Stemphylium sp.) sobre P. nepalensis y T7 (Alternaria sp.) sobre T. alata,
debido a que presentaron la mayor severidad de sintomas sobre sus respectivos
hospederos y/o iniciaron el desarrollo de la enfermedad en un menor tiempo, de acuerdo

al periodo de incubacion mostrado.

2.3.2.4 Sintomatologia de inoculaciones

En la Figura 11 se muestran los sintomas exhibidos durante la infeccién en laboratorio de
los aislamientos, a los 8 dias después de la inoculaciéon (DDI), mediante los dos métodos

de inoculacion y sus respectivos controles, para cada arvense.

En R. crispus, los sintomas del aislamiento R14 se caracterizaron por mostrar manchas de
color café, de forma irregular y sin esporulacion sobre el tejido; mientras que, los sintomas
de R15 y R19 fueron similares entre si, mostrando manchas de forma més definida, casi
redondeadas, inicialmente con un halo clorético, que fue desapareciendo conforme al
crecimiento. Ademas, fue de comun ocurrencia que en todos los tratamientos se evidencio
en las hojas una despigmentacion aparentemente natural con el paso de los dias,
tornandose definidamente amarillas.

Los sintomas exhibidos por el aislamiento D30 consistieron inicialmente en pequefas
lesiones de forma ligeramente alargada y de color café rojizo con centro blanquecino, las
cuales estuvieron rodeadas de manchas cloroéticas, hasta alargarse y tornarse necroéticas

ylo grisaceas.

En P. nepalensis, los sintomas producidos por el aislamiento P4 se caracterizaron por
presentar manchas de color café o negras, de textura seca y creciendo con gran rapidez
hasta necrosarse. P5 indujo sintomas que iniciaron con el amarillamiento del area de
infeccion, seguido de manchas de color marrén de forma redondeada a ligeramente
ovalada. Con el aislamiento P7 se presentaron manchas de color marron, con forma mas
0 menos ovaladas, las cuales se fueron oscureciendo a medida que se presentd la

esporulacion sobre el tejido, lo cual fue de comun ocurrencia con ambos métodos; a
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menudo estas lesiones se expandieron y fusionaron entre si, afectando severamente el
organo foliar.

Respecto a T. alata, el aislamiento T7 mostrd6 manchas oscuras, de borde y crecimiento
irregular, torndndose necréticas rapidamente y mostrando generalmente esporulacion
directamente sobre el tejido en menos de 5 dias; mientras que, los sintomas producidos
por T10, iniciaron con pequefios puntos rojos inmersos en una coloracién amarilla, la cual
desaparece poco a poco dando lugar a manchas oscuras, de color gris y/o marron, de

forma ligeramente mas redondeada y con un aspecto mas liso.

SuSpension
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Figura 11. Sintomatologia en hoja desprendida de los aislamientos fungicos inoculados
sobre sus respectivas arvenses hospederas, mediante dos metodologias de inoculacion:
discos y suspension, y sus respectivos controles. De arriba abajo, los aislamientos R14
(Colletotrichum sp.), R15 (Epicoccum sp.), y R19 (Didymella sp.) sobre Rumex crispus;
D30 (Bipolaris sp.) sobre Digitaria horizontalis; P4 (Bipolaris sp.), P5 (Phialemoniopsis sp.)
y P7 (Stemphylium sp.) sobre Persicaria nepalensis; T7 (Alternaria sp.) y T10 (Nigrospora

sp.,) sobre Thunbergia alata.
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2.3.2.5 ldentidad de los aislamientos

R. crispus

De acuerdo con la identificacion microscopica, los aislamientos patogénicos aqui
encontrados se asocian con los géneros Colletotrichum sp., (R14), Epicoccum sp., (R15)
y Didymella sp., (R19) (Figuras 14, 16 y 18, respectivamente), sobre los cuales no se tiene
hasta la fecha reporte sobre R. crispus en Colombia, ni de la severidad de la enfermedad
en cada caso.

En un estudio realizado por Lee y Kim (2002) se identific6 a Colletotrichum destructivum
O'Gara como patégeno de R. crispus, usando la misma metodologia de inoculaciéon aqui
descrita con sintomas que aparecieron a los 7 DDI. Estos sintomas consistieron en una
serie de manchas marrones en las hojas, que se expandieron y se torcieron, lo que resulté
en la decoloracion de partes enteras a marrén oscuro o ligeramente marrén rojizo. En
Republica de Corea, también se reportd como patégeno de la planta a Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc (Kim et al., 1998). En Nueva Zelanda se informé la
patogenicidad de Phoma rumicicola Boerema & Loer (=Didymella rumicicola) sobre varias
especies de Rumex sp., cuyos sintomas en campo consistian en pequefias manchas rojas
violaceas, de unos 10 mm de diametro y con centros ligeramente hundidos y oscuros
(Boerema et al., 1980).

Alrededor del mundo, algunos estudios fitopatoldégicos en R. crispus han permitido el
hallazgo de otros hongos, como Ovularia obligua (Cooke) Oudem., asociado a una
enfermedad conocida en Argentina como fAviruel ac
muy bajo (Dal Bello & Carranza, 1995). Mas recientemente, se report6 por primera vez en
Uruguay a Alternaria alternata como causante de pequefias manchas circulares que
eventualmente se convirtieron en lesiones irregulares de color marrén oscuro, con
presencia de anillos concéntricos sobre las hojas de R. crispus (Kaspary et al., 2019). En
Brasil, se observo que el moho polvoriento Erysiphe quercicola S. Takam. & U. Braun.,
ocasioné una incidencia de la enfermedad del 100%, y su gravedad vari6 del 40 al 80%,
incluyendo sintomas como crecimiento reducido y lesiones irregulares redondeadas de
color blanco a gris, distribuidas en las hojas, tallos de flores y céliz; asi como muerte
prematura de los 6rganos florales (Dorneles et al., 2019). En Europa se ha sefialado que
el hongo biétrofo Uromyces rumicis (Schumach.) G. Winter puede reducir hasta un 60% de

brotes y un 52% el crecimiento de la raiz de R. crispus durante el primer afio de hibernacién
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de las plantas; al mismo tiempo que reduce hasta en un 35% el peso seco de Rumex
obtusifolius L. durante el primer afio (Hatcher et al., 2009). Asi, se ha sefialado también
varias especies del género Rumex sp., como susceptibles a un mismo patdégeno, tal como
sucede con Ramularia rubella (Bonord.) Nannf, que tiene la capacidad de infectar a R.
crispus, Rumex longifolius DC y R. obtusifolius (Hube et al., 1989).

Los géneros Colletotrichum, Phoma y Sclerotinia son de alta perspectiva de uso como
bioherbicidas debido a su potencial para infectar plantas y a la aptitud para desarrollar un
producto comercial funcional a partir de estos (Charudattan, 1991; Harding & Raizada,
2015). A saber, tres formas especiales de C. gloeosporioides se han logrado registrar y
comercializar como bioherbicidas y al menos otras 16 especies mas han sido evaluadas
como candidatos (Zhang et al., 2003). Por su parte, Phoma macrostoma (=Didymella
macrostoma), ha sido registrada y comercializada en EE.UU y Canada para el control de
varias arvenses de hoja ancha (Taraxacum officinale, Senecio vulgaris, Cirsium arvense y
Cicer arietinum) donde evidentemente, la gravedad de los sintomas y el impacto en la
mortalidad varia dependiendo de cada planta, pero sin afectar monocotiledéneas (Hubbard
et al., 2016). Hynes (2018) menciona alrededor de 30 especies diferentes de Phoma
(=Didymella sp.) con potencial de biocontrol sobre mas de 25 especies de arvenses de
hoja ancha.

Respecto a Epicoccum, se sefalo la especie Epicoccum purpurascens Kunze ex Schitdl
como un agente bioherbicida prometedor para el control de Echinochloa spp., considerada
una de las principales plagas en los cultivos de arroz. Ademas de causar lesiones foliares
sobre la arvense, se detectd la capacidad de inhibir la germinacién de semillas (Motlagh,
2011). Vale la pena sefialar que, como se vera mas adelante, algunas especies de Phoma

sp, fueron reclasificadas recientemente en el género Epicoccum.

D. horizontalis

Se encontrd que el aislamiento D30 corresponde a una especie clasificada en el género
Bipolaris sp., (Figura 20) el cual, se encuentra comunmente asociado como patégeno de
diversos cultivos, principalmente de cereales como el maiz, avena, trigo, arroz y sorgo, de
gran distribucién mundial, aunque también puede comportarse como endofito y saprofito

(Marin et al., 2017). De Lima et al. (2012), reportaron a Bipolaris sp., afectando varias
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especies del género Digitaria y algunos otros pastos como Sorghum halepense L. y Chloris
gayana Kunth, cominmente mediante manchas y tizones foliares. Sin embargo, no se
evaluo la severidad de la enfermedad de los aislados en estas.

Asi mismo, se han encontrado otros hongos de importancia agronémica asociados con
Digitaria spp., incluyendo D. horizontalis y Digitaria sanguinalis (L.) Scop.; tales como
Pyricularia grisea Sacc., que ocasiona manchas foliares sobre las plantas hospederas
(Klaubauf et al., 2014), Gaeumannomyces graminis (Sacc.) Arx y DL Olivier (Peixoto et al.,
2014) que representa una amenaza importante para los cultivos de arroz (Oryza sativa L.)
y Curvularia sp. (De Lima et al., 2012). Estas relaciones son de importancia debido a que
contribuyen a analizar la pertinencia de estos agentes de biocontrol en el manejo
agrondmico fitosanitario. Al respecto, Tylley (2002) indic6 que el potencial de biocontrol de
Curvularia intermedia para D. sanguinalis es limitado en cultivos de cereales, debido a que
logra afectar especies como sorgo, arroz y maiz; pero, puede usarse exitosamente para
controlar las gramineas susceptibles presentes en otros cultivos como algodén, soya y

mani.

Por otra parte, de acuerdo con la investigacion de Flores et al. (2018) se encontré6 como
potenciales biocontroladores de las semillas de D. horizontalis, aislamientos
pertenecientes a los géneros Alternaria sp., Curvularia sp., y Fusarium sp., con incidencias
de 13.4%, 13.4% y 6.7%, respectivamente. Aunque en esta investigacion no se alcanzé la
evaluacion de patogenicidad en semillas, se sabe que Bipolaris sp., logra transmitirse por
medio de semilla y afectar la germinacién y emergencia de las gramineas hospederas
(Rioux et al., 2016; Songsomboona et al., 2019). Esta informacién permitiria pensar en
posibles investigaciones futuras sobre control bioldgico de semillas de D. horizontalis y
algunos otros pastos cercanos, dado el complejo Digitaria sp., que existe y, la afectaciéon
gue estas plantas representan en varios cultivos de eudicotiledéneas. De esta forma, la
patogenicidad de este microorganismo podria pensarse desde el punto de vista de la

preemergencia.

P. nepalensis

Se encontré que los aislamientos patogénicos identificados corresponden a los géneros
Bipolaris sp., (P4); Phialemoniopsis sp., (P5) y Stemphylium sp., (P7) (Figuras 22, 24y 26,
respectivamente). De acuerdo con la revision bibliogréfica, hasta la fecha no se tienen

reportes de estos hongos como fitopatégenos de P. nepalensis, por lo que esta
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investigacion representa el primer registro y sefialamiento de estos hongos como posibles
agentes de biocontrol.

En Africa se reporto la presencia de Microbotryum polygoni-alati (Thirum. & Pavgi) Vanky
y M. nepalensis en la planta; aunque previamente ya se tenia conocimiento de esta
asociacion en algunos paises asiaticos como China e India (Denchev & Denchev, 2017);
zona de donde se cree gue es el centro de origen de la planta. Sin embargo, ho se conocen
estudios que hayan evaluado la patogenicidad y/o severidad directamente de estos sobre
la planta. Como ya se menciond, Bipolaris sp., es comunmente reportado como agente
bioherbicida prometedor, sobre todo para aquellos cultivos de dicotiledéneas.

Respecto a Phialemoniopsis sp., se sabe que la especie Phialemonium curvatum (W.
Gams y W.B. Cooke (=Phialemoniopsis curvata), esta involucrada en la enfermedad de
Petri en vifiedos jovenes (Vitis spp.), contribuyendo, junto a otros patégenos vasculares, a
la disminucién de la poblacién de plantas en vivero en Brasil (Halleen et al., 2007). Hasta

el momento no se tiene informacion sobre su utilidad como agente de biocontrol.

Sobre Stemphylium sp., solo se encontrd un reporte como potencial agente de biocontrol
en Turquia sobre la arvense Veratrum album L., con una mortalidad de 73% sobre la
poblacién, usando una concentracién de 5 x 10° esporas/mL de Stemphylium vesicarium
(Wallr) E.G. Simmons (Asav et al., 2016). Stemphylium sp., esta involucrado como
patdgeno de varias plantas cultivadas, entre las que se encuentran tomate, cebolla,

espinaca, esparrago, pepino, entre otros (Woudenberg et al., 2017).

T. alata

De acuerdo con las observaciones morfolégicas preliminares, se encontré que el
aislamiento T7 corresponde con el género Alternaria sp., (Figura 28) y el aislamientoT10
con Nigrospora sp., (Figura 30). Respecto a Alternaria sp., ya se tienen reportes del
patégeno Alternaria thunbergiae EG Simmons & Alcorn causando mancha foliar en plantas
adultas de T. alata en Florida, EE.UU, cuyos sintomas en estado natural consisten en
pequefias lesiones circulares y oscuras que al expandirse producen un margen irregular;
con tejido necrotico circundante y con el centro de color marron (Leahy, 1992).

En otras investigaciones se reportd especificamente la infeccion de A. thunbergiae en
Brasil (Melo et al., 2009), mediante la inoculacion de plantas adultas en condiciones de

invernadero, con un periodo de incubacion de 12 dias cuando se realizaron heridas foliares
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y de 15 dias cuando no hubo heridas. Recientemente, se reporté en Europa, por primera
vez la infeccion de A. thunbergiae sobre plantas jovenes de T. alata, después de dos
semanas de inoculacion, mostrando pequefias lesiones necréticas de forma irregular
(Newbery et al., 2019).

La aplicacién de este género flingico como agente de biocontrol ya se ha evaluado con
anterioridad sobre otras plantas indeseables. Por ejemplo, la patogenicidad de A. alternata
ha sido comprobada exitosamente para el biocontrol de Parthenium hysterophorus L. y
Lantana camara L. (Saxena & Kumar, 2010); sobre Rumex dendatus L. se reporté una
mortalidad del 100% de las plantas al aplicar una emulsién de este patégeno a 1x10’
esporas/ml; también para Amaranthus retroflexus L. y Ageratina adenophora (Spreng.) RM
King & H. Rob., en cuyo caso se encontré incluso que el micelio fue mas efectivo para
controlar esta ultima que las conidias (Qiang et al., 2006). A partir de otras investigaciones,
incluso se logré avanzar con la formulacién de productos bioherbicidas a partir de
Alternaria spp., como el producto comercial SMOLDER, formulado a partir de Alternaria
destruens EG Simmons para el control de Cuscuta spp., y CASST, formulado a partir de
Alternaria cassiae Jurair y A. Khan para controlar plantas de Cassia spp., en cultivos de
soya y mani en EE.UU (Dagno et al., 2012). De acuerdo con Thomma (2003) las especies
patégenas de Alternaria spp., se caracterizan por producir toxinas especificas al huésped,

gue generalmente causan lesiones necréticas lentas, hasta destruir el tejido afectado.

Respecto a Nigrospora sp., se han sefialado ya algunas especies fitopatégenas de
importantes arvenses en la agricultura, como es el caso de la caminadora Rottboellia
cochinchinensis (Lour.), a través de Nigrospora sphaerica (Sacc.) EW Mason, que causa
importantes lesiones a nivel foliar (Sanchez, 1999). En otro caso, buscando el biocontrol
de Sporobolus fertilis (Steud.) Clayton, un pasto considerado como agresivo en diversos
cultivos en Australia, se evalué con éxito la infeccion de plantas adultas en campo durante
la primavera, a través de la inoculacién de Nigrospora oryzae (Berk. & Broome) Petch, la
gue ocasiona pudricion de corona sobre estas y se sefial6 como un agente potencial para
la generacion de un micoherbicida comercial (Officer et al., 2012). En Turquia, también se
reportd N. sphaerica como patdgeno foliar de Wisteria sinensis (Sims), una enredadera
arbérea comun, afectada por lesiones necroticas que inicialmente consistian en manchas
grisaceas, de forma irregular, rodeadas a menudo por una zona amarilla (Soylu et al.,
2011).
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A pesar de que los géneros aqui reportados son comiunmente patdgenos limitantes en
cultivos, su posible uso potencial no se descalifica; pues, cada situacion en particular
podria tener oportunidades o limitaciones, en funcién de la forma de uso. Claramente, no
es posible responder tales interrogantes con los resultados obtenidos en esta
investigacion; sin embargo, como se menciond en la literatura citada, esto no es un

impedimento para el control biolégico de arvenses.

2.3.3 Pruebas de patogenicidad sobre plantulas

Los cuatro aislamientos mostraron patogenicidad sobre las plantulas de su respectiva
arvense hospedera, con una incidencia del 100% sobre la poblacion para cada especie,
con periodos de incubacion entre 1 a 4 dias; mientras que, en los tratamientos controles
no se presentaron sintomas de enfermedad. Asi mismo, los aislamientos fungicos lograron
afectar las plantas con severidades que oscilaron entre 8.35 y 34.31% del area foliar total
(Figura 12).

100 100 100 100
100
90 Periodo de incubacion (dias)
80
I I 0,
70 m |ncidencia (%)
60 i .
Area foliar afectada (%)
50
40 34,31
30 28,6
21,6
20
8,35
10 '
4 25 17 1
0
R19 D30 P7 T7
R. crispus D. horizontalis P. nepalensis T. alata

Figura 12. Periodo de incubacion, incidencia y area foliar afectada correspondiente a la
inoculacion mediante suspension de las interacciones (R19 x R. crispus); (D30 x D.
horizontalis), (P7 x P. nepalensis), y (T7 x T. Alata) en estado vegetativo, alos 5, 5,8y 3

DDI respectivamente.
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Los sintomas exhibidos por el aislamiento R19 (Didymella sp.) sobre R. crispus se
presentaron en promedio a partir de los 4 DDI; los cuales consistieron en pequefias
manchas circulares de color rojizo o violaceo, rodeadas a menudo de areas cloréticas y
necréticas en estados avanzados, logrando afectar el 8.35% del area foliar a los 8 DDI
(Figura 20A 'y 20B).

Las lesiones del aislamiento D30 (Bipolaris sp.) sobre D. horizontalis aparecieron en
promedio a 1.7 DDI; mostrando manchas de color marrén oscuro, inicialmente con centro
blanquecino, las cuales crecieron de forma alargada con cierta apariencia de quemazoén o
bronceado. Este patégeno fue el que presentdé mayor severidad, afectando el 38.31% del

area foliar de la planta en un periodo de 5 DDI (Figura 13C, 13D).

Figura 13. Sintomas exhibidos después de la inoculacion de los aislamientos mas

virulentos sobre sus respectivas plantulas huéspedes. A-B R19 (Didymella sp.) sobre R.
crispus. C-D. D30 (Bipolaris sp.) sobre D. horizontalis. E-F. P7 (Stemphylium sp.) sobre P.
nepalensis. G-H. T7 (Alternaria sp.) sobre T. alata.
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El aislamiento P7 (Stemphylium sp.) mostrd sintomas sobre P. nepalensis a partir de los
2.5 DDI, con lesiones inicialmente blancas de forma redonda y de textura ligeramente
deprimida, las cuales fueron creciendo hasta tornarse ovaladas y de color café oscuro
hasta juntarse. El area foliar afectada fue de 21.6% a los 5 DDI (Figura 13E y 13F).

Los sintomas de T7 (Alternaria sp.) sobre T. alata aparecieron mas tempranamente, con
una media de un 1 DDI, mostrando manchas de color gris oscuro y/o marrén oscuro, de
forma irregular y textura rigida, las cuales avanzaron rapidamente hasta juntarse y
necrosar todo el tejido vegetal. Este patdgeno alcanzé a afectar el 28.6% del area foliar en
solo 3DDI (Figura 13G y 13H).

Las areas de afectacién presentadas corresponden a diferentes tiempos de evaluacion,
debido a que la velocidad de avance de los sintomas fue muy variada de acuerdo a cada
interaccion patogénica. Estos resultados demuestran la capacidad de los patégenos
hallados para establecerse con éxito sobre las plantas en las condiciones evaluadas. Sin
embargo, valdria la pena considerar algunos aspectos clave, como el incremento de la
concentracion de inéculo, con el fin de obtener una mayor efectividad, especialmente para
el caso de R. crispus; asi como aumentar el tiempo de evaluacion de sintomas, ya que las
lecturas fueron realizadas entre 3 a 8 dias después de la inoculacién (8DDI), debido a la
necesidad de cosechar y medir el area foliar afectada antes de que se presentaran algun
otro factor como defoliaciones, pudriciones, entre otros. Asi, y de acuerdo con los objetivos

del estudio, se logro la deteccion de sintomas de enfermedad en plantulas jévenes.

Bajo las condiciones de camara bioclimatica, se present6é una aceleracion en el periodo de
incubacién de los aislamientos, respecto a las inoculaciones en hojas desprendidas, con
variaciones del 36%, 78%, 56% y 70% para R19, D30, P7 y T7, respectivamente; asi como
un mayor porcentaje de incidencia. Finalmente, para ambas pruebas de patogenicidad, se
comprobd que las cepas re-aisladas después de la infeccion artificial compartian las
caracteristicas morfolégicas de aquellas que fueron inoculadas inicialmente, cumpliendo

asi con los postulados de Koch (Anexo B).

Por otra parte, son comunes las inoculaciones de hongos a través de heridas sobre el
tejido vegetal, lo cual permite superar las barreras fisicas, proporciona un ambiente mas
humedo y facilita el establecimiento de la enfermedad. Durante estas inoculaciones, tanto

en hoja desprendida como en plantulas, no se realizaron heridas artificiales ni cortes de
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ningun tipo sobre el tejido, lo cual demuestra una buena capacidad de infeccién por parte
de los nueve aislamientos evaluados. Esta informacion podria ser de gran utilidad si se
piensa en posibles aplicaciones en campo, ya que de acuerdo con Auld et al. (2003)
algunos bioherbicidas comerciales, como por ejemplo BioChon® (Chrondrostereum
purpureum (Pers.) Pouzar), Stumpout® (Cylindrobasidium laeve (Pers.) Chamuris),
Hakatak® (C. gloeosporiodes), y Camperico® (Xanthomonas campestris (Pammel)
Dowson) necesitan inicialmente de heridas en las plantas para lograr ejercer un biocontrol
efectivo. Eventualmente podria pensarse que, con la realizacion de heridas, el rendimiento
de la aplicacién sea mejor; asi, una posible practica a evaluar consistiria en podar las
plantas, aplicar la suspensién y posteriormente riego por aspersion, ya sea bajo

condiciones controladas como en campo.

Como ya se sefiald, bajo las condiciones de crecimiento descritas no se logré la
esporulacién de los aislamientos R19 (Didymella sp.), P7 (Stemphylium sp.) y T7
(Alternaria sp.) en medio artificial; sin embargo, mediante la inoculacién micelial de estos
en ambas pruebas de patogenicidad, se logré la esporulacién directamente sobre el tejido
foliar, lo cual permitié la observacién de sus estructuras. Usualmente se considera que
solamente las esporas del microorganismo son los propagalos viables para el desarrollo
de un bioherbicida, pero, se ha demostrado que, dependiendo de la formulacion, el micelio
infectivo puede ser igualmente exitoso. Un ejemplo de producto micelial comercial es
Myco-T e ¢ h(€. purpureum) usado para el control de rosaceas del género Prunus sp.,
(Charudattan, 2005). Por otra parte, se demostré la eficiencia del micelio de A. eichorniae
evaluado en campo sobre Eichornia crassipes (Mart.) Solms (Shabana et al., 1995); asi
como el micelio de A. alternata sobre A. adenophora (Qiang et al., 2006) que logré una

infeccién exitosa.

Cabe destacar, que los aislamientos logran infectar las plantas en estados fenolégicos
vegetativos, lo cual era de esperarse ya que comunmente se acepta que es una etapa de
susceptibilidad a enfermedades en plantas. Sin embargo, en estudios de Cercospora sp.,
sobre varias especies arvenses del género Ipomoea spp. Nechet & Halfeld (2019)
encontraron una mayor susceptibilidad en la etapa de flor abierta; por lo cual se entiende
que las diferentes etapas de crecimiento de las plantas podrian ser altamente especificas

para el desarrollo de hongos.
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De acuerdo con Barreto & Evans (1998) existe a necesidad de aplicar los hongos como
bioherbicidas en las etapas iniciales de crecimiento. Asi, en esta investigacion se confirma
la susceptibilidad temprana (4-8 hojas verdaderas) de las plantas evaluadas a sus
respectivos patégenos, lo cual contribuye a idear posibles estrategias de uso, que
conduzcan a un biocontrol méas efectivo, antes de que ocurra la floraciéon y reproduccion
de estas. Ademas, cabe destacar que la mayoria de herbicidas quimicos usados para el
control de estas poblaciones, no son recomendados en este estadio, pues se considera
muy avanzado para la efectividad del producto; lo cual podria ser una alternativa
prometedora para acompafiar el biocontrol de la planta, especialmente las de ciclo
perenne. Por otra parte, también podria pensarse que la aplicacion de los aislamientos en
estadios de 2-4 hojas sea incluso mas efectiva que lo obtenido en estos resultado, de
manera semejante a como sucede con las aplicaciones de herbicidas quimicos, donde las

plantas son mas susceptibles.

La informacion aqui presentada constituye el primer paso de bioprospeccion y permite
calificar estos aislamientos como potenciales agentes bioherbicidas, con lo cual se
aumentan las perspectivas de su investigacién. Sin embargo, es claro que su uso e
implementacion de una manera mas practica aun esté lejos de alcanzarse; debido a que
posteriormente se requieren diversos y complejos estudios de factibilidad. Al respecto,
Bailey (2014) considera a manera de continuidad la realizacion de pruebas de rango
hospedero, estudios epidemiolégicos en la interaccidon planta-patdbgeno-ambiente y
metodologias de produccion en masa potencial y bioformulacion eficientes.
Particularmente, resultaria de gran interés la evaluacion de la combinacion de estos
hongos para el control de una misma planta y/o un grupo de plantas huésped, con lo que
podria mejorarse el efecto; como sucedi6 por ejemplo, al combinar los patégenos
Drechslera gigantea S., Exserohilum longirostratum (Subram.) Sivanesan y Exserohilum
rostratum (Drechsler) KJ Leonard & Suggs, formulados en una emulsién para el control de
siete pastos en ensayos de invernadero y campo (Chandramohan et al., 2002). Sin
embargo, debido a limitaciones de tiempo y al alcance de esta investigacion no fue posible

la evaluacidon de mezclas.

De acuerdo con TeBeest (1996) al acogerse al enfoque bioherbicida como método
inundativo de control, lo mas importante es que los patégenos tengan la capacidad de

infectar las plantas sin limitaciones ambientales y en un corto tiempo; es decir, en un solo
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ciclo de enfermedad, por lo cual las infecciones secundarias en el ambiente determinado
no son una prioridad. Hetherington et al., (2002) sefialan que en muchos casos, no se
pretende que el bioherbicida genere un efecto de mortalidad inminente sobre las plantas
como lo hacen los herbicidas quimicos; sino que a través de la infeccion, se busca interferir
y retrasar el crecimiento de estas, generando una ventaja competitiva para el desarrollo de
los cultivos.

Esta investigacion permiti6 demostrar la capacidad patogénica de los aislamientos y
resaltar aquellos de mayor virulencia, para una concentracion y etapa fenoldgica dada y
ademas, permite abrir caminos para la continuidad de futuras investigaciones sobre control

biolégico de arvenses en Colombia.

2.4 Conclusiones

A Nueve de los 21 aislamientos obtenidos resultaron patégenos sobre las especies
hospederas, mostrando una mayor severidad foliar cuando se us6é la metodologia
de inoculacion de discos de agar con micelio, respecto a la suspension de esporas
0 micelio infectivo.

A Los aislamientos fungicos que ejercieron mayor virulencia sobre el hospedero y un
periodo de incubacién méas temprano, corresponden a R19 (Didymella sp.,) sobre
R. crispus; D30 (Bipolaris sp.,) sobre D. horizontalis, P7 (Stemphylium sp.,) sobre
P. nepalensis y T7 (Alternaria sp.,) sobre T. alata.

A Se confirm6 con éxito la capacidad patogénica de los cuatro aislamientos mas
virulentos detectados, para enfermar las plantulas (entre 4 a 8 hojas) de sus

respectiva arvenses hospederas, en condiciones controladas.
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Resumen

El objetivo fue identificar los hongos fitopatdgenos de las arvenses R. crispus, D
horizontalis, P. nepalensis y T. alata, previamente detectados. Se realiz6 un estudio
filogenético, a partir de la amplificacion del DNA y secuenciacion de los marcadores ITS
(Internal Transcribed Spacer), Beta Tubulina (b-Tub2) y el Factor de Elongacién de
Traduccion 1-alfa ( TEF1-U las secuencias purificadas se sometieron a un analisis en
BLASTN; se compararon con las secuencias disponibles en el GenBank, y se usaron para
construir arboles filogenéticos concatenados usando el modelo de Maximum likelihood
(ML). Adicionalmente, se describié y comparé la morfologia de los aislamientos flngicos,
a partir de cultivos sobre medio PDA, con 7 y 15 dias de edad para la morfologia de colonia
y de 5 a 6 semanas para la morfologia microscépica. Se logré confirmar que la identidad
de los fitopatégenos corresponde con: Colletotrichum cigarro, Epicoccum draconis y
Didymella rumicicola, sobre R. crispus; Bipolaris sp., sobre D. horizontalis; Bipolaris
zeicola, Phialemoniopsis curvata y Stemphylium beticola sobre P. nepalensis; Alternaria
thunbergiae y Nigrospora sphaerica sobre T. alata. La taxonomia actual de estos
fitopatdgenos fue discutida y confirmada bibliograficamente de acuerdo con los estudios
filogenéticos mas recientes. Este estudio representa el primer reporte en el mundo, de la
patogenicidad de estas especies sobre las respectivas plantas hospederas, a excepcion

de A. thunbergiae y Bipolaris sp.

Palabras clave: filogenética, PCR, ADNr, hongos fitopatdgenos.
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3.1 Introduccién

R. crispus, D. horizontalis, P. nepalensis y T. alata, son arvenses de dificil control y con
alto potencial de afectacion en los cultivos de clima frio moderado del Altiplano Oriente de
Antioquia, Colombia; por lo cual fueron estudiadas como especies de gran aptitud para ser
controladas biolégicamente mediante hongos fitopatégenos. La deteccion y aislamientos
fungicos de estas arvenses, evidencia el potencial del control biolégico como posible
herramienta en un programa de manejo integrado de arvenses. El uso de agentes flngicos
en la proteccion vegetal pretende la biorregulacion de la poblacion arvense dafiina, la
reduccion del uso de sustancias quimicas sintéticas, asi como la disminucion de los casos
de biotipos de arvenses resistentes a los herbicidas comiunmente usados en la agricultura
(Harding & Raizada, 2015).

La correcta identificacion taxondémica de los organismos es fundamental para establecer
procesos de investigacion y desarrollo tecnoldgico sélidos. En esta area de investigacion,
las técnicas moleculares proporcionan inmensas fuentes de datos que, en conjunto con los
rasgos morfolégicos, ayudan en la deteccidén, el monitoreo y la comprensién de los
procesos evolutivos; a esclarecer los ciclos de vida y la sexualidad de los hongos, a facilitar
las pruebas de especificidad y asociaciones de huéspedes para la evaluacién posterior al
lanzamiento y el seguimiento de los agentes fangicos (Gaskin et al., 2011). Ademas, la
identificacion adecuada de hongos patdgenos es esencial para la toma de decisiones
cuarentenarias, para el fitomejoramiento, el manejo y la gestién bioldgica, agricola y
ambiental; asi, como para la bioformulacién y posible comercio de productos bioplaguicidas
(Avis et al., 2010).

Las técnicas moleculares que se han utilizado para apoyar el analisis taxonémico y
filogenético han mostrado una gran utilidad para la identificacién y delimitacion de las
especies flngicas; sin embargo, el reconocimiento de una determinada especie
Unicamente a partir de datos moleculares es insuficiente, por lo que debe adoptarse un
enfoque polifasico basado ademas, en caracteres morfoldgicos y otras informaciones (Cai
et al., 2009). Asi mismo, la identificacibn basada exclusivamente en caracteres
morfoldgicos es a su vez problematica debido a que las principales estructuras descritas,

como conidias y conidiéforos, a menudo se superponen entre las especies, son plasticas
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y dificultan el diagnéstico; ademds, existe mucha variabilidad entre las condiciones
experimentales, tanto metodolégicas como ambientales (Vieira et al., 2017). En el caso de
algunos hongos patégenos complejos de resolver; como por ejemplo Colletotrichum,
algunos autores consideran necesario incluir informaciones adicionales, como, el ciclo de
vida, rango de hospederos, la interaccion huésped-patégeno, la etapa de supervivencia y
las condiciones ambientales necesarias para el desarrollo de la enfermedad (Moraes et al.,
2015; Weir et al., 2012).

Los hongos son diversos desde el punto de vista morfoldgico, ecolégico, metabdlico y
filogenético. La morfologia se usa habitualmente en estudios taxondémicos para la
clasificacion a nivel ordinal, pero como se menciond, no siempre funciona bien para la
identificacion hasta el nivel de especies. Usando el concepto de identificacion polifasica
gue se menciond, en los Ultimos afios se ha extendido el uso de analisis de las secuencias
de uno o multiples genes o inclusive de genomas completos, para la construccién de
arboles de agrupamiento que permiten estimar las relaciones filogenéticas entre
organismos, lo que se ha constituido en un gran apoyo a la caracterizacién morfolégica de
las especies (Raja et al., 2017). Al respecto, la region nuclear ITS (Internal Transcribed
Spacer) es la mas ampliamente utilizada y ha sido elegida como el cédigo de barras de
ADN para los hongos (Schoch et al., 2012). Sin embargo, la utilidad de esta region podria
ser limitada para estudios sistematicos y de separacion de especies estrechamente
relacionadas en algunos hongos, como por ejemplo se ha evidenciado en los géneros
Colletotrichum, Fusarium, Aspergillus, Trichoderma y Penicillium. Para la identificacion de
especies problema se ha utilizado el andlisis de varios genes simultdneamente para lograr
una separacion confiable acompafiado de pruebas metabdlicas e informaciones

adicionales que puedan aportar especificidad (Diao et al., 2017; Raja et al., 2017).

En las estrategias de biocontrol, la correcta identificacion de los agentes fungicos no solo
es deseable sino también esencial para garantizar la fiabilidad y el posible uso seguro de
los productos fitosanitarios. En esta investigacion, caracteristicas morfolégicas
principalmente conidiales, permitieron identificar a nivel de género biotipos de hongos
patdégenos de las cuatro arvenses en mencion; sin embargo, de acuerdo con lo expuesto,
es necesario incluir el analisis de las secuencias de ADN de algunos genes y de los
caracteres morfolégicos detallados, para obtener una aproximacion a la identificacion de

las especies de hongos estudiados. El objetivo de este estudio fue identificar los hongos
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fitopatdgenos de las arvenses R. crispus, D. horizontalis, P. nepalensis y T. alata, mediante

técnicas moleculares y descripciones morfologicas.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Caracteristicas de los aislamientos fungicos

En cuatro fincas ubicadas en los municipios de San Vicente, Marinilla, El Retiro y el Carmen
de Viboral, del Altiplano Oriente de Antioquia, Colombia (Figura 1) se obtuvieron nueve
aislamientos fangicos de las arvenses R. crispus, D. horizontalis, P. nepalensis, y
Thunbergia alata, presentes en los cultivos de la zona de forma sintomatica. Los
aislamientos de la arvense R. crispus fueron nombrados como R14, R15y R19, los de D.
horizontalis como D30, los de P. nepalensis como P4, P5y P7, y los de T. alata como T7
y T10. En los estudios fitopatogénicos previos, realizados sobre hoja desprendida en
camaras humedas, se evidencié la capacidad de infeccién de estos sobre sus respectivas

plantas hospederas.

3.2.2 Descripcion morfologica de aislamientos fungicos

La caracterizacion morfologica se realizé con base en la los caracteres microscépicos y
macroscopicos de cada aislamiento de hongo patdégeno. Para la descripcion microscopica
se usaron cultivos crecidos en medio PDA, incubados a temperatura ambiente (+ 24°C) y
enrégimen de 8 hluz/ 16 h oscuridad, durante cinco a seis semanas. Para los aislamientos
R19 (Didymella sp.), P7 (Stemphylium sp.) y T7 (Alternaria sp.), los cuales no esporularon
en medio artificial, se logré observar sus estructuras mediante la inoculacion directa sobre
el tejido foliar del hospedero.

Los caracteres morfolégicos descritos incluyeron: tipo de micelio, forma y tamafio de las
conidias, forma del conidi6foro, presencia o ausencia de septos; asi como el tipo, la forma
y el tamafio de los cuerpos fructiferos, en caso de presentarse. Las estructuras fueron
observadas en un microscopio Optico Nikon Eclipse E200 LED acoplado a un sistema de
camara digital, tefiidas con azul de metileno y/o con glicerol. La informacion obtenida se
uso para compararse con la clave taxonémica de hongos (Barnett & Hunter, 2006).

Para la descripcidn macroscopica se describieron aspectos como: textura, forma, margen,
sectorizacion, elevacion del micelio, presencia o ausencia de exudados, pigmentacion y

color, en cultivos de 7 y 15 dias de incubacion, tanto en la cara superior de la caja de Petri
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como en la inferior. Las descripciones macroscoépicas se presentan acompafiadas de
registro fotografico.

3.2.3 Andlisis de secuencias de genes de aislamientos fungicos

Para el andlisis molecular se seleccionaron las secuencias de las regiones ITS (Internal
Transcribed Spacer) del ARN ribosomal, Beta Tubulina (b-Tub2) y Factor de Elongacion
E1U0 ( T),E(Fabld) 10). El andlisis consisti6 en la comparacion de las secuencias
obtenidas de cada individuo por medio de amplificacion del ADN, con las secuencias
disponibles en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information).
La amplificacion del DNA se logré de acuerdo a los procedimientos que se presentan a

continuacion.

Tabla 10. Regiones y secuencias de los primers utilizados para la amplificacién e
identificacion molecular de los hongos fitopatégenos de las arvenses Rumex crispus,

Digitaria horizontalis, Persicaria nepalensis y Thunbergia alata.

Region Primer Secuencia Referencia
ITS 1 5 -TCCGTAGGTGAACCTGCGG- 3’
ITS (White et al.,1990)
ITS 4 5 -TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3°
. CYLTUBIF  5-AAATTGGTGCTGCTTTCTGG- 3 (groenewald et al.
CYLTUBIR 5 -AGTTGTCGGGACGGAAGAG-3 2013).

EF1-728F 5 -CATCGAGAAGTTCGAGAAGG- 3 (Carbone & Kohn,

TEF1 s
EF1-986R 5 -TACTTGAAGGAACCCTTACC- 3’ )

3.2.3.1 Extraccion y purificacion de ADN

Inicialmente se cosech6 micelio de cada hongo a partir de cultivos de 7 dias de edad
crecidos sobre medio liquido papa-dextrosa (PD) e incubados a temperatura ambiente (+
24°C) y bajo oscuridad. El micelio cosechado se liofilizd por 48 h y posteriormente se
macero usando nitrégeno liquido hasta obtener aproximadamente 200 mg de polvo fino, el

cual se dispuso en tubos Eppendorf de 1.5 ml y se almacené a -20°C hasta su uso.
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Para la extraccion de ADN se us6 el kit comercial DNA Isolation Plant/Fungi (Norgen). Una
vez purificado el ADN, se verificd su calidad por medio de electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% (SIGMA) en buffer Tris Borato Edta 0.5 X (TBE), tefiida con GelRed (1 pl) durante
50 min a 80 V., y, se visualiz6 en transiluminador con luz UV. La concentracion y pureza
del ADN se cuantific6 por medio de espectrofotometria en un equipo NanoDrop 2000C
(Thermo, EUA).

3.2.3.2 Amplificacion de fragmentos de ADN por la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR)

Con el fin de conocer las temperaturas de anillamiento éptimas para la amplificacion de las

regiones ITS, b-Tub2 y TEF1 Ude cada uno de los aislamientos obtenidos, se realizd

amplificacibn en gradiente de temperatura para cada grupo correspondiente. Las

condiciones con las que se logré la amplificacion, se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11. Condiciones de termociclado para la amplificacion por PCR, de acuerdo a las

temperaturas de anillamiento, primers usados y ADN muestra.

Temperatura | Tiempo No.
Perfil P! npo [ e
(°C) (min) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95.0 3 1
Desnaturalizacién por ciclo 95.0 05
Cebadores | Aislamientos: R14-R15-R19-T7-T10-P4-D30 55.0
ITS Aislamientos: P5-P7 58.9
Aislamientos: R15-R19-T7-T10-P5-P7 59.6
Cebadores|[ . ) _ 55.0
Anillamiento | B-Tub2 Aislamientos: R14-D30 . 1 35
Aislamiento: P4 61.0
Aislamientos: R14-T10-P4-P7-D30 56.9
Cebadores [, -
TEE 1 LAislamientos: R15-T7-P5 59.6
Aislamiento: R19 55.0
Extension 72.0 1
Extension final 72.0 10 1
Finalizacion 4.00 b _
Las amplificaciones fueron r e aiBiozRad] apartirada

una soluciéon mezcla con las siguientes concentraciones y volimenes finales de reaccion

u

n

Ter mo
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(Tabla 12). En todos los eventos se us6 agua ultra pura en vez de ADN molde como control
negativo. Los amplicones se separaron por medio de electroforesis en gel de agarosa (1.5
%) en buffer TBE durante 50 min a 80 V, tefiidos con GelRed (1 pl) y se visualizaron bajo
luz ultravioleta en un transiluminador. El tamafio de los fragmentos obtenidos se analiz6
por comparacion con el marcador de peso molecular Generuler Plus 100 pb (Thermo
Scientific). Los productos amplificados por PCR se purificaron usando el kit comercial de
QIAGEN vy, se enviaron a secuenciar a la compafia MACROGEN Inc., (Seul, Republica de

Corea), siguiendo las instrucciones de la empresa (Anexo C).

Tabla 12. Condiciones de reaccion para amplificaciéon por PCR.

Reactivo Concentracion Vo(lu;neLn )
dNTPs 0.25 mM 0.20
Primer F 0.2 M 0.50
Primer R 0. 2 e M 0.50
MgCI2 1.5mM 1.50
Buffer 1X 2.50
Tag 5Ule L 0.13 (0.06 U)
ADN 100 ng/e L 1.00
Agua - 18.67
Volumen total 25.00

3.2.3.3 ldentificacion de homologia de secuencias

Los fragmentos de secuencia obtenidos fueron editados y ensamblados usando el software
BioEdit 7.2 (Hall, 1999). Para determinar su identidad, se compararon con las secuencias
disponibles en la base de datos del GenBank, usando el algoritmo BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) disponible en la pagina web NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

De acuerdo con el resultado anterior, para cada aislamiento fangico se construyé una base
de datos con secuencias curadas (25 a 35), originadas de trabajos cientificos publicados y
disponibles en NCBI. Se realiz6 un alineamiento multiple de secuencias por medio del
algoritmo Clustal W; se concatenaron las secuencias de las regiones disponibles para cada
aislamiento fungico y se construyeron los arboles filogenéticos, usando el método de
Maximum Likelihood (ML).


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Los analisis se realizaron usando 1000 réplicas de Bootstrap, de acuerdo con el modelo
Optimo encontrado usando el criterio de informacion Bayesiano y como grupos externos se
utilizaron secuencias de otros géneros de hongos estrechamente relacionados.

El alineamiento multiple, la concatenacién de secuencias y los arboles filogenéticos fueron
realizados usando el software MEGA version X (Kumar et al., 2018). Adicionalmente, con
el mismo software, se generaron arboles filogenéticos a partir de secuencias Unicamente
de ITS, para cada uno de los aislamientos patogénicos, los cuales se presentan como

anexos.

3.3 Resultados y discusién

3.3.1 Aislamiento R14: Colletotrichum cigarro (B.S. Weir & P.R.
Johnst.) A. Cabral & P. Talhinhas

Sinénimo: Colletotrichum kahawae subsp. cigarro.
Clasificacion: Glomerellaceae, Glomerellales, Sordariomycetes, Ascomycota.

Cabral et al. (2020).
Descripcion morfologica

El aislamiento R14 present6 conidias hialinas, aseptadas, unicelulares, de forma cilindrica
y con pared lisa, con dimensiones entre 9.1-14.1 ¢ mde largo x 3.4-4.9 ¢ mde ancho.
Apresorio de forma irregular, de color marrén claro. Las hifas son ramificadas y septadas
(Figura 14, ABCDE).

Las colonias maostraron un crecimiento de forma circular, de margen ondulado suave, con
un relieve plano y de textura granular en el centro y algodonosa en los bordes. El color en
ambas caras fue verde grisaceo y/o olivaceo en el centro, y blanquecino en los bordes. A
los 15 dias de crecimiento se evidenciaron exudaciones acuosas de color naranja y un

halo circular naranjado de textura granular (Figura 14, FG).
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Figura 14. Morfologia del aislamiento R14 (Colletotrichum cigarro) en medio PDA. A.

Conidia. B. Grupo de conidias. C. Hifas y conidias. D. Célula conidiogénica sobre
conidiéforo. E. Apresorio. F1. Morfologia superior de la colonia (7 dias). F2. Morfologia
superior de la colonia (15 dias). G1. Morfologia inferior de la colonia (7 dias). G2.

Morfologia inferior de la colonia (15 dias).

Analisis molecular

La identificacidbn molecular se hizo con base en el andlisis de las regiones ITS y bTub2; no
se incluy6 el marcador TEF, debido a la mala calidad de la secuencia. Se obtuvieron
secuencias editadas con fragmentos de 530 pb para ITS y 340 pb para bTub2. El analisis
con el algoritmo BLAST para ITS sugirié a C. gloeosporioides y C. kahawae subsp. cigarro,
con una identidad del 100% y 99.8% respectivamente, y para BTub2 sugiri6 a
Colletotrichum kahawae subsp. cigarro, con 100% de identidad.
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El analisis filogenético concatenado de ambas regiones, mostré la formacion de siete
clados, soportados con valores de bootstrap superiores al 50%. En el clado | se asociaron
las especies de C. gloeosporioides (bs = 99%); en el clado Il C. tropicale y en el clado Il
las especies C. siamense y C. ignotum. C. horii se ubicé en el clado IV, mientras que C.
cameliae y C. wuxiense se agruparon en el clado V. El aislamiento nombrado como
R14 ANT, se asocio en el clado VI, con la especie C. kahawae (bootstrap =85%), el cual
incluyé ademas las subespecies sugeridas por el resultado con el algoritmo Blastn. El clado

VIl incluyé a C. truncatum como grupo externo (Figura 15).

C. kahawae fue propuesto como un nhombre para referirse especificamente a los aislados
de Colletotrichum que causan la enfermedad de la baya del café (CBD) (Waller et al.,
1993). Posteriormente, Weir et al. (2012) propusieron una nueva division en dos
subespecies: C. kahawae subsp. kahawae y C. kahawae subsp. cigarro, con la finalidad
de distinguir el patégeno de CBD de los aislados de una amplia gama de otros huéspedes
gue no son patégenos para el café; conservando la etiqueta taxonémica de C. kahawae
subsp. kahawae para reflejar su importancia cuarentenaria sobre el café. Hoy en dia,
ambas subespecies pueden distinguirse metabdlica y genéticamente, utilizando
secuencias de genes glutamina sintetasa (GS). Recientemente, Cabral et al. (2020)
basados en un estudio donde combinan datos filogenéticos y patolégicos, entre otros,
proponen una modificacién taxonémica, donde C. kahawae subsp. cigarro pasa a llamarse
C. cigarro, mientras que C. kahawae subsp. kahawae se vuelve a elevar al estado de
especie, en el que solo se agrupan los aislamientos que causan CBD. Estas
investigaciones se publicaron en el momento de la escritura de esta tesis y por esta razén

no se pudo realizar un andlisis en este trabajo incluyendo las secuencias GS.

De acuerdo con Cai et al. (2009) las regiones genéticas recomendadas para resolver
especies de Colletotrichum s on act i n atubulind QTUB2), catmodulina (CAL),
glutamina sintetasa (GS), genes de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH) y
los genes de la region completa de ADNr- ITS. Sin embargo, Weir et al. (2012) sefialan
gue, colectivamente, las dos subespecies de C. kahawae se pueden distinguir de todas las
demds especies usando secuencias ITS solas.

En efecto, al analizar el arbol filogenético de ITS para este aislamiento, se observa que las
secuencias de C. kahawae se separaron adecuadamente de las otras especies de

Colletotrichum usadas. El aislamiento R14_ANT se agrup6 nuevamente con C. kahawae
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subsp. cigarro; sin embargo, la distincion entre las dos subespecies no fue concluyente
(Anexo D).

Colletotrichum gloeosporioides CBS 131330
Colletotrichum gloeosporioides CBS 112986
Colletotrichum gloeosporioides CBS 132460
Colletotrichum gloeasporioides CBS 132517
Colletotrichum gloeosporioides CBS 100471

Colletotrichtm gloeosporioides IMI356878

Colletotrichum gloeosporioides CBS 125355

Colletotrichum gloeosporioides CPC20935

Colletotrichum gloeosporioides CBS 14828

Colletotrichum gloeosporioides CPC 20904
—E Colletotrichum tropicale 8401
Colletotrichum tropicale E2303

Colletotrichum siamense PCGZ2

55
Colletotrichum siamense YNMTJ18

82 { Colletotrichum ignotum E886
Colletotrichum ignotum 7574
Colletotrichum horii C1069.2

100 _E Colletotrichum horii C1180.1
— Colletotrichum horii ICMP 10492

Colletotrichum camelliae HNCS-62
E Colletotrichum camelliae JXYX-47
Colletotrichum wuxiense PAFQ53

Colletotrichum wuxiense JS1A32

L e

- R14 ANT
Colletotrichum kahawae subsp. cigarmro BRIP 63048
Colletotrichum kahawae subsp. ciggaro H043
E'_E Colletotrichum kahawae subsp. ciggaro C022-1

Colletotrichum kahawae subsp. ciggaro CBS 112984

— Colletotrichum truncatum C13
Ty - Colletotrichum truncatum PAK53

Figura 15. Arbol filogenético resultante del analisis de concatenacion alineada de las
secuencias nucleotidicas de la region ITS del ADNry bTub2, para el aislamiento fungico
R14 ANT; obtenido por medio del algoritmo Maximum likelihood (ML) y el modelo Kimura2-
P. Los valores en cada nodo representan el respectivo valor de bootstrap obtenido a partir
de 1000 repeticiones (valores inferiores al 50% no se muestran). El arbol esta enraizado

en Colletotrichum truncatum.
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Las descripciones morfolégicas presentadas aqui, son similares a lo reportado en la
bibliografia para C. kahawae subsp. ciggaro (= C. cigarro) (Liu et al., 2013; Prihastuti et al.,
2009). Adicionalmente, de acuerdo con Cabral et al. (2020), el tamafio de las conidias de
los aislamientos que causan CBD varia entre (11.7-18.1) x (4.9-5.9) um de largo x ancho;
mientras que, la de los aislamientos que no causan CBD varia entre (10.8-14.8) x (4.2 y
5.9) um de largo x ancho. Este ultimo, es mas cercano a los intervalos de conidias descritos
en el presente estudio. La taxonomia de Colletotrichum no esta respaldada
concluyentemente por la especificidad del huésped, ya que existe un comportamiento
polifago en la mayoria de los complejos de especies (Sharma & Shenoy, 2016). En este
estudio, de acuerdo a los resultados del andlisis molecular, las comparaciones
morfologicas y el tipo de hospedero estudiado, el aislamiento R14 se aproxima a la especie
C. cigarro. En el arbol filogenético presentado, se conservan los nombres con que fueron

registradas las secuencias originalmente en el GenBank.

C. kahawae subsp. cigarro (=C. cigarro), fue reportado en Colombia causando antracnosis
en cultivos de tomate de arbol (Solanum betaceum) (Rojas et al., 2018) y mora (Rubus
glaucus) (Afanador et al., 2014). Hasta el momento, no se conocen informes de este
patdgeno sobre R. crispus ni en Colombia, ni en el mundo, por lo que podria considerarse

este el primer reporte.

3.3.2 Aislamiento R15: Epicoccum draconis (Berk. ex Cooke) Qian
Chen & L. Cai.

Sinénimo: Phoma draconis (Berk. Ex Cooke) Boerema, Phyllosticta draconis Berk. ex
Cooke.

Clasificacion: Didymellaceae, Pleosporales, Dothideomycetes, Ascomycota.

Chen et al. (2015).

Descripcion morfolégica

Hifas septadas, de pared lisa y coloracién marron. Los picnidios presentaron una forma
subglobosa a piriforme, glabros, de color marrén claro u oscuro, con un tamafio entre 72-
153 e m de Ldscénidiastpregentaron una forma ovoide, con dimensiones entre
30-56em de | a+2g & deantho,3olas o confluentes (Figura 16, ABCD).
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Las colonias en medio PDA, presentaron una textura algodonosa, con crecimiento de
forma irregular, radial y con méargenes levemente ondulados y/o filamentosos. En la cara
superior, la coloracién fue rosa claro, con areas ligeramente verde olivaceas, y centro
oscuro; mientras que, la cara posterior fue de color marrén claro, con centro de color
marrén oscuro y radios definidos. A los 15 dias de incubacion se presento6 un halo de color

verde oliva alrededor del borde de crecimiento, asi como estructuras centrales con

elevacién de forma punteadas. Presenta una leve pigmentacion de color naranja (Figura
16, DF).

Figura 16. Morfologia del aislamiento R15 (Epicoccum draconis) en medio PDA. A.
Conidia. B. Picnidio. C. Hifas y conidias. D1. Morfologia superior de la colonia (7 dias). D2.
Morfologia superior de la colonia (15 dias). E1. Morfologia inferior de la colonia (7 dias).
E2. Morfologia inferior de la colonia (15 dias).

Analisis molecular

La identificacién molecular se hizo con base en el andlisis de las regiones ITS y TEF1 Uno
fue posible incluir el marcador bTub2, debido a la mala calidad de la secuencia. Se
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obtuvieron secuencias editadas con fragmentos de 586 pb para ITS y 335 pb para TEF1 U
El andlisis en BLASTn de ITS sugirio tres posibles géneros de la familia Didymellaceae,
Didymella con 98% de identidad, Epicoccum con 99% y Phoma con 98%; mientras que,
para TEF1 Usugiri6 a Phoma, con 88% de identidad.

El andlisis filogenético concatenado de ambas regiones, mostré la formacion de seis
clados, con valores de bootstrap superiores al 60%. El clado | estuvo representado por las
especies del género Didymella (bootstrap=93%) y en el clado Il se ubicé E. nigrum. El
aislamiento R15_ANT se asocié en el clado lll, correspondiente con la secuencia de E.
draconis, con un valor de bootstrap de 97%. No fue posible incluir mas secuencias de esta
especie, debido a la falta de ejemplares disponibles para el marcador TEF1 l&n las bases
de datos consultadas. Esta especie se encuentra muy emparentada con E. hennigsiiy E.
plurivorum que se ubicaron en el clado IV. E. huancayensis y E. sorghuinum, representaron

el clado V. S. vesicarium se us6 como grupo externo (Figura 17).

100 Didymelia glomerata SCS5.J20
65 Didymella glomerata SCSJ18
Didymelia heteroderae CBS 109.92
7 { Didymelia heteroderae 102385
93 Didymella americana PD 82/1059
100 Didymella americana CBS 185.85
Didymelia rumicicola CBS 683.79
Epicoccum nigrum FP-027-C2
99 Epicoccum nigrum EBB2
100 Epicoccum nigrum EOR2
57 R15 ANT
—|: Epicoccum draconis CBS 186.83
93 ——— Epicoccum henningsii CBS 104.80
a0 Epicoccum plurivorum CBS 284.93
100 Epicoccum plurivorum CBS 558.81
95 Epicoccum huancayensis CBS 105.80
—I: Epicoccum huancayensis CBS 390.93
9 —— Epicoccum sorghinum SCCZ09
a4 Epicoccum sorghinum CBS 627.68
{ Epicoccum sorghinum CBS 179.80

Stemphylium vesicarium CBS 191.86

Figura 17. Arbol filogenético resultante del andlisis de concatenacion alineada de las
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secuencias nucleotidicas de la region ITS del ADNr y TEF1U para el aislamiento fingico
R15_ANT; obtenido por medio del método de Maximum likelihood (ML) y el modelo
Kimura2-P. Los valores en cada nodo representan el respectivo valor de bootstrap obtenido
a partir de 1000 repeticiones (valores inferiores al 50% no se muestran). El arbol esta
enraizado en Stemphylium vesicarium CBS 191.86.

Phyllosticta draconis se report6 por primera vez en una hoja de Dracaena spp.,
(Asparagaceae) en Africa. Mas tarde, de acuerdo a caracteristicas morfoldgicas similares
con la secuencia CBS 186.83, fue reclasificada como Phoma draconis (De Gruyter et al.,
1998). De acuerdo a las investigaciones de Aveskamp et al. (2010), las especies P.
draconis, P. henningsii, P. plurivora y la nueva especie P. brasiliensis, fueron agrupadas
con especies del género Epicoccum. Lo anterior, fue respaldado por un estudio filogenético
reciente sobre las relaciones de especies de Phoma, donde el ejemplar P. draconis CBS
186.83 se agrupo6 en el clado Epicoccum, razén por la cual los autores tratan este taxon
como una nueva combinacién en el género, asignandole el nombre de E. draconis (Chen
et al., 2015). En este ultimo estudio, las delimitaciones genéricas de Ascochyta, Didymella,
Epicoccum y Phoma, se modificaron ain mas para revelar relaciones evolutivas mas

naturales.

Epicoccum es el Unico género que produce un morfo asexual hifomicetoso en la familia
Didymellaceae. La taxonomia de Epicoccum ha sido durante mucho tiempo un tema de
intenso debate. Un estudio basado en un arbol filogenético multilocus indicé que las
agrupaciones de especies en la parte basal de Epicoccum estaban principalmente
asociadas a plantas, produciendo conidios hialinos unicelulares en picnidios (Jayasiri et
al., 2017). Como patdgeno, E. draconis, es conocido como el agente causal de la mancha
foliar en Dracaena sp., y Cordyline sp. (Agavaceae) (Granados et al., 2018). Este es el

primer reporte sobre su patogenicidad en R. crispus a nivel mundial.

La descripcion del ejemplar E. draconis CBS 186.83, refiere picnidios inmersos de forma
globosa, subglobosa o piriforme, con 90-220 € nde diametro y conidias de (4.0-8.5) x (2.0-
4.0) ¢ mde largo x ancho. En una reciente secuencia de E. draconis US-18 aislada de un
suelo en Corea, se menciona un menor tamafio de las conidias (3.2-7.2) x (1.1-2.3) ¢ nde
largo x ancho y, picnidios de 167-1 7 3 diametro (Yaw et al., 2020). Esta ultima parece

mas cercana a lo encontrado en este estudio; sin embargo, las otras caracteristicas
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morfolégicas y de colonias son similares entre si y se mantiene entre los intervalos
reportados.

Estas secuencias se usaron para la construccion del arbol de ITS para el aislamiento R15,
en donde se evidencié una agrupacion conjunta de tres secuencias mas de esta especie,

en el clado E. draconis, con un 99% de valor bootstrap (Anexo E).

3.3.3 Aislamiento R19: Didymellarumicicola (Boeremay Loeraker)
Qian Chen y L. Cai.

Sinénimo: Phoma rumicicola (Boerema y Loerakker) Qian Cheny L. Cai.
Clasificacion: Didymellaceae, Pleosporales, Dothideomycetes, Ascomycota.

Chen et al. (2015).

Descripcion morfolégica

Se observaron conidias de forma elipsoidal o cilindricas, hialinas, sin septos, con
dimensiones entre (3.6-5.8) x (1.4-3 . 0) e m & anchb.dosgpnidios de forma
subglobosa, glabros, de color marrén, de didmetro entre 75-196 ¢ m(Figura 18, ABCDE).
Colonia en medio PDA con crecimiento irregular, de textura algodonosa a granular, de
relieve plano, color verde y margen ondulado. A los 7 dias de crecimiento presenta
estructuras blancas y circulares en el centro, elevadas y algodonosas, las cuales contindian
creciendo sobre el sustrato. En la cara inferior se observa una coloracién que pasa de

verde oscuro a negro, con bordes claros y de forma irregular (Figura 18, FG).

Analisis molecular

Conforme a la calidad de las secuencias, se analizaron Unicamente las regiones ITS y
TEF1 U obteniendo productos editados con fragmentos de 430 pb y 242 pb
respectivamente. El analisis en BLASTn de ITS sugiri6 el género Didymella, con
porcentajes de identidad superior al 98.8%, y la especie D. rumicicola con un 99.5% de
identidad; mientras que para TEF1 ($ugiri6 a Didymella pinodes con 79.05% de identidad.
Al realizar la concatenacion de ambas regiones, se observa la formacién de ocho clados,
soportados con valores de bootstrap superiores al 50%. El clado I, estuvo representado
por las especies D. eucalyptica, D. musae, D. heteroderae, D. calidophil y D. rumicicola;

en donde el aislamiento R19 _ANT, se agrupé con la secuencia de D. rumicicola



101

(bootstrap=95%), la cual es representativa para la especie y la Unica disponible en el
GenBank. En el clado 11l se agruparon las especies D. segeticola, D. rabiei y D. pomorum
y en el clado IV D. sancta. De manera conjunta, las especies D. curtisii, D. glomerata y D.
pinodella (=D pinodes), se agruparon en el clado IV. Los clados V, VI y VIl estuvieron
representados por D. americana, D. maydis y D. gardeniae, respectivamente. Como grupo

externo se us6 Stemphylium vesicarium (Figura 19).
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Figura 18. Morfologia del aislamiento R19 (Didymella rumicicola) en medio PDA. A.
Conidias. B. Clamidosporas. C. Clamidosporas en cadena. D-E. Picnidio. F1. Morfologia
superior de la colonia (7 dias). F2. Morfologia superior de la colonia (15 dias). G1.

Morfologia inferior de la colonia (7 dias). G2. Morfologia inferior de la colonia (15 dias).
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#1 —— Didymella eucalyptica CBS 377 91

B L— Didymella musae CBS 463.69

i Didymella heteroderae CBS 109.92

¥\ ———— Didymella calidophila CBS 448.83

— Didymella rumicicola CBS 683.79

% — R19 ANT

Didymella segeticola NTUCC 18-098

Didymella rabiei CBS 581.83A

w| —— Didymella pomorum PP40

33— Didymella pomorum PP4

Didymella sancta CBS 644.97

Didymella curtisii CBS 251.92

8 —— Didymella glomerata SCSJ20

51 —— Didymella glomerata SCS.J18

— Didymella glomerata KARE315

—— Didymella glomerata KARE470
Didymella pinodes CBS 374.64

— Didymella pinodes K496

— Didymella pinodella K63

— Didymella pinodella D/095

—— Didymella pinodella CBS 318.90

Didymella americana CBS 185.85

Didymella maydis CBS 586.69

Didymella gardeniae PW2989

Stemphylium vesicarium CBS 191.66
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Figura 19. Arbol filogenético resultante del andlisis de concatenacion alineada de las
secuencias nucleotidicas de la region ITS del ADNr y TEF1U para el aislamiento fingico
R19_ANT; obtenido con el método de Maximum likelihood (ML) y el modelo Kimura2-P.
Los valores en cada nodo representan el respectivo valor de bootstrap obtenido a partir de
1000 repeticiones (valores inferiores al 50% no se muestran). El arbol esta enraizado en

Stemphylium vesicarium CBS 191.86.
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La familia Didymellaceae fue establecida por De Gruyter et al. (2009) para abarcar tres
géneros principales (Ascochyta, Didymella y Phoma) y otros géneros afines similares que
se agruparon. La identificacion correcta de especies en esta familia siempre ha resultado
dificil basandose principalmente en la morfologia y la asociacion de huéspedes de plantas
(Aveskamp et al., 2010). El estudio mas reciente sobre la filogenia de la familia, sefiala a
rpb2 como el sitio mas efectivo para la identificacion de Didymellaceae a nivel de especie
(Hou et al., 2020).

El género Phoma es ubicuo y rico en especies, las que se encuentran en una amplia gama
de sustratos, desde el suelo hasta el aire, desde las plantas hasta los animales e incluso
los humanos (Aveskamp et al., 2008). Los estados teleomorfos de Phoma spp., se han
descrito comunmente en los géneros Didymella, Leptosphaeria, Pleospora y
Mycosphaerella, lo que indica que los anamorfos de Phoma representan un grupo
polifilético (De Gruyter et al., 2009). Se ha sefialado que Didymella es el Unico género que
estd correctamente relacionado con Phoma; sin embargo, Didymella sigue siendo un
género con numerosas especies que permanecen filogenéticamente sin resolver
(Woudenberg et al., 2009).

La morfologia encontrada en este estudio, concuerda con lo detallado en el holotipo CBS,

683.79, en el cual se describen picnidios, solitarios o confluentes, subglobosos,
superficiales o sumergidos, (75i) 3451480 x (50i) 25013 7 O e m. pienidiale d
pseudoparenquimatosa, de 2i4 capas, 203l em de espesor, compuest a
isodiamétricas, capa celular externa pigmentada. Conidias elipsoidales, de paredes

delgadas, lisas, aseptadas, (4.519) x (25i15) e m de | a(Bapremaletah 1980 o

Chen et al., 2015). Adicionalmente, se elaboré el arbol filogenético con secuencias ITS, en

donde nuevamente se evidencié una agrupacion con las secuencias de la especie D.

rumicicola, con un valor de bootstrap del 74% (Anexo F).

P. rumicicola fue reportada por primera vez, a partir de un aislamiento de hojas de R.
obtusifolius en Nueva Zelanda, y recientemente fue designada como D. rumicicola (Chen
et al., 2015). De acuerdo con el andlisis filogenético, los caracteres morfologicos y el tipo
de hospedero, el aislamiento R19 se aproxima a la especie D. rumicicola. Esta seria la

primera vez que se reporta esta especie sobre R. crispus.
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3.3.4 Aislamiento D30: Bipolaris sp.
Clasificacion: Pleosporaceae, Pleosporales, Dothideomycetes, Ascomycota.

Manamgoda et al. (2014).

Descripcion morfologica

Hifas septadas de color marrén, conidiéforos entre 4.2-5 . 6 em de ancho, sept a
ramificados, de color marrén oscuro. Conidias de (41.4-55.3) x (13-15. 9) em xde | argo
ancho; de forma elipsoidal a fusiforme, entre 5-9 tabiques conidiales (Figura 20, ABCD).

Colonias de textura afelpada, de forma irregular, con presencia de anillos concéntricos,

margen rizado, y color de verde a gris verdoso en su cara superior. A los 15 dias de

crecimiento, se presentaron exudados de color negro en el centro de crecimiento, y una

leve pigmentacién de color café. En la cara inferior el color de la colonia fue marrén, con

centro oscuro (Figura 20, EF).

Analisis molecular

El analisis de secuencias de la region ITS mostrdé una secuencia de 510 pb. El analisis en
BLASTN para ITS sugirié la especie B. zeae, B. cynodontis y B. sorokiniana, cada una con
un porcentaje de identidad del 99.34% y cobertura del 100%.

El arbol filogenético mostré la formacién de siete clados. En el clado | se agruparon
conjuntamente las especies B. cynodontis, B. coffeana, B. oryzae, B. zeicola y B. victoriae.
EL clado Il estuvo representado por las especies B. crotonis, B. sorokiniana, B. cookei y B.
gossypina y B. salviniae. El aislamiento D30 se agrupé con las secuencias de B. zeae, en
el clado lll. Las especies B. secalis, B. bicolor y B. maydis estuvieron en los clados IV, Vy
VI, respectivamente. Como grupo externo se us6 Curvularia portulacae (clado VII) (Figura
21).
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Figura 20. Morfologia de Bipolaris sp., en medio PDA. A. Conidias. B-C. Conidias sobre
conidiéforo. D. Grupo de conidias. E1. Morfologia superior de la colonia (7 dias). E2.
Morfologia superior de la colonia (15 dias). F1. Morfologia inferior de la colonia (7 dias).
F2. Morfologia inferior de la colonia (15 dias).
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_|: Bipolaris cynodontis BC3
Bipolaris cynodontis CBS 109894

58 Bipolaris coffeana MFU0090
Bipolaris coffeana BRIP 14845
Bipolaris oryzae AR3797
Bipolaris oryzae MAFF 235449
Bipolaris victoriae CBS 327 .64
BD — Bipolaris zeicola FIP532

77— Bipolaris zeicola AR5168
Bipolaris victoriae DAOM147449

I: Bipolaris crotonis NJC2
Bipolaris crotonis CBS 126980
I: Bipolaris sorokiniana FIP499
Bipolaris sorokiniana MAFF238877
e3 |: Bipolaris cookei AR5185
Bipolaris cookei MAFF 511191
Bipolaris gossypina BRIP 14840
_|: Bipolaris salviniae BRIP 12312
&8 Bipolaris salviniae BRIP 15895
— Bipolaris zeae CBS 127734
L Bipolaris zeae NBC2
— Bipolaris zeae AR5181
L Bipolaris zeae DAOMZ211267
Bipolaris zeae JY-2
Bipolaris zeae JY-8

Bipolaris zeae strain NBC1
] Bipolaris zeae NBC3

{ D30 ANT

Bipolaris zeae AR3795
Bipolaris secalis BRIP 14453
Bipolaris bicolor CBS 690.96
— Bipolans maydis CBS 136.29

13— Bipolaris maydis AR5182
Curvularia portulacae CBS239.48

a7

Figura 21. Arbol filogenético resultante del andlisis de la regién ITS del ADNr para el
aislamiento fangico D30_ANT; obtenido por medio del método de Maximum likelihood (ML)
y el modelo Jukes-Cantor. Los valores en cada nodo representan el respectivo valor de
bootstrap obtenido a partir de 1000 repeticiones (valores inferiores al 50% no se muestran).

El arbol esta enraizado en Curvularia portulacae CBS 191.86.
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El género Bipolaris incluye varios patdgenos vegetales importantes con distribucion
mundial. Estas especies se asocian comunmente con manchas foliares, tizones foliares, ,
podredumbre de la raiz, y otros sintomas, principalmente en cultivos de campo de alto
valor en la familia Poaceae, incluido el arroz, el maiz, el trigo, la avena, la cebada, el

centeno, el sorgo y otras mas (Sivanesan, 1987).

Las caracteristicas morfologicas tipicas de las especies de Bipolaris incluyen colonias
oscuras que crecen rapidamente, conidiéforos geniculados con conidiogénesis simpddica
y conidios grandes con septos conidiales transversales, generalmente sin cicatriz basal
(DaCunha et al., 2012). La gran similitud entre las especies de Bipolaris y el hecho de que
la separacion se basa en caracteres sutiles, ha ocasionado que algunas identificaciones
publicadas sean dudosas o permanezcan sin resolver (El Khizzi et al., 2010).

Aunque en el presente estudio, la secuencia del aislamiento D30 se agrup6 en el clado de
B. zeae, no se puede concluir que sea esta especie basandose Unicamente en el analisis
de secuencias, ya que los valores de bootstrap se consideran bajos (<50%). Asi mismo, al
comparar los caracteres morfolégicos descritos, claramente coinciden con el género; pero
a nivel de especie la descripcion no fue definitiva ya que las caracteristicas morfolégicas
halladas, especialmente las conidiales, coinciden con al menos cinco especies mas de
Bipolaris, como fueron descritas por Manamgoda et al. (2014): B. cynodontis, B.

sorokiniana, B. coffeana, B. mediocris y B. variabilis.

Respecto al hospedero, De Almeida y Viera (2012) reportaron a Bipolaris sp., afectando
varias especies del género Digitaria. Para el aislamiento D30 es necesario realizar mas
investigaciones incluyendo mas loci como por ejemplo GAPDH, ya que se ha sefialado
como el marcador mas determinante para la separacion de especies en Bipolaris sp., asi
como otras secuencias Utiles como TEF (Manamgoda et al., 2014).

Basados en la evidencia morfoldgica, el estudio filogenético y el registro de hospederos,
se determino6 que el aislamiento D30 esta dentro del género Bipolaris sp., fitopatégeno del

pasto D. horizontalis.
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3.3.5 Aislamiento P4: Bipolaris zeicola (GL Stout) Shoemaker.

Sinénimo: Helminthosporium zeicola G.L. Stout, Drechslera zeicola (G.L. Stout) Subram.

& B.L. Jain, Helminthosporium carbonum Ullstrup,

Sinénimo sexual: Cochliobolus carbonum RR Nelson.
Clasificacion: Pleosporaceae, Pleosporales, Dothideomycetes, Ascomycota.

Manamgoda et al. (2014).

Descripcion morfolégica

Hifa septadas, de coloracion marrén oscura; conidioforos rectos a flexibles, septados, de

5.1-5. 9 denancho. Conidias de forma elipsoidal o cilindrica, con los extremos

generalmente redondeados, de coloracién marrén, con un tamafio entre (37.4-45.0) x

(112-14.8) em |l argo I ancho; idabvam¥nre47oFiglra22s ept os por
ABCD).

Colonias en PDA de textura afelpada, con crecimiento de forma irregular, gris oscuro,

relieve plano y margen rizado. A los 15 dias de crecimiento present6é micelio elevado, con

estructuras blanquecidas creciendo sobre el sustrato, de forma irregular y textura

algodonosa. El color en la cara inferior fue de café a negro oscuro, con un ligero borde de

color claro (Figura 22, EF).

Anélisis molecular

La identificacion se realiz6 mediante el andlisis de secuencias de la region ITS; no fue
posi bl e wusar | Gub2 yiEF d 4Jd o rdeeghd lesentaron una calidad
inadecuada. De ITS se obtuvo un fragmento de 560 pb. El analisis en BLASTn sugiri6 la
especie Bipolaris zeicola, con una identidad del 100% y la especie B. victoriae (99%).

El andlisis filogenético mostré la formacion de nueve clados, con valores de bootstrap
superiores al 55%. En el clado | se agruparon las secuencias de B. zeicola, en la cual se
ubico la secuencia del aislamiento P4, con un valor de bootstrap del 87%. En el clado 1l se
ubico la especie B. victoriae (74%), la cual parece estar muy relacionada con B. zeicola.
En el clado Ill se agruparon las especies B. oryzae y B. heveae y en el clado IV B. zeae y

B. mediocris. Las especies B. sorokiniana, B. salviniae, B. euphorbiae y B. maydis, se
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ubicaron en los clados V, VI, VIl y VI, respectivamente. Como grupo externo se uso la

especie Curvularia portulacae (clado IX) (Figura 23).

Figura 22. Morfologia de Bipolaris zeicola en medio PDA. A. Conidia. B. Grupo de
conidias. C. Conidias sobre conidi6foro. D. Conidias. E. Conidias sobre conidioforos. F1.
Morfologia superior de la colonia (7 dias). F2. Morfologia superior de la colonia (15 dias).
G1. Morfologia inferior de la colonia (7 dias). G2. Morfologia inferior de la colonia (15 dias).
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{ Bipolaris zeicola TR572
Bipolaris zeicola F35

Bipolaris zeicola T26

Bipolaris zeicola JBZ3
Bipolaris zeicola ACCC38964
Bipolaris zeicola CBS 127732
g2 P4_ANT

Bipolaris victoriae CBS 327.64
Bipolaris victoriae CBS 127717

87

73

Bipolaris victoriae WZ-140

Bipolaris victoriae P61

Bipolaris victoriae A793
Bipolaris victoriae ATCC 12566
{ Bipolaris victoriae O31R3
a9 Bipolaris oryzae CBS 127244
{ Bipolaris oryzae CBS 127242
Bipolaris heveae CBS 127092
EE Bipolaris heveae CBS 127093
—— Bipolaris zeae CBS 127735
5 Bipolaris mediocris CBS 127232
_|: Bipolaris mediocris CBS 127227
i Bipolaris sorokiniana CBS 127722
sl Bipolaris sorokiniana CBS 311.64

g2

B1

a7

i Bipolaris salviniae CBS 127715
sl Bipolaris salviniae CBS 127711

- Bipolaris euphorbiae CBS 127087
wml Bipolaris euphorbiae CBS 127086
Bipolaris maydis CBS 136.29

Curvulana portulacae CBS 239 .48

Figura 23. Arbol filogenético resultante del analisis de la secuencia nucleotidica de la
region ITS del ADNr para el aislamiento fangico P4_ANT; obtenido por medio del método
de Maximum likelihood (ML) y el modelo Jukes-Cantor. Los valores en cada nodo
representan el respectivo valor de bootstrap obtenido a partir de 1000 repeticiones (valores
inferiores al 50% no se muestran). El &rbol esta enraizado en Curvularia portulacae CBS
239.48.
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B. zeicola se ha informado como el agente causal de la mancha nortefia en maiz (Zea
mays L.), asi como patdégeno de otros miembros de la familia Poaceae como Sorghum
spp., O. sativa, Cynodon dactylon (L.) Pers., Paspalum spp., Pennisetum spp., Setaria
spp., Eragrostis spp., y Digitaria spp., y algunas dicotiledbneas como Malus domestica
Borkh. (Rosaceae) y Coffea arabica L. (Rubiaceae) (Farr & Rossman, 2020).

Morfolégicamente se caracteriza por presentar conidi6foros cilindricos, simples, lisos,
septados y rectos a flexibles; conidiasde49-8 9 e m de 41&8r g m ¥ ededofc h o,
marrdn oscuro u oliva, y las celdas en los extremos a veces mas pélidas que las del medio
(Zhang et al., 2007). Otras caracteristicas conidiales reportadas incluyen un tamafo de
40454.5 emlh. 8. 6 M8 seutas conidales (Cipollone et al., 2020). B. zeicola
es una especie filogenéticamente muy cercana a B. Vvictoriae; sin embargo,
morfolégicamente podrian distinguirse, ya que en esta Ultima, las conidias son
ampliamente fusiformes, mas anchas cerca del centro que de los extremos y presenta

entre 7-11 septos (Manamgoda et al., 2014).

Para la diferenciacién de especies en el género Bipolaris se ha sugerido considerar
conjuntamente | os || oci P MBnamgGda RtlaH 2012).EER anU o RPE
estudio presentado por Manamgoda et al. (2014), en el que se usaron secuencias ITS,

GAPDH vy [amFetobstruir la filogenia molecular del género Bipolaris para especies

con cultivos vivos, se determind que GAPDH, es el mejor marcador individual para la

separacion a nivel de especies. Sin embargo, en algunos estudios se ha logrado identificar

y describir especies de Bipolaris Unicamente a partir del analisis de secuencias ITS

(Ahmadpour et al., 2012; DaCunha et al., 2012; Kang et al., 2018).

En esta investigacion, basados en la informacién filogenética y morfolGgica, se reconoce

por primera vez a B. zeicola como patdégeno de la especie dicotiledénea P. nepalensis

(Polygonaceae).

Adicionalmente, al realizar el arbol filogenético para ITS incluyendo de manera conjunta
las secuencias de los aislamientos P4 y D30, se evidencié que se ubican en clados
diferentes (Anexo G). Respecto a la informacion morfoldégica, como se mencioné se
evidenciaron algunas diferencias particulares en relacion a la forma y tamafio de las

conidias, por lo que puede sugerirse que son especies diferentes.
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3.3.6 Aislamiento P5: Phialemoniopsis curvata (W. Gams y W.B.
Cooke) Perdomo, Garcia, Gené, Cano & Guarro.

Sinénimo: Phialemonium curvatum.
Clasificacion: Sordariomycetes, Ascomycota.

Perdomo et al. (2017).

Descripcion morfolégica

Se observaron hifas con apariencia rugosa, a menudo formando espirales. Fidlides

ligeramente afiladas en la punta, sin tabique basal. Conidias de forma cilindrica o elipsoidal,

hialinas, unicelulares, de (1.9-3.5)x(0.8-1.3)e m de | argo por anchso; a menu
en cabezas viscosas (Figura 24, ABCD).

Las colonias en PDA mostraron crecimiento circular, de textura algodonosa, con margen

entero y relieve plano; con un ligero halo de color oscuro creciendo alrededor. Coloracion

beige y a veces grisacea, tanto en la cara superior como inferior. A los 15 dias de

crecimiento se presentd una ligera elevacion central, y una apariencia granulosa en la cara

inferior (Figura 24, EF).

Analisis molecular

La identificacion se realiz6 mediante el andlisis de secuencias de las regiones ITSy TEF1 U
obteniendo productos editados con fragmentos de 480 pb y 242 pb respectivamente. El
analisis en BLASTn para ITS sugiri6 tres especies del género Phialemoniopsis
(=Phialemonium) con porcentajes de identidad superior al 98.8%, Sarocladium strictum y
Acremonium sp., cada uno con 95% de identidad. Para el marcador TEF1 Use sugiri6
Unicamente la especie P. curvata, con 98% de identidad.

El arbol filogenético se construyd conforme a la disponibilidad de secuencias en el
GenBank para los marcadores usados y microorganismos sugeridos. Al realizar la
concatenacion de ambas regiones, se observa la formacién de siete clados, con valores
de bootstrap superiores al 60%. El clado | estuvo representado por las especies de
Sarocladium; el clado Il por Acremonium y el clado Il por P. inflatum, P, atroguiseum y. P.
obovatum. A. termophilum, P. ocularis y P. pluriloculosa, se agruparon en los clados IV, V
y VI respectivamente. El aislamiento P5_ANT, se agrup6 en el clado VII, especificamente

con la secuencia tipo de P. curvata (bootstrap=97%); la cual es representativa para la
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especie y es la Unica disponible en el GenBank; esta secuencia esta estrechamente
emparentada con P. cornearis y P. hongkongensis, quienes se ubicaron ene I mismo clado.
Como grupo externo, se uso la especie Alternaria solani ubicada en el clado VIII (Figura
25).

Figura 24. Morfologia de Phialemoniopsis curvata en medio PDA. A. Conidias. B. Fialides,

hifas y conidias. C. Fialides, cabezas conidiales. D. Conidias y fialides en una espiral hifal.
E1. Morfologia superior de la colonia (7 dias). E2. Morfologia superior de la colonia (15
dias). F1. Morfologia inferior de la colonia (7 dias). F2. Morfologia inferior de la colonia (15
dias).
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gx [ Sarocladium strictum 03109

86 L Sarocladium zeae 02525

*H L Sarocladium kiliense 02499

o L Sarocladium implicatum 04035

—— Acremonium charticola 06700

L Acremonium sclerotigenum 07739

Phialemonium inflatum CBS 259.39

a7

95 —— Phialemonium atrogriseum CBS 604.67

85 L Phialemonium obovatum CBS 279.76

Acremonium thermophilum CBS 734.71
a7

Phialemoniopsis ocularis CBS 110031

Phialemoniopsis pluriloculosa CBS 131712

Phialemoniopsis cornearis CBS 131711

2 Phialemoniopsis hongkongensis HKU39

90 —— P5 ANT

7L Phialemoniopsis curvata CBS 490.82

Alternaria solani CBS 116651

Figura 25. Arbol filogenético resultante del andlisis de concatenacién alineada de las
secuencias nucleotidicas de la region ITS del ADNr y TEF1U para el aislamiento fangico
P5_ANT; obtenido por medio del método de Maximum likelihood (ML) y el modelo Tamura-
Nei. Los valores en cada nodo representan el respectivo valor de bootstrap obtenido a
partir de 1000 repeticiones (valores inferiores al 50% no se muestran). El arbol esta

enraizado en Alternaria solani CBS 116.651.

El género Phialemoniopsis fue propuesto para clasificar los hongos P. curvatum vy
Sarcopodium oculorum Gené & Guarro, y dos nuevas especies, Phialemoniopsis cornearis
y Phialemoniopsis pluriloculosa. La taxonomia de Phialemoniopsis no se ha resuelto por
completo; sin embargo, permanece incertae sedis dentro de los Sordariomycetes
(Perdomo et al., 2017).

Inicialmente, el género Phialemonium fue descrito para incluir hongos filamentosos con
caracteristicas morfologicas intermedias entre Acremonium y Phialophora. Phialemonium
es un género anamorfico con especies ampliamente distribuidas y cominmente aisladas

del aire, el suelo, aguas industriales y de combustible diésel (Varaljay et al., 2019). La
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especie P. curvatum ha sido reportada como causante de infecciones humanas (Heins et
al., 2001; Rivero et al., 2009; Zou et al., 2014), como patégeno de plantas de vid (Halleen
et al., 2007) y como enddfito de la planta Passiflora edulis (Rathnayake et al., 2018).

Hasta ahora, los estudios con miembros de este género han sido escasos y, en general,
pocos aislamientos de casos clinicos humanos han sido caracterizados molecular y/o
morfolégicamente. Se ha demostrado, que las secuencias de los dominios D1/D2 del ADN
ribosémico 28S (ADNr) son un marcador filogenético altamente informativo para estos
géneros y sus parientes (Perdomo et al., 2011; Weber et al., 2002). En un estudio realizado
por Weinberger et al. (2006) se usaron Unicamente secuencias de ITS, con resultados
favorables para la identificacion de especies de Phialemonium, incluyendo P. curvatum vy,
otras especies de Acremonium. En el arbol filogenético para este aislamiento a partir de
secuencias de ITS Unicamente, se logré la identificacion de la especie en el clado de P.
curvata, con un valor de bootstrap del 81% (Anexo H). Los marcadores usados en este

estudio, se consideraron adecuados para la identificacion.

En cuanto a la morfologia, segin Gams y McGinnis (1983), las especies de Phialemonium
se caracterizan por presentar colonias humedas, planas, nunca rosadas y abundantes
adelofialides, aunque también estan presentes fidlides discretos cortos sin collar; los
fidlides forman conidios unicelulares, hialinos agregados en cabezas. Especificamente P.
curvata presenta colonias ocraceas o grisaceas, fidlides no proliferantes y conidias
cilindricas a alantoides; las cuales miden de (1i2) x (0.5i1 ¢ largo x ancho; algunos
autores han descrito la presencia de conidiomas similares a esporodoquios, (Perdomo et
al., 2017). Asi mismo, P. curvata se distingue principalmente de las otras especies del
género por la ausencia de picnidios y de clamidosporas. El tamafio de las conidias segun
Guarro etal., (1999) esde (3i6x0.812 ) ¢ m xlarehogEstas caracteristicas coinciden
con las descritas anteriormente entre los intervalos descritos y bajo las condiciones de
crecimiento realizadas no se observaron cuerpos fructiferos ni estructuras de resistencia.
La asociacion de esta especie con plantas parece escasa. Este estudio representa el
primer informe sobre su patogenicidad sobre la arvense P. nepalensis; sin embargo, como
agente biocontrolador representa una desventaja discutible, dadas sus estrechas
relaciones patolégicas en humanos, que podrian limitar su utilidad. Se requiere

investigacion adicional para determinar si podria representar un riesgo a la salud.
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3.3.7 Aislamiento P7: Stemphylium beticola Woudenb. & Hanse

Clasificacion: Pleosporaceae, Pleosporales, Dothideomycetes, Ascomycota.

Crous et al. (2016)

Descripcion morfologica

Hifas septadas, de coloracion marron y pared lisa. Conidi6foros solitarios, célula
conidiogénica hinchada en el 4pice. Conidias de forma cilindrica o elipsoide, con septos
transversales (1-4) y longitudinales (1-2), con dimensiones entre (16.3-32.9) x (11.5-16.3)
pum de largo x ancho. Pseudotecios subglobosos, con altura entre 98-120 um de altura y
77-116 pm de diametro (Figura 26, ABCD).

En medio PDA, se observaron colonias de textura algodonosa, creciendo de forma
concéntrica, con margen lobular, micelio con elevacion pulvinada, de color blanco y/o beige
conforme al crecimiento y pigmentacién naranjada. En la cara inferior presenta una
coloracién marron, rodeada de un borde mas claro, con ligeras sectorizaciones a los 15
dias de edad (Figura 26).

Analisis molecular

La identificacién molecular se realiz6 con base en el andlisis de la region ITS; no fue posible
usar las secuencias de TEF y bTub2, debido a la mala calidad. Se obtuvo una secuencia
depurada, con un tamafio de 560b pb. El analisis en BLAST en linea sugirié Unicamente el
género Stemphylium, con porcentajes de identidad superiores al 98%, destacando las
especies S. beticola, S. drummondii y S. triglochinicola.

El arbol filogenético mostrd la formacion de nueve clados, con valores de bootstrap
superiores a 50%. En el clado | se ubicaron las especies S. luffae S. phaseolina y S.
amaranthi y S. paludiscirpi; en el clado Il S. lycii y S. halophilum y en el clado IIl S.
triglochinicola. Las especies S. vesicarium y S. glacilariae, se ubicaron en el clado IV;
minetras que, S. eturmiunum, S. lycopersici, S. solani y S. symphyti representaron el clado
V.S. trifolii y S. ixeridis representaron el clado VI. El aislamiento P7 se agrup6 en el clado
VII, asociandose con las secuencias de S. beticola (bs=90%). S. drummondii estuvo en el

caldo VIII. Como grupo externo se usé B. maydis (clado IX) (Figura 27).
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Figura 26. Morfologia del aislamiento P7 (Stemphylium beticola) en medio PDA. A.

Conidias y conidiéforos. B. Conidia. C. Pseudotecio. D. E. Detalle del micelio. F1.
Morfologia superior de la colonia (7 dias). F2. Morfologia superior de la colonia (15 dias).

G1. Morfologia inferior de la colonia (7 dias). G2. Morfologia inferior de la colonia (15 dias).
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Figura 27. Arbol filogenético resultante del analisis de secuencias nucleotidicas de la
region ITS del ADNr para el aislamiento fungico P7_ANT; obtenido por medio del método
de Maximum likelihood (ML) y el modelo Kimura2-P. Los valores en cada nodo representan
el respectivo valor de bootstrap obtenido a partir de 1000 repeticiones (valores inferiores

al 50% no se muestran). El arbol esta enraizado en Bipolaris maydis CBS 136.29.
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Stemphylium es un género de patdégenos y saprobios de plantas monofiléticamente bien
definido en la familia Pleosporaceae; cuyos teleomorfos, hasta donde se conocen, se
encuentran en Pleospora (Inderbitzin et al.,, 2009). Stemphylium es un hifomiceto
dematiaceo, que se puede distinguir morfolégicamente de otros hifomicetos que forman
dictiosporas en funcion del rejuvenecimiento recurrente de sus conidiéforos y células
conidiogénicas hinchadas apicalmente (Simmons & Alcorn, 2007). La asighacién a las
especies dentro de Stemphylium se basa principalmente en las caracteristicas
morfologicas de los conidios y conidiéforos, asi como el didmetro terminal apical hinchado;
sin embargo, es poco confiable acertar en la identificaciébn de sus especies sin apoyos en
estudios filogenéticos (Wang, Geng, Pei, & Zhang, 2010). Al respecto, se ha sefialado que
los datos de las secuencias ITS y gliceraldehido3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) son
Gtiles para establecer relaciones bien apoyadas entre las especies y los aislados de
Stemphylium (Camar a, O6 Nei l Il , & Ber kum, 200 2; Crous et

Stemphylium beticola se creé recientemente para nombrar el agente causal de la mancha
foliar de la remolacha azucarera (Beta vulgaris L.), a partir de un analisis de secuencias
ITS y GAPD. Las caracteristicas morfologicas descritas fueron: conidioforos solitarios,
rectos a flexibles, septados, lisos, de color marrén palido, 45172 x 4i5 um; células
conidiégenas hinchadas en el apice, oscurecidas, de 5i 6 um de ancho; conidias solitarias,
elipsoides a cilindricas, (22i 26) x (141 16) um, con 2i 4 septos transversales y 1i 3 septos
longitudinales; pseudotecio globoso de 100 a 300 um de altura (Crous et al., 2016). Estas
caracteristicas coindicen con las encontradas en el aislamiento P7, y los tamafios de las

estructuras se encuentran dentro del rango reportado.

Basados en la informacién morfolégica y el analisis filogenético, que mostré una soélida
agrupacion en el clado de las secuencias de S. beticola, incluyendo la secuencia tipo de la
especie CBS 141024, obtenida en Paises Bajos. Los resultados obtenidos en la presente
investigacion sugieren que el aislamiento analizado corresponde a S. beticola, lo que
constituye el primer reporte como patéogeno de la planta arvense P. nepalense. Otros
hospederos del patégeno incluyen: Spinaca oleraceae L., Passiflora edulis Sims., Pisum

sativum L., y Commelina sp. (Woudenberg et al., 2017).
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3.3.8 Aislamiento T7: Alternariathunbergiae EG Simmons & Alcorn

Clasificacion: Pleosporaceae, Pleosporales, Dothideomycetes, Ascomycota.

Simmons y Alcorn (2007).

Descripcion morfologica

Se observaron hifas septadas, conidias de forma elipsoidal, de coloracién marrén, con un
tamafo entre (60.6-67.6) x (14.01-19.8) um de largo por ancho; entre 8-10 tabiques
transversales y entre 1-4 tabiques longitudinales (Figura 28, ABCDE).

Colonias en medio PDA creciendo de forma circular, con bordes definidos, textura
algodonosa de color rosa palido, con relieve convexo y margen ondulado leve. A los 15
dias de crecimiento presentd un relieve elevado, con coloracion gris en el centro y beige
claro en los bordes. En la cara inferior se presentd una coloracién beige, con filamentos
cafés cuando joven; los cuales se oscurecieron al crecer, conservando un borde beige
claro (Figura 28, FG).

Analisis molecular

La identificacion se realiz6 mediante el andlisis de secuencias de las regiones ITSy TEF1 U
obteniendo secuencias editadas de 570 pb y 380 pb, respectivamente. El analisis en
BLASTnN para ITS sugirié el género Alternaria, con las especies A. cucumerina (98.7%), A.
macrospora (98.6%) y A. thunbergiae (99.6%). Para el marcador TEF1 Use sugirid A.
thunbergiae, A. cassiae y A. blumeae, con porcentajes de identidad del 98.1%, 97.8 y
96.9%, respectivamente.

El &rbol filogenético con la concatenacion de ambas regiones mostré la formacion de nueve
clados, con valores de bootstrap superiores al 55%. El clado | estuvo representado por las
especies A. crassa, A. rostellata y A. thunbergiae. La secuencia del aislamiento T7_ANT,
se agrup6 con las de A. thunbergiae, con un valor de bootstrap del 86%. En el clado Il se
agruparon las especies A. multirostrata, A. porri y A. solani. En el clado Il estuvieron A.
blumeae, A physalidis y A. cassiae; mientras que, A. macrospora y A. cucumerina, se
agruparon en el clado IV. Los clados V y VI estuvieron representados por A. dauci y A.
steveae, respectivamente. A. tenuissima y A. arborescens se ubicaron en el clado VI,
mientras que A. japonica se ubicé en el clado VIII. Como grupo externo, se uso la especie

Pleospora herbarum (Figura 29).
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Figura 28. Morfologia de Alternaria thunbergiae en medio PDA. A. Conidia. B. Grupo de

conidias. C. Célula conidiogénica. D. Hifas. E. Conidias. F1. Morfologia superior de la
colonia (7 dias). F2. Morfologia superior de la colonia (15 dias). G1. Morfologia inferior de

la colonia (7 dias). G2. Morfologia inferior de la colonia (15 dias).
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Figura 29. Arbol filogenético resultante del analisis de concatenacion alineada de las
secuencias nucleotidicas de la region ITS del ADNr y TEF1U para el aislamiento fingico
T7_ANT; obtenido por medio del método de Maximum likelihood (ML) y el modelo Jukes-
Cantor. Los valores en cada nodo representan el respectivo valor de bootstrap obtenido a

partir de 1000 repeticiones (valores inferiores al 50% no se muestran). El arbol esta

enraizado en Pleospora herbarum IT958.

Pleospora herbarum IT 958
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Alternaria es un género de hongos ubicuos que incluye especies saprdfitas, endofiticas y
patdégenas asociadas con una amplia variedad de sustratos y hospedantes. El complejo
Alternaria actualmente comprende nueve géneros y ocho secciones de Alternaria, en
funcion de un andlisis de filogenia molecular y morfolégico (Woudenberg et al., 2013)A.
thunbergiae fue descrita por primera vez por Simmons y Alcorn (2007) a partir de manchas
foliares en Thunbergia alata, recolectadas en Queensland, Australia. Actualmente se
considera miembro de la seccién Porri, donde se incluyen las especies caracterizadas por
presentar conidios medianos a grandes con un pico largo filamentoso simple o ramificado
(Woudenberg et al., 2014).

En una descripcién de A. thunbergiae proveniente de hojas sintoméaticas de T. alata en
Brasil, se inform6 de conidi6foros subcilindricos rectos, mayormente geniculados,
septados, con cicatrices conidiales terminales, marrén claro palido, liso; conidias solitarias,
raramente en cadenas cortas con dos conidias, con 8i 10 septos transversales y 1i 4
longitudinales, cuerpo (90i 110) x (21i 27) um de largo x ancho (Melo et al., 2009). Otro
hallazgo reciente de este hongo en Reino Unido, inform6 conidias marrones, con picos
extremadamente largos en conidiéforos no desarrollados, de forma elipsoide u obclavadas,
con un tamafio entre (85-108) x (17-29) um de largo x ancho; de 8-11 tabiques
transversales primarios y 5-6 células con septos (Newbery et al., 2019). Estas
descripciones, coinciden con lo encontrado en este estudio; excepto por el tamafio de las
conidias, ya que se encontraron dentro de un rango de menor tamafio que lo descrito por
estos autores. Sin embargo, al realizar la comparacion de imagenes reportadas por
Woudenberg et al., (2014), se encontré que el tamafio de las conidias en el presente
estudio, se encuentran dentro del rango reportado para A. thunbergiae; (60-80 um de largo)
la cual se identific6 mediante un andlisis multilocus con cinco genes, a saber, ITS, GAPDH,
RPB2, TEF1 y Alt a 1. Asi mismo, se aclara que las descripciones microscépicas de esta
especie en el presente estudio, se realizaron sobre la observaciébn de estructuras
directamente sobre el tejido vegetal, y no a través de medio de cultivo, ya que no se logré

la esporulacion en esta condicion; lo cual pudo contribuir con la variacion.

Somma et al. (2019) mencionan que los rasgos morfolégicos por si solos son demasiado
variables para ser utilizados para la identificacion de especies de Alternaria, por lo cual los
enfoques que incluyen secuencias multilocus son preferidos. Andlisis filogenéticos

moleculares basados en secuencias ITS rDNA, GAPDH y TEF1 alfa, en general, permiten
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buenos resultados para identificacién de especies en Alternaria (Cai et al., 2019). Newbery
et al. (2019), confirmaron la especie A. thunbergiae usando secuencias ITS y GADPH; y
ademéas se mencion6 que con secuencias ITS Unicamente, se obtuvieron secuencias
idénticas de A. thunbergiae. Al respecto, al elaborar el arbol filogenético inicamente con
secuencias ITS se evidencio una agrupacion en A. thunbergiae (Anexo I).

Esta investigacion representa el primer reporte de A. thunbergiae sobre T. alata en
Colombia y el segundo en Suramérica.

3.3.9 Aislamiento T10: Nigrospora sphaerica (Sacc.) EW Mason

Sinonimo: Trichosporum sphaericum.
Clasificacion: Apiosporaceae, Xylariales, Sordariomycetes, Ascomycota.

Mason (1927).

Descripcion morfolégica

Se observaron hifas septadas hialinas a marrén claro; conidias unicelulares, de color
negro, esféricas o subesféricas, de pared lisa con un tamafio entre (13.2-16.6) um de
didmetro (Figura 30, ABCD).

Colonia de textura algodonosa y/o afelpada, con apariencia flocosa, de color blanco
inicialmente, creciendo de forma circular, con margen entero y relieve elevado/pulvinado.
A los 7 dias de crecimiento alcanzé a cubrir la totalidad de la caja Petri. Durante el
crecimiento la coloracion blanca empez6 a oscurecerse hasta tornarse gris claro y gris

oscuro. En la cara frontal el color fue amarillo claro y/o beige (Figura 30, EF).

Analisis molecular

La identificacion se realiz6 mediante el andlisis de secuencias de las regiones ITS, bTub2
y TEF1 USe obtuvieron secuencias editadas de 530 pb, 340 pb y 220 pb, respectivamente.
El andlisis con BLASTn para ITS sugirié Unicamente la especie N. sphaerica con 100% de
identidad; con bTub2 sugirié el género Nigrospora, con porcentajes de identidad entre 86-
100% y, para el marcador TEF1 Use sugirieron las especies N. sphaerica, N. oryzae y N.

chinensis, con 85.2% de identidad cada una.
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El &rbol filogenético concatenado con las tres regiones, mostré la formacion de ocho
clados, con valores de bootstrap superiores al 75%. En el clado | se ubicaron las especies
N. aurantiaca, N. vesicularis, N. osmanthi y N. lacticolonia (bootstrap=90%). Los clados II,
IIl'y IV, estuvieron representados por N. guilinensis, N. chinensis y N. camelliae-sinensis
con N. pyriformis, respectivamente; mientras que, en el clado V, se agruparon N. musae,
N. gorlenkoana, N. rubi y N. hainanensis (bootstrap=99%). El clado VI estuvo representado
por N. oryzae y N. zimmermanii. La secuecia obtenida para el aislamiento T10_ANT, se
agruparon en el clado VI, con las secuencias de N. sphaerica, con un valor de bootstrap

del 90%. La especie Arthrinium phaespermum se usé como grupo externo (Figura 31).

Figura 30. Morfologia del aislamiento T10 (Nigrospora sphaerica) en medio PDA. A.

Conidias. B. Conidia e hifas. C. Conidias sobre conidiéforos. D. Grupo de conidias. E1.
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Morfologia superior de la colonia (7 dias). E2. Morfologia superior de la colonia (15 dias).
F1. Morfologia inferior de la colonia (7 dias). F2. Morfologia inferior de la colonia (15 dias).
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Figura 31. Arbol filogenético resultante del andlisis de concatenacion alineada de las
secuencias nucleotidicas de la region ITS del ADNr, bTub2 y TEF1U para el aislamiento
fungico T10_ANT; obtenido por medio del algoritmo Maximum likelihood (ML) y el método
Hasegawa-Kishino-Yano. Los valores en cada nodo representanelr especo o tvot M&Bp O
obtenido a partir de 1000 repeticiones (valores inferiores al 50% no se muestran). El arbol

esta enraizado en Arthrinium phaespermum CBS114315.
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Nigrospora es un género monofilético, cuyas especies se han descrito cominmente como
fitopatdgenos, endofitos y saprobios en diferentes huéspedes. La mayoria de estudios se
ha enfatizado en las especies N. sphaerica y N. oryzae, debido a que son los patégenos
mas frecuentemente reportados dentro del género (Hao et al., 2020).

La delimitacion de especies en Nigrospora se basd previamente en caracteres
morfologicos; pero, se encontré que algunas de las caracteristicas morfolégicas clave,
tales como el tamafio de las conidias, se superponen entre especies filogenéticamente
distintas. La ubicacion del género en Apiosporaceae (Xylariales) se confirmo de acuerdo a
un estudio filogenético molecular multilocus, usando las regiones ITS, TEF1-alfay b-TUB2
(Wang et al., 2017).

Morfolégicamente, N. sphaerica se caracteriza por presentar colonias flocosas de rapido
crecimiento, inicialmente de coloraciéon blanca, seguida de gris y en ocasiones negra;
abundante micelio aéreo; conidioforos flexuosos o rectos, de color hialino a marrén palido.
Las conidias son unicelulares, solitarias, globosas o subglobosas, negras, aseptadas y
lisas, con un didmetro entre 12-16 um (Han et al., 2019); o de 16-21 um (Wang et al.,
2017). Estas descripciones concuerdan con lo encontrado en este estudio; sin embargo,
se evidencié que el tamafio de las conidias, es similar al de otras especies como por
ejemplo N. musae (15-19 um) y N. vesicularis (12.5-16.5 um); por lo que, evidentemente,

los caracteres morfoldgicos no son suficientes para separar especies.

En este estudio, basados en las caracteristicas morfolégicas y el andlisis molecular
filogenético, se logré la identificacion de la especie como N. sphaerica. Al respecto,
recientemente se mencioné que el andlisis de las secuencias de ADN de las regiones
genéticas combinadas ITS, TEF1 y TUB2 proporciona confirmacion y resolucién sélida
para la delimitacion de especies del género Nigrospora con un alto soporte (Hao et al.,
2020).

De acuerdo con el estudio de Abbas y Hussein (2014) se logr6 la identificacion y
separacion de las especies N. sphaerica y N. oryzae, con 100% de identidad, usando
Unicamente secuencias ITS. En nuestro caso, también se logré la identificacion de la
especie con las secuencias de ITS (Anexo J). Este es el primer informe de la patogenicidad

de N. sphaerica sobre T. alata en el mundo.
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3.4 Implicaciones para la bioseguridad de las plantas
cultivadas en el area de estudio

Los resultados anteriores permiten avanzar considerablemente en el conocimiento
cientifico para un eventual control biolégico de arvenses; sin embargo, existe una
constante y emergente preocupacion por el posible impacto de tales microrganismos sobre
las plantas cultivadas presentes en la zona. Considerando los cultivos de aguacate, tomate
de mesa, mora de castilla, tomate de arbol y frijol, como representativos del area de
muestreo dada su participacion en la fase de bioprospeccién, resulta conveniente indagar
de manera preliminar sobre posibles riesgos epidemiolégicos en estos, de acuerdo con las
asociaciones fitopatdégenas conocidas hasta el dia de hoy, con las especies flngicas
identificadas en esta investigacién. Por ejemplo, en cultivos de aguacate en México, un
aislamiento fungico identificado como C. cigarro, se reporté como causante de antracnosis
en fruto (Fuentes et al., 2020). Si bien, esta asociacién podria alertar sobre posibles riesgos
en el cultivo de aguacate al usar C. cigarro para el biocontrol de R. crispus, es importante
tener en consideracion otro tipo de factores como la especificad de la cepa patogénica

(formas especiales y/o razas), del cultivar de aguacate empleado y del fenotipo.

Para el caso de los cultivos de mora, en Colombia se identific6 un aislamiento como C.
kahawae subsp. cigarro causando antracnosis en cultivos de tomate de mora (Afanador et
al., 2014) y en tomate de arbol (Rojas et al.,, 2018). Nuevamente, ante esta alerta es
imprescindible realizar la confirmacién de la patogenicidad de la cepa aislada y evaluada
en este estudio sobre los cultivos en mencién e incluso sobre los cultivares usados.
Ademds, como ya se ha sefialado anteriormente con especies de Colletotrichum usadas
como agentes de biocontrol, la utilidad principal de estos recae en limitar el rango de uso

y detectar en cual tipo de cultivo podria emplearse y en cuales no.

De acuerdo con la revision bibliografica, en cultivos de tomate de mesa y frijol no se
conocen interacciones patogénicas asociadas con las especies fungicas identificadas en
esta investigacion; sin embargo, cabe resaltar la patogenicidad conocida del hongo B.
zeicola sobre plantas de maiz (Xiao et al., 1992), el cual hizo parte de los muestreos
incluidos en esta investigacion y es de comun ocurrencia en el &rea de estudio. De acuerdo

con Xiao et al. (1992) B. zeicola se divide en al menos cinco razas diferentes segun la



129

patogenicidad, las cuales pueden ir desde no patégeno hasta altamente patégeno; lo cual,
para eventuales investigaciones en rango de hospederos tendria que considerarse
especialmente. Por otra parte, ante la posibilidad de no usar las especies del género
Bipolaris en cultivos de hoja angosta, como se ha referenciado anteriormente, podria ser
atil en cultivos de hoja ancha con problemas de la arvense P. nepalensis; siempre y cuando

no represente un riesgo para la planta cultivada.

En cualquier situacion, es evidente que se necesitan investigaciones precisas para
predecir mejor el riesgo de impactos no objetivo significativos a fin de obtener los beneficios

ambientales, econdmicos y agronémicos deseados.

3.5 Conclusién

Las caracteristicas morfoldgicas y moleculares, permitieron la identificaciéon a nivel de
especie de ocho de los nueve fitopatdgenos de las arvenses en mencién. Se reporta por
primera vez en el mundo la patogenicidad de Colletotrichum cigarro, Epicoccum draconis
y Didymella rumicicola sobre la arvense Rumex crispus; de Bipolaris zeicola,
Phialemoniopsis curvata y Stemphylium beticola sobre Persicaria nepalensis y de
Nigrospora sphaerica sobre Thunbergia alata. Asi mismo se reporta por primera vez en
Colombia la patogenicidad de Alternaria thunbergiae sobre Thunbergia alata y de Bipolaris

sp., sobre el pasto Digitaria horizontalis.
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4. S2ntesis actual vy futur

4.1 Sintesis

Las arvenses contindian siendo una importante limitacion en la produccion agricola, en todo
el mundo. La dependencia de los herbicidas ha sido percibida por los agricultores como
una solucion a corto plazo, facil, rapida y rentable (Triolet et al., 2019). Los posibles efectos
adversos de los herbicidas en la salud humana y el medio ambiente, combinados con la
resistencia de arvenses a herbicidas y la falta de nuevas moléculas, han dado lugar a la
necesidad de explorar e integrar técnicas alternativas de control para un manejo eficiente,
no solo desde el punto de vista técnico; sino también, obedeciendo a demandas politicas,

publicas, normativas y de interés para la sociedad (Moss, 2018).

El enfoque biolégico, como parte integral del manejo sostenible de arvenses, representa
un método emergente y prometedor, para minimizar el uso e impacto de los herbicidas.
Histéricamente, los microorganismos fitopatdégenos para el control biolégico de arvenses
son la alternativa més destacada e investigada para tal fin (Kumar et al., 2018). Sin
embargo, la deteccién de cepas potenciales para el control de arvenses es un proceso
complejo y tedioso que requiere muchas réplicas para determinar la virulencia y el espectro
del huésped (Triolet et al., 2019).

Como ya se ha mencionado, el éxito de los microorganismos patdgenos en el control de
plantas arvenses se basa en la presencia de una cantidad adecuada del agente de
biocontrol en el huésped susceptible y las condiciones ambientales apropiadas requeridas
para la infeccién y el desarrollo de la enfermedad (Leiss, 2001). La ausencia de un enemigo
natural y/o la baja virulencia del patégeno de una arvense en determinadas condiciones,
es un problema bastante comun en esta area de investigacion; por lo cual, la deteccién de
los patégenos més potenciales y la comprension integral de la virulencia, la biologia y la
dinamica de la poblacién de la planta objetivo, las condiciones para el inicio de la
enfermedad y las interacciones dentro del sistema huésped-patdégeno son altamente
esenciales (Zimdahl, 2018). En esta investigacion, se logré la deteccion de nueve agentes
fungicos sobre cuatro especies arvenses de importancia ecologica, econdmica y antropica
del area de estudio; asi como la diferenciacion del grado de afectacion que estos pueden

representar sobre sus respectivos hospederas, a través del avance de la enfermedad en
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el tiempo. Estos resultados fueron prometedores en esta primer etapa de deteccién; no
obstante, se requiere reforzar y comprobar tales interacciones en diferentes condiciones

ambientales.

El periodo de rocio y la temperatura se han sefialado como los factores determinantes de
la infeccion primaria por agentes de biocontrol, lo cual podria variar de un campo a otro y
de un afio a otro (Hershenhorn et al., 2016). En este sentido, una vez identificados los
patdbgenos con capacidad de infeccidn, es necesario determinar las condiciones
ambientales favorables para el desarrollo de la enfermedad, de acuerdo a la oferta
ambiental y fluctuacién climética del area de estudio; lo que representa un factor critico en
el éxito del enfoque micoherbicida (Abbas et al., 2018). En consecuencia, es indispensable
también, la realizacién previa de pruebas de rango hospedero, especialmente sobre las
especies cultivadas o presentes en la zona de estudio; e inclusive en diferentes épocas del
afio, dadas la variacion ambiental que se presenta cotidianamente en la zona de estudio,

especialmente en relacion a la precipitacion.

Ademas de los inconvenientes biolégicos que se presentan comunmente, los estudios de
control biolégico de arvenses enfrentan otros problemas como la insuficiencia de las
finanzas, algunos efectos secundarios y puntos de vista contradictorios (Uludag et al.,
2018). Uno de los principales puntos de vista conflictivos, tienen que ver con la forma para
predecir de manera confiable si una planta que respalda el desarrollo de pruebas de
especificidad de huésped de laboratorio, podra ser utilizada con tranquilidad, después de
la aplicacion del agente patégeno (Paynter et al., 2018). Al respecto, como se menciong,
bajo el enfoque bioherbicida, el uso de los patdgenos se regula meticulosamente, desde
el conocimiento de la biologia y la tecnologia de aplicacién de este. Esta investigacion
representa la primera etapa en un estudio de control biol6gico, por lo cual, hasta el
momento, no es posible informar o predecir los riesgos o potencialidades de uso en campo,
para una u otra situacioén determinada.

Cau y Gu (2016) mencionan que el alto costo y las posibles amenazas para la salud
humana son otras limitaciones para el uso de agentes de biocontrol como bioherbicidas.
Asi mismo, aunque algunos patégenos son efectivos para controlar una serie de plantas,

también pueden producir toxinas indeseables para mamiferos y aves (Kremer, 2005).



137

Actualmente, estudios a partir de la secuencias del ADN de los agentes fungicos y
diferentes técnicas moleculares se adoptan rutinariamente para complementar la
caracterizacion morfoldgica, para confirmar la taxonomia del patégeno, para monitorear el
destino genético y ambiental de estos, conocer los rangos de hospederos, entre otros (Avis
et al., 2010). Evidentemente, la correcta identificacion taxondémica del agente fungico
detectado, es indispensable durante las primeras etapas de investigacion, pues
proporciona informacion til respecto a la aparente bioseguridad de su uso. Ocho de los
nueve aislamientos patogénicos obtenidos en esta investigacion se identificaron a nivel de
especie y uno a nivel de género, a través de herramientas moleculares como PCR y
analisis filogenéticos, lo cual representa un avance importante, que podria abrir caminos
para la continuidad de otras investigaciones.

Afortunadamente, la variedad de métodos moleculares se desarrollan y expanden
continuamente, con lo cual, se puede acompafar simultanea y mas facilmente los
resultados que se van obteniendo y/o se dilucidan algunos interrogantes ya generados; asi
mismo, las mejoras en los protocolos y equipos estan haciendo que estas herramientas
sean mas baratas y mas accesibles para los investigadores y practicantes de diversas
disciplinas (Gaskin et al., 2011).

Aun asi, hasta donde sabemos, en Colombia no se tiene aun estudios encaminados
directamente hacia el control biol6gico de arvenses. Los cinco paises y regiones del mundo
gue mas han apostado histérica y actualmente por la investigacion y aplicacion de este tipo
de control son, en orden descendiente: Australia, Norteamérica, Sudafrica, Hawai y Nueva
Zelanda; para estos, el pico de mayor actividad se present6 principalmente en la década
de 1990 (Schwarzlander et al., 2018). Desde entonces, se han publicado regularmente
varios articulos cientificos y de divulgacion durante varios afios, con diferentes frecuencias
y diversos focos, para proponer posibles patdgenos candidatos o las llamadas estrategias
innovadoras para controlar arvenses, que se agrupan o0 pertenecen a varias familias
botanicas y que afectan a diferentes cultivos (Charudattan & Dinoor, 2000). A pesar de los
constantes esfuerzos de investigacion en el area de los bioherbicidas en todo el mundo,
solo se han registrado 17 micoherbicidas (Kumar et al., 2018). Es comprensible, que llegar
a tal punto, requiere de muchos afios de diversas investigaciones, dinero y tiempo;
ademds, de los procedimientos de registro en el mercado comercial, que son largos y
complejos. En este contexto, se requiere la union de esfuerzos desde la investigacion

académica, la investigacion industrial y la biorregulacion por parte de normativas y
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entidades competentes, que permita definir y optimizar la produccion, la formulacién y los
parametros de uso, entre otros (Triolet et al., 2019). Los resultados de esta investigacion,
permitieron aportar esfuerzos informativos desde el area académica, para el tema de
control biolégico de arvenses en Colombia, desde el punto de vista del enfoque
micoherbicida; sin embargo, es claro que se requiere la continuidad de estudios que
permitan esclarecer y/o contribuir con la solucién de los interrogantes generados a partir

de estay a futuro.

4.2 Perspectivas futuras

La agricultura organica se esta expandiendo en todo el mundo, impulsada por la demanda
de los consumidores, la conservacion de los recursos y la seguridad alimentaria en los
mercados (Cai & Gu, 2016). A pesar de que en algunos paises de Europa y EE.UU se
comercializan algunos bioherbicidas microbianos, su uso generalizado en el mundo y en
diversos tipos de cultivos, aun es limitado (Saritha & Prasad, 2019). Los bioherbicidas son
productos muy esperados en la agricultura mundial, del mismo modo que lo fueron en
algiin momento los fungicidas e insecticidas biolégicos; de manera, que su participacion y
futura integracién en la proteccién de cultivos, requerira del apoyo y la gestion de diversos
entes académicos e investigativos, legislativos, comerciales, de procesos publicos
regulatorios y demdas regulaciones competentes, para lograr alcanzar una mayor

distribucién y ampliar las fronteras entre paises.

La creciente aparicion de agentes de biocontrol exitosos, podria conducir a la generacion
de nuevos bioherbicidas; que, posiblemente, representaran el descubrimiento de nuevos
mecanismos de accién para el control de las arvenses de dificil control. Sin embargo, en
muchas situaciones, la problematica de arvenses no se centra en una Unica especie; sino
gue, en ocasiones, pueden presentarse varias arvenses objetivo; incluso en una misma
area, como fue el caso del presente estudio. Las futuras investigaciones en agentes de
biocontrol prometedores y posible desarrollo de bioherbicidas, deberian apuntar, siempre
gue sea posible, a |l a mezcla de pat- -geno
hongoso, donde cada uno de espéclivoldanca pialdgitoaDe
esta forma, se busca optimizar la aplicacion y beneficio de los agricultores. Un ejemplo de
este tipo, se evidenci6 con el bioherbicida comercial Sarritor (Hershenhorn et al., 2016), el

cual contrala simultdneamente varias plantas eudicotiledéneas.
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Los estudios que involucran técnicas moleculares y/o que involucran informacion la
genética de los agentes de biocontrol, serdn aun mucho mas utiles en la medida que se
combinen de forma multidisciplinar la informacién taxonémica, morfol6gica, ecoldgica,
genética, historica, patoldgica y demogréfica de los agentes fungicos (Gaskin et al., 2011).
Lo anterior, permitir4 dilucidar un mejor contexto para abordar los resultados y encaminar
el futuro de las investigaciones. Por otro lado, buscando ampliar la cobertura de uso de los
bioherbicidas en diversos cultivos, la ingenieria genética podria proporcionar opciones
adicionales para manipular la selectividad de los bioherbicidas y crear alternativas

completamente novedosas para el manejo de arvenses (Westwood et al., 2018).

Los micoherbicidas necesitan competir técnica y comercialmente con los herbicidas
guimicos; por lo cual, ademas de la eficacia de la cepa del patégeno, la tecnologia de
produccion debe asegurar el mayor rendimiento posible de propagalos vivos del hongo,
asi como mejorar la eficacia del producto; por ejemplo, la combinacién con metabolitos que
facilitan la penetracion de hongos (Hershenhorn et al., 2016). La formulacién adecuada de
patégenos de plantas es un desafio que debe impartir una larga vida util, facilidad de
aplicacion y eficiencia mejorada, compatibilidad con el equipo y en lo posible, con algunas
de las précticas de los agricultores (Zhang et al., 2003). Este paso es esencial, entre la
investigacion basica y la investigacion aplicada.

A pesar de lo complicado que puede resultar el panorama, se espera que los métodos
bioldgicos y el desarrollo tecnolégico que toda su implementacion requiere, proporcionen

opciones de manejo de arvenses.
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5, Conclusiecmenendaci ones

5.1 Conclusiones

La flora arvense asociada a los cultivos del Oriente de Antioquia, Colombia, present6 una
diversidad vegetal compuesta por 75 especies arvenses, donde se destacan por mayor
participacion las familias Poaceae y Asteraceae quienes, en conjunto, representan el 43%
de la poblacion total. Fitosanitariamente, el 76% de esta poblacion arvense present6
sintomas presuntamente de enfermedades fangicas en campo, con niveles que no
superaron el 10% del area foliar afectada. En el 22% del total de las especies, se
detectaron dificultades de manejo agronémico superiores al 50% en una escala de 1-10,
de acuerdo con la percepcién antrépica de dafio agronémico informada por los agricultores.
En esta poblacion, se sefialaron como arvenses candidatas para posibles estudios de
control biolégico mediante hongos fitopatégenos, las siguientes doce especies: Rumex
crispus, Digitaria horizontalis, Persicaria nepalensis, Thunbergia alata, Melinis minutiflora,
Paspalum paniculatum, Pennisetum clandestinum, Pteridium aquilinum, Erigeron

bonariensis, Sonchus oleraceus, Bidens pilosa y Artemisia absinthium.

Las arvenses Rumex crispus, Digitaria horizontalis, Persicaria nepalensis y Thunbergia
alata fueron sometidas a estudios para evaluar el potencial de biocontrol de aislamientos
fungicos obtenidas de sus respectivos tejidos sintomaticos. Se encontraron nueve
aislamientos con capacidad patogénica, los cuales se identificaron morfologica y

molecularmente. Para Rumex crispus se detectd la patogenicidad de Colletotrichum
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cigarro, Epicoccum draconis y Didymella rumicicola. Para Digitaria horizontalis se identificd
a Bipolaris sp. Sobre Persicaria nepalensis se detectaron los patégenos: Bipolaris zeicola,
Phialemoniopsis curvata y Stemphylium beticola. En Thunbergia alata se confirmé la
patogenicidad de Alternaria thunbergiae y Nigrospora sphaerica.

Las interacciones mas virulentas correspondieron con: (R. crispus x Didymella sp.), (D.
horizontalis x Bipolaris sp.), (P. nepalensis x Stemphylium beticola) y (T. alata x Alternaria

thunbergiae).

Hasta donde sabemos, este estudio representa el primer reporte en el mundo, de la
patogenicidad de estas especies sobre las respectivas plantas hospederas, a excepcion
de (Alternaria thunbergiae x T. alata) y (Bipolaris sp. x Digitaria horizontalis). Estas ultimas,

se reportan por primera vez en Colombia.

Esta investigacion, permitié contribuir con la deteccion de plantas arvenses de impacto
ecoldgico y econémico en los cultivos del Oriente de Antioquia, Colombia, algunas de las
cuales pueden considerarse plantas objetivo para programas de control biolégico de
arvenses. Asi mismo, se detectaron e identificaron cepas fungicas con capacidad de
infeccion sobre estas. El hallazgo de las interacciones patogénicas entre las plantas
arvenses objetivo y sus enemigos fungicos potenciales, representa la primera etapa en los
estudios de control biol6gico de arvenses. Desde luego, existe una grande brecha entre la
deteccion experimental y la utilizacién de tales agentes de manera practica e incluso
comercial; sin embargo, con estos resultados se espera contribuir y abrir camino para
posteriores estudios que permitan acercarse cada vez mas a la implementacién de estas

practicas en Colombia.

5.2 Recomendaciones

Comprobar la capacidad patogénica de cada uno de los aislamientos obtenidos, en
condiciones de campo sobre su respectiva arvense hospedera. Asi mismo, evaluar la
combinacion de aislamientos patégenos de una misma planta arvense, mediante
inoculacion sobre plantulas jovenes de su respectivo hospedero, en condiciones de

invernadero y/o campo.

Determinar el rango de hospederos de los aislamientos patégenos obtenidos, idealmente
iniciando con aquellas plantas cultivadas en el area de estudio de donde se obtuvieron,

como por ejemplo aguacate y hortalizas, que se destacan por representar una mayor area
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cultivada o sobre aquellos cultivos presentes que pertenecen a la misma familia botanica

de donde fueron aislados los patdgenos.

Realizar pruebas de patogenicidad de los aislamientos obtenidos, sobre algunas de las
plantas que se sefialaron como potenciales candidatas para estudios de control bioldégico
en la zona de estudio, con el fin de ampliar el rango de blanco biolégico objetivo.
Nuevamente, podria iniciarse con aquellas arvenses que pertenecen a la misma familia de

donde fueron obtenidos los aislamientos.

Utilizar el marcador GPDH para lograr la separacién a nivel de especie del aislamiento
D30, correspondiente con el género Bipolaris. En esta investigacion no se logré obtener la
amplificacién con dicho gen, debido al agotamiento de recursos y otros contratiempos.

De ser posible, realizar las pruebas de patogenicidad en dos épocas del afio y/o
condiciones climaticas diferentes, con el fin de conocer las condiciones apropiadas para el

establecimiento de la enfermedad en campo.

Evaluar los aislamientos patdégenos sobre las semillas de sus respectivas arvenses

hospederas, con el fin de determinar posibles efectos como bioherbicidas pre-emergentes.
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Anexos

Anexos A: Formato de caracterizacion de informacion en campo.

PROYECTO DE INVESTIGACION:

POTENCIAL FITOPATOGENICO DE HONGOS ASOCIADOS A ARVENSES
DE CULTIVOS DE CLIMA FRIO MODERADO DEL ORIENTE DE

ANTIOQUIA, COLOMBIA

A8

? - &;‘ UNIVERSIDAD
“gic NACIONAL
PN pe coLombla

1. INFORMACION GENERAL

de abanico

aspersién usado

eficiencia

del agua

NOMBRE
Observaciones:
Propietario | Administrador | Asistente Técnico Mayordomo
CARGO
FINCA O EMPRESA VEREDA
MUNICIPIO AREA
TELEFONO CORREO
CULTIVOS CODIGO GPS
2. MUESTREO DE ARVENSES
. Cobertura Descripcion de Tejido (s) de la . o Estado ’ .
Especies No. Aforo (%) Sintomas planta Severidad (%) fenologico Observaciones:
3. MANEJO DE ARVENSES
+Qué métodos de control Fisico Quimico Cultural Mecénico Observaciones
implementa en el cultivo?
3 0 més veces Observaciones
¢ Cudl es la frecuencia de control de Semanal Mensual Semestral al afio
arvenses?
Observaciones
Cobertura viva
¢Realiza 0 ha realizado alguna de | Plateo manual Solarizacion Cobertura plastica o plantas
estas labores?: alelopaticas
¢Realiza calibracién de equipo de Si No ¢Cada cuanto? Observaciones
aspersion?
Observaciones
Rotacu_)n de Uso de_d03|s Sollqtuq de_ Uso del EPP
Ingrediente precisa asesoria técnica
En cuanto al control quimico,
responda si realiza alguna de las
siguientes actividades: Uso de boquilla Equipo de Evaluacion de Evalla calidad
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Observaciones

Mencione los herbicidas que usa
cominmente y las dosis por bomba
de aplicacion

4, CARACTERIZACION DE ARVENSES

Casi todas Casi ninguna Todas Algunas ¢Cuales?

¢Reconoce las plantas arvenses
presentes en su finca? ¢Realiza control a
todas o solo a

algunas?

Si No ¢ Cuales?

¢ldentifica las arvenses
perjudiciales con su cultivo?

Si No ¢Cuales?

¢ldentifica las arvenses que
generan un beneficio para el cultivo
0 por su uso?

¢ Cudles arvenses considera un
problema por la dificultad de
manejo?

¢ Cudles arvenses considera un
problema por la alta competencia
con el cultivo?

¢ Cudles arvenses considera un
problema por hospedar plagas y
enfermedades?

Si No ¢Cuales? ¢A qué tipo de herbicida?

¢Ha observado arvenses tolerantes
a la aplicacioén del herbicida?

PROFESIONAL ENCARGADO:

_——
()

Yerly Dayana Mira Taborda. Grupo de Investigacion Fitotecnia Tropical. LT
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin - Politécnico Colombiano Jaime Isaza l " ‘ !
Cadavid FIICTECMA
TROBICAL
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Anexo B: Verificacion de los postulados de Koch mediante

reaislamientos fungicos.
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Anexo C: Gel de producto de PCR purificado de los aislamientos

fungicos.

MM P4 P5 D30 P7

MM R14 R15R19 T7 T10

MM R14R15R19 T7 T10 P4 P5 P7 D30

MM R14R15R19 T7 T10 P4 P5 P7 D30
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Anexo D: Arbol filogenético de secuencias ITS para el aislamiento

R14 (Colletotrichum cigarro)

— Colletotrichum gloeosporioides CBS 132517
—— Colletotrichum gloeosporioides CBS 112386
Colletotrichum gloeosporioides CBS 100471
]l — Colletotrichum gloeosporioides IMI356878
Colletotrichum gloeosporioides CBS 125355
& — Colletotrichum gloeosporioides CPC20935
—— Colletotrichum gloeosporioides CPC 20904
— Colletotrichum siamense sirain CBS 125379
56 —— Colletotrichum siamense strain CBS 112985
£7 — Colletotrichum hori C1069.2

88— Colletotrichum horil ICMP10432

R141TS

— Colletotrichum kahawae subsp. cigarro BRIP 63048

(=51

[==1

=t

— Colletotrichum kahawae S8

Colletotrichum kahawae IMI 319418

Colletotrichum kahawae ICMP 17816
Colletotrichum kahawae subsp. cigarro ICMP 18539
Colletotrichum kahawae subsp. ciggaro C022-1

54

Colletotrichum kahawae subsp. ciggaro CBS 112964

— Colletotrichum kahawae subsp. kahawae CBS:135.30
—— Colletotrichum kahawae subsp. kahawae ICMP:17811
100 — Colletotrichum truncatum C13

—— Colletotrichum truncatum strain PAK53
B — Colletotrichum crassipes CBS159.75
B

(o=}

—— Colletotrichum crassipes BPS250
— Colletotrichum acutatum CBS 112996
—— Colletotrichum acutatum strain CBS 797.72

11

=
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Anexo E: Arbol filogenético de secuencias ITS para el aislamiento
R15 (Epicoccum draconis).

—— Phoma plurivora D/072
—— Phoma plurivora ICMP 6875
——— Epicoccum plurivorum CBS 558 .81

9%

Epicoccum plurivorum CBS 284 93

— Epicoccum sorghinum CBS 986.95

90 —— Epicoccum sorghinum CBS 886.95

—— Epicoccum ovisporum CBS 180.80
Didymella rumicicola CBS 683.79

— Didymella glomerata KARE315

7 — Didymella glomerata CBS 528.66
86 —— Didymella glomerata ICMP 15788

Didymella macrostoma KP00116

Didymella pinodella K171

— Didymella pinodella D/035

— Didymella pinodes K517

34

—— Didymella pinodes K496
Didymella maydis CBS 588.69
51 —— Epicoccum nigrum CBS 318 83

—— Epicaccum nigrum FP-027-C2

——— Epicoccum pimprinum CBS 246.60
Epicoccum brasiliense CBS 120105
R15ANT

—— Phoma draconis 30459

—— Epicoccum draconis US-18-11

2

—— Epicoccum draconis CBS 186.83
Didymella bellidis CBS 714.85
Didymella bellidis SFC101193
Stemphylium vesicarium CBS 124749
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Anexo F: Arbol filogenético de secuencias ITS para el aislamiento
R19 (Didymella rumicicola).

— Didymella glomerata CBS 464.97
— Didymella glomerata CBS 834.64
Didymella glomerata CBS 528.66
— Didymella glomerata N29-2

— Didymella glomerata CBS 290.76
— Didymella glomerata CBS 289.76
— R19_ANT

— Didymella rumicicola CBS 663.79
Didymella musae CBS 463.69 18S
Didymella curtisii CBS 251.92

— Didymella eucalyptica CBS 506.91
— Didymella eucalyptica CBS 377.91
— Didymella sancta CBS 644.97

—— Didymella keratinophila UTHSC DI16-200
— Didymella macrostoma CBS 223.69
— Didymella macrostoma CBS 529.66
Didymella pinodes CBS 525.77

w| — Didymella pinodes K496

— Didymella pinodes CBS 285.49
— Didymella heteroderae CBS 109.92
— Didymella calidophila CBS 448.63
Didymella musae CBS 503.71

— Didymella maydis MA0OZ27

— Didymella maydis CBS 586.69
Didymella gardeniae PW2989
Stemphylium vesicarium CBS 191.86

7

=

[y |
=
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Anexo G: Arbol filogenético de secuencias ITS para
aislamientos D30y P4 (Bipolaris sp.)

Bipolaris zeae DAOMZ211267
Bipolaris zeae CBS 127734
Bipolaris zeae AR5181
Bipolaris zeae JY-2

Bipolaris zeae JY-8

Bipolaris zeae strain NBC1

Bipolaris zeae NBC3

D30_ANT

Bipolaris zeae AR3795

Bipolaris zeae NBC2
— Bipolaris secalis BRIP 14453

L— Cochliobolus bicolor CBS 690.96

{ Bipolaris victoriae CBS 327 .64
Bipolaris victoriae DAOM147449

7B

P4_ANT

{ Bipolaris zeicola FIP532
Bipolaris zeicola AR5168

{ Bipolaris crotonis NJC2
Bipolaris crotonis CBS 126980

Bipolaris sorokiniana MAFF238877

E9 Bipolaris oryzae AR3797
Bipolaris oryzae MAFF 2354489
Bipolaris coffeana MFU0O080
Bipolaris coffeana BRIP 14845
Bipolaris cynodontis BC3
Bipolaris cynodontis CBS 109894
Bipolaris sorokiniana FIP499

a8 Bipolaris salviniae BRIP 12312
Bipolaris salviniae BRIP 15895
Bipolaris gossypina BRIP 14840
Bipolaris cookeil AR5185

5 Bipolaris cookei MAFF 511181

— Bipolaris maydis CBS 136.29

a0 L— Bipolaris maydis AR5182

Curvularia portulacae CB5239 48

los
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Anexo H: Arbol filogenético de secuencias ITS para el aislamiento
P5 (Phialemoniopsis curvata).



