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Resumen

En afos recientes una enfermedad caracterizada por la necrosis y el hundimiento de la epidermis de las bayas de
la vid (Vitis viinifera L.) se ha venido presentando en la variedad Red Globe, cultivada en predios viticolas del
municipio de La Union, Valle del Cauca, lo que ha resultado en pérdidas de rendimiento y calidad. Para determinar
la etiologia de la enfermedad, se recolectaron y procesaron frutos que mostraban los signos tipicos de decoloracion
y posterior necrosis. Con mayor prevalencia se encontré un hongo, que fue sometido a pruebas de patogenicidad
y caracterizacion morfoloégica mediante microscopia de luz y electronica (Environmental scanning electron
microscopy, ESEM), complementadas con pruebas moleculares. Los postulados de Koch se cumplieron mediante la
inoculacion de una suspension conidial de 1x10° conidios por mL™! de agua en bayas sanas de la misma variedad. Al
cabo una semana se empezaron a observar signos similares a los observados en campo. Las blisquedas de similitud
con la herramienta BLAST mostraron una identidad del 100 % entre las secuencias del espaciador transcribible
interno (internal transcribed spacer, ITS) y Colletotrichum aenigma 'y C. siamense, pertenecientes al complejo de
especies Colletotrichum gloeosporioides, 1o que proporciona informacion 1til para entender la enfermedad de las
bayas de la vid y poder disefiar estrategias de manejo. © 2019. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.
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Characterization of the causal agent of the deformation of the fruits of the grape (Vitis vinifera L.) var. Red
Globe, in La Union, Valle del Cauca, Colombia

Abstract

In recent years, a disease characterized by the necrosis of the grape berries (Vitis viinifera L.) has appeared on the
Red Globe variety cultivated in vineyards in the municipality of La Unidn, Valle del Cauca, Colombia, resulting in
loss of yield and quality. To identify the etiology of the disease, fruits showing the typical symptoms of discoloration
and subsequent necrosis were collected and processed. With high frecuency was found a fungus that was subjected to
pathogenicity tests and morphological characterization by light and electron microscopy (ESEM). Koch's postulates
were fulfilled by the inoculation of a conidial suspension of 1x10°conidia per milliliter of water on healthy berries
of the same variety. After a week, symptoms similar to those observed in the field began to be observed. The search
for similitudes with BLAST showed that the sequences of ITS had a 100% identity with Colletotrichum aenigma
and C. siamense belonging to the complex of species of Colletotrichum gloeosporioides, which provides useful
information to understand the disease of the grape berries and to design management strategies to control it. © 2019.
Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.
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Introduccion 2013). En Colombia se cultiva en las zonas del Valle del
Cauca y Boyac4; la produccion nacional para el afio 2016
fue de 30.000 ton en 2.500 ha, con un rendimiento promedio
de 10,5 t por ha'! (Agronet, 2018).

La vid es uno de los cultivos de frutales mas importantes
en el mundo, tanto para el consumo en fresco como para
la produccion de vino (Sung, et al., 2008). Las regiones

productoras estan localizadas en los hemisferios norte y *Correspondencia:

sur, en donde se obtiene una cosecha anual (Hernzindez, et Silvia Patricia Lopez-Zapata; silvia.821517448@ucaldas.edu.co
. . . . Recibido: 4 de marzo de 2019

al., 2011). Se estima que la superficie cultivada de vid en

; Aceptado: 11 de mayo de 2019
el mundo es de 7,6 millones de hectareas (ha) (Faz, et al., Editor: Juan Diaz Merlano
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Desde el 2016 se ha observado una nueva enfermedad
caracterizada por la necrosis de las bayas de la uva (Vitis
vinifera L.), en una plantacion viticola del municipio de La
Unidn, Valle del Cauca, especificamente en la variedad Red
Globe. La enfermedad ocurre en focos a partir de los 40 dias
del inicio de la fructificacion y la gravedad aumenta con la
edad de los frutos; las plantas con racimos cuyas bayas estan
afectadas, no presentan alteraciones visibles en los tallos,
las hojas, los zarcillos o en otras estructuras que puedan
utilizarse como indicadores tempranos de la enfermedad.

Se han reportado sintomas similares a los observados en
campo en diferentes variedades de vid (Kummuang, et al.,
1996; Peng, et al., 2013; Yan, et al., 2014; Zhang, et al.,
2015); el agente causante de la enfermedad se ha clasificado
mediante caracteres morfologicos y moleculares entre las espe-
cies pertenecientes al género Colletotrichum (Chowdappa,
et al., 2009; Sawant, et al., 2012; Peng, et al., 2013).

En el mundo se han reportado pérdidas importantes
en diferentes cultivos ocasionadas por especies de Colleto-
trichum, por ejemplo, en vides muscadinas la disminucion
varia entre 10 y 50 % (Kummuang, ef al., 1996), en tomate
de arbol [Solanum betacea (Cav.) Sendt] puede ser mayor
del 50 % (Afanador-Kafuri, ef al., 2013), en pimientos la
pérdida puede llegar al 100 % (Lewis, ef al., 2004) y en pera
(Pyrus bretschneideri Rehd.), entre 60 y 90 % (Jiang, et
al., 2014); dichas pérdidas representan mas de 30 millones
de kilogramos de fruta valorados en 30 millones de ddlares
anuales (Zhang, et al., 2015).

En Colombia no existen reportes de las pérdidas que
causa esta enfermedad en la variedad de vid Red Globe, y
su impacto en la zona de estudio radica en que es una varie-
dad de mesa que se consume en fresco y, por consiguiente,
cada racimo pierde peso a medida que deben retirarse las
uvas afectadas, reduciendo asi los ingresos econdmicos de
los agricultores.

La caracterizacion morfologica y genética del agente
causante de esta enfermedad proporcionara la informacion
necesaria para establecer las medidas correctas de manejo,
evitando el incremento en las pérdidas y su dispersion hacia
otras plantaciones y variedades atn no afectadas.

Materiales y métodos

Descripcion de los sintomas de la enfermedad en campo y
recoleccion de muestras. Inicialmente, los sintomas se mani-
fiestan a través de una decoloracién rojiza muy tenue (Figura
1A) que avanza gradualmente (Figura 1B, C) y se acompaia
del hundimiento progresivo de la epidermis (Figura 1D)
seguido de la deformacion y la necrosis de los frutos (Figura
1E), los cuales adquieren forma de pasa (Figura 1F). El
material afectado se recogid en el predio La Pista, del muni-
cipio de La Unidn, Valle del Cauca, en un vifiedo de 8 afios
en estado fisiologico 79 (Lorenz, et al., 1994), sembrado
con uva de mesa variedad Red Globe, del cual se tomaron
bayas que presentaban los signos tipicos de la enfermedad.
Las bayas se cortaron con tijeras previamente desinfestadas
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y se almacenaron en bolsas de plastico transparentes para,
posteriormente, ser llevadas al Laboratorio de Fitopatologia
del Departamento de Produccion Agropecuaria de la Facul-
tad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Caldas.
Aislamiento del agente causante de la enfermedad.
Se siguid la metodologia descrita por Agrios (2005): se
cortaron secciones pequefias de aproximadamente 5 mm?
que incluian tejido afectado y aparentemente sano; luego se
colocaron en el interior de una caja de Petri con hipoclorito
de sodio al 1 % durante dos minutos y posteriormente
se transfirieron a alcohol al 70 % y agua destilada estéril
durante 50 segundos; después se pusieron sobre papel toalla
estéril para remover el exceso de humedad y a continuacion
se colocaron cuatro trozos en cada caja de Petri con medio
de cultivo de papa, dextrosa y agar (PDA, Merck®) (39 g
por L' de agua); las cajas se mantuvieron en incubacion a
28 °C hasta observar algiin crecimiento. Una vez se constato
el desarrollo del micelio sobre y alrededor de los trozos
de tejido previamente sembrados, se procedié a tomar un
segmento del sitio de crecimiento activo y se transfirid a
nuevas cajas de Petri con PDA, las cuales se sometieron al
mismo proceso de incubacion hasta obtener colonias puras,

Figura 1. Evolucion de los sintomas de la enfermedad en campo.
A. Sintomas iniciales de coloracion rojiza. B, C. Avance gradual
de la coloraciéon. D. Hundimiento de la epidermis. E. Deformacion
de los frutos acompafiada de necrosis. F. Estado final del fruto en
forma de pasa.
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uniformes y con esporulacion suficiente para realizar las
pruebas de patogenicidad y las caracterizaciones morfolo-
gicas y moleculares.

La morfologia de la colonia y las caracteristicas de los
conidios se registraron después de 15 dias de crecimiento a
28 + 1 °C teniendo en cuenta las caracteristicas de margen de
la colonia, la apariencia, el color de la superficie y el reverso,
el patron de esporulacion, el color de la masa conidial y la
forma y el tamafio de los conidios. La forma de los coni-
dios se observo bajo un microscopio de luz (Leica DM500)
y mediante microscopia electronica de barrido ambiental
(ESEM). Con este ultimo método se analizaron también
segmentos de tejido de las bayas afectadas y las estructuras
reproductivas producidas sobre el medio de cultivo, y las
imagenes obtenidas se procesaron usando el programa
ImageJ (Ferreira & Rasband, 2012), con el cual también
se midi6 el ancho y el largo de 50 conidios para determinar
su tamafio promedio en micras (um) (Yan, ef al., 2014).

Pruebas de patogenicidad seguin los postulados de Koch.
La suspension conidial se preparé usando la metodologia
descrita por Onesti (2014): se inundaron las cajas de Petri
con agua destilada estéril, se desecho la superficie del agar,
se paso la solucion resultante a través de una gasa doble y
con un hemacitometro se ajustd una concentracion de 1x10°
conidios por mL! de agua.

La preparacion de los frutos para inocular se efectud
siguiendo la metodologia descrita por Riascos (2011), con
algunas variaciones, en tres racimos sanos de uva de 330
g correspondientes al estado fisiologico 79 (Lorenz, ef al.,
1994), que presentaban un tamafo uniforme. Los racimos
se lavaron con agua corriente y luego se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 1 % durante 5 minutos y posterior-
mente se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se
secaron con papel toalla estéril (Ruvishika, et al., 2015);
después, los racimos se introdujeron en cajas de plastico
con cierre hermético que contenian rejillas; en el fondo de
cada caja habia una servilleta de papel absorbente hume-
decido con agua destilada estéril para asegurar condiciones
de humedad relativa de alrededor del 95 %.

La inoculacion se hizo segin el método de Cai, et al.
(2009): sobre la zona ecuatorial de 35 bayas por racimo se
hicieron tres heridas con una aguja estéril y sobre ellas se
depositd una gota (6 pul) de la suspension conidial (1x10°
conidios por mL™); para el tratamiento sin herida se obvio la
punciodn con la aguja estéril y para el testigo la gota de agua
destilada estéril se coloco sobre la misma zona empleada en
los frutos inoculados.

Los frutos inoculados se mantuvieron en un cuarto de
termoterapia a 28 °C y bajo observacion periddica hasta
visualizar los sintomas de la enfermedad y de la presencia
del patogeno; el hongo se aislo de las bayas infectadas
artificialmente usando la técnica descrita y los cultivos
resultantes se examinaron con base en la morfologia de la
colonia y las esporas para confirmar el cumplimiento de los
postulados de Koch. La observacion del agente causante
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de la enfermedad mediante microscopia de luz, se comple-
mentd con microscopia electronica de barrido ambiental vy,
finalmente, el aislamiento se caracterizO molecularmente
para determinar la especie del patogeno.

Aislamiento y purificacion del ADN fiingico. Los aisla-
mientos se cultivaron en matraces de 100 mL con 40 mL de
medio Sabouraud durante 12 dias a 26 °C. Después de este
periodo, se recogid la biomasa y se almacené a -70 °C. El
ADN se extrajo utilizando el método basado en bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) (Weising, et al., 1991; Reader
& Broda, 1985), con modificaciones menores (Saldarriaga,
2006), asi: los micelios recolectados se maceraron con nitro-
geno liquido hasta obtener una textura fina que fue sometida
a una nueva suspension en tubos Eppendorf de 1,5 mL con
700 pL del tampén CTAB [100 mM Tris-HCI1 (pH 8,0),
NaCl 1.4 M, 20 mM de acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) y CTAB al 2%] mas 4 ul de B-mercaptoetanol,
los cuales se incubaron a 65 °C durante 60 minutos para
luego ser sometidos a dos lavados de cloroformo y uno
de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1 v/v). Se recogio
la fase acuosa y se precipitaron los acidos nucleicos con
un volumen de isopropanol. El sedimento se recogié por
centrifugacion a 14.000 g durante 20 minutos, luego se lavo
con etanol al 75 % y se seco a temperatura ambiente. El
ADN obtenido fue tratado con ARNasa durante 1 hora a 37
°C. Para determinar la calidad del ADN, este se analizo por
electroforesis en geles de agarosa al 1 %. La concentracion
se estimo utilizando un espectrofotometro ND-2000 UV-
Vis (NanoDrop™ Technologies, USA). Para la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), el ADN se ajustd con tris
EDTA (TE) a una concentracién de 100 ng/uL en tampén TE
(10 mM Tris — HCI, 1 mM EDTA; pH 8§,0).

Amplificacion por PCR. Para la identificacion molecular
se realizo la amplificacion por PCR de la region del ITS. Se
utilizaron los cebadores ITS1 (5" TCCGTAGGTGAACC
TGCGG 3") e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3")
(White, et al., 1990). La PCR se realiz6 en un volumen total
de 25 pL, con 100 ng de ADN gendmico, 1x de tampon de
PCR (Thermo Scientific™), 1,5 nM de MgCI2, 0,2 mM de
dNTP, 2 uM de cada cebador y 1,5 U de Taq polimerasa
(Thermo Scientific™). Las reacciones se incubaron en un
termociclador Thermal iCycler® (Bio-Rad Laboratories,
Inc., CA, USA) con una temperatura inicial de 94 °C durante
1 minuto, seguido de 30 ciclos asi: 94 °C durante 1 min, 50 °C
durante 1 min y 72 °C durante 1 min. Por ultimo, se hizo
una extension final de 5 minutos. Los productos amplificados
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 1 %
utilizando GelRed (Biotium, California, USA) como colorante
y visualizados con UV en un transiluminador Biometra (Bio-
DocAnalyze de Analytik Jena AG, Jena, Alemania).

Secuenciacion de la region ITS del ADNr. Los pro-
ductos de PCR se purificaron con el Kit GE Healthcare
iLLustra™ GFX™ (GE Healthcare, Chicago, USA) siguiendo
las instrucciones del fabricante y se secuenciaron con el
método de la terminacion de la cadena (SANGER REF),
servicio prestado por Macrogen Incorporated (Seul, Corea).

243



Lopez-Zapata SP, Castafio-Zapata J, Arango-Isaza R; Vasquez-Barajas DA

Andlisis de las secuencias. Las secuencias obtenidas
se curaron utilizando el programa CLC Main Workbench
7.8 (QIAGEN Bioinformatics, Aarhus, Dinamarca) y se
compararon con las bases de datos curadas del GenBank
mediante el programa BLASTn.

Andalisis filogenético. Con el fin de tener una idea mas
clara de la identidad del aislamiento se hizo un analisis
filogenético utilizando el programa MEGA'V 6.0 (Tamura, et
al., 2013) con el método de neighbor-joining (Saitou, & Nei,
1987) y bootstrap de 10.000 réplicas. La distancia evolutiva
se calculdé mediante el modelo matematico de dos parametros
de Kimura (Kimura, 1980) y la distribucion gamma. En el
analisis se incluyeron las siguientes 22 secuencias obtenidas
del Genbank pertenecientes al complejo C. gloeosporioides:
Colletotrichum asianum (JX010192.1), Colletotrichum
cordylinicola (JX010226.1), Colletotrichum fructicola
(JX010166.1), Colletotrichum gloeosporioides (JX010155.1),
Colletotrichum huri (GQ329687), Colletotrichum kahawae
subsp. Kahawae (JX010234.1), Colletotrichum musae
(JX010143.1), Colletotrichum nupharicola (JX010189.1),
Colletotrichum psidii (JX010219.1), Colletotrichum siamense
(JX010250.1), Colletotrichum tropicale (JX010275.1),
Colletotrichum theobromicola (JX010291.1), Colletotrichum
xanthorrhoeae (JX010261.1), Colletotrichum aenigma
(JX010244.1), Colletotrichum aeschynomenes (JX010176.1),
Colletotrichum alatae (JX010190.1), Colletotrichum alienum
(JX010217.1), Colletotrichum aotearoa (JX010220.1),
Colletotrichum clidemiae (JX010274.1), Colletotrichum
kahawae subsp. ciggaro (JX010230.1), Colletotrichum
salsolae (JX010242.1) y Colletotrichum ti (JX010267.1).

Resultados y discusion

Pruebas de patogenia. El aislamiento inoculado sobre las
bayas heridas produjo lesiones pequefias de color rojizo
después de 7 dias (Figura 2A, B); en las bayas sin heridas los
signos de la enfermedad se observaron 5 dias después; las
lesiones aumentaron gradualmente de tamafio tornandose
oscuras, necrosadas y hundidas (Figura 2C, D); a los 21
de la inoculacion todas las bayas se cubrieron con micelio,
acérvulos y masas de esporas y, finalmente, terminaron con-
vertidas en una estructura seca y con apariencia de uva pasa
(Figura 2E, F); los frutos tratados con agua destilada estéril
no desarrollaron signos de la enfermedad. Al aislar de nuevo
el hongo de los frutos inoculados y enfermos, se demostro
su patogenicidad y se identifico como Colletotrichum spp.,
cumpliéndose asi con los postulados de Koch. El tiempo
transcurrido desde la inoculacion hasta la esporulacion fue
similar al reportado por Daykin & Milholland (1984b)
para Colletotrichum sp. en la variedad de vid Carlos en
Carolina del Norte (Estados Unidos), quienes observaron la
esporulacion de este patdgeno entre los 21 y los 28 dias de
la inoculacion.

Se demostré que las heridas en las bayas tienen un efecto
determinante sobre el desarrollo de la enfermedad, siendo
los signos mas evidentes en estos frutos que en las bayas no
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heridas (Figura 3), lo que concuerda con los resultados de
Zhang, et al. (2015) y Prihastuti, et al. (2009) al inocular
Colletotrichum gloesosporioides y Colletotrichum spp. en
hojas de peral y cerezas de café, respectivamente. Ademas

Figura 2. Desarrollo de los sintomas de la enfermedad inducidos
mediante inoculacion artificial de bayas de uva con conidios de
Colletotrichum spp. aislados de frutos enfermos después de una
semana (A, B), dos semanas (C, D) y tres semanas (E, F).

Porcentaje de
vayas afectadas

M Sin herida

Con herida

Figura 3. Efecto de las heridas en las bayas sobre el desarrollo de
la enfermedad. Obsérvese como las heridas favorecen la expresion
de los signos mas rapido, asi como del hongo y la momificacion
de los frutos.
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de corroborar el efecto de las heridas en los procesos
infectivos de Colletotrichum spp., este resultado explicaria
el por qué en campo la incidencia de la enfermedad se
observa en mayor porcentaje después del primer raleo,
momento en el que se retiran bayas del racimo, lo que, muy
probablemente, causa dafios imperceptibles en los frutos que
posteriormente se constituyen en la via de entrada para el
patdgeno; asimismo, la manipulacion de los racimos en las
plantas puede contribuir a la diseminacion del hongo.
Caracterizacion morfologica. Los cultivos puros obte-
nidos en PDA presentaron de manera consistente una colo-
nia con margenes regulares, micelio blanco de aspecto
algodonoso con uno o dos anillos concéntricos sutilmente
marcados (Figura 4A); en el reverso de la colonia también se
observo una apariencia color naranja-salmon, textura densa
y anillos concéntricos (Figura 4B). Después de 15 dias,
las colonias se cubrieron de masas abundantes de conidios
color naranja formando estructuras estromaticas redondas y
oscuras observables en el fondo de la colonia (Figura 4C,
D), cuyo interior siempre se encontrd vacio, estructuras que
segun Weir, et al. (2012) corresponden a un tejido de hifas
fuertemente unidas en lugar de células parenquimatosas,
lo que las diferencia de peritecios que pueden producirse
en el estado perfecto de algunos hongos. Los conidios se
encontraron en abundancia sobre los conididforos cortos
(Figura 4E), individualmente fueron unicelulares, lisos,

Figura 4. Caracteristicas del hongo aislado en PDA. A. Apariencia
de la colonia en el anverso. B. en el reverso. C, D. Masas de
conidios sobre el medio de cultivo. E. Acérvulo, 40X. F. Conidio
germinado y apresorio, 100X
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hialinos, con ambos extremos redondeados y una longitud
que oscild entre los 11,08 y los 14,13 pm y un ancho entre
4,04 y 5,70 um, caracteristicas similares a las descritas para
Colletotrichum spp. (Freeman, ef al., 1998; Greer, et al.,
2011; Sawant, ef al., 2012; Zhang, et al., 2015). Cuando
los conidios germinaron produjeron un tubo germinal
hialino, largo a partir de uno de sus extremos, y un apresorio
oval con borde liso, no lobulado, de color marrén (Figura
4F). La tasa de crecimiento del hongo fue, en promedio, de
7,5 mm por dia, lo que coincide con el crecimiento reportado
para otras especies de Colletotrichum en citricos (Huang,
et al., 2016) y en uva (Whitelaw-Weckert, et al., 2007,
Chowdappa, et al., 2009; Yan, ef al., 2014).

Andlisis del hongo mediante microscopia electronica
de barrido ambiental (ESEM). Al observar el desarrollo del
hongo sobre la superficie de los frutos afectados por la enfer-
medad, se corrobor6 la identificacion del patégeno como
Colletotrichum spp. por el desarrollo de las hifas y los acér-
vulos subepidérmicos, asi como de los conidios expulsados
en abundancia a través de la ruptura de acérvulos (Figura
5A-D). Ademas, se pudo observar la formacion del apresorio
(Figura 5E) y la penetracion directa de la hifa responsable
de la infeccion sobre la superficie de una baya (Figura 5F).

1000 jim.

Figura 5. Observacion del hongo mediante microscopia de barrido
(ESEM) sobre una baya enferma. A. Formacion de acérvulos. B,
C. Ruptura de un acérvulo y liberacion de conidios. D. Morfologia
de los conidios. E. Formacion del apresorio. F. Detalle de una hifa
de infeccion penetrando el tejido de la baya
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Aunque estas observaciones y lo descrito en la litera-
tura (Lewis, ef al., 2004; Whitelaw-Weckert, et al., 2007,
Peng, et al., 2013) permitieron inferir que se trataba de
Colletotrichum spp., con los métodos taxondmicos con-
vencionales no es posible hacer una determinacion de
especies (Sung, et al., 2008), razon por la cual se procedio6 a
caracterizar el hongo molecularmente.

Caracterizacion molecular. El andlisis del producto
amplificado por PCR mostré una banda de aproximada-
mente 550 pb que corresponde al tamafio esperado para la
region amplificada (Figura 6) (Hernandez, ef al., 2013).
Se secuenciaron exitosamente los fragmentos obtenidos de
dos réplicas del aislamiento. Las busquedas de similitud
con la herramienta BLAST mostraron que las secuencias
del ITS tuvieron un porcentaje de identidad del 100 %
con C. aenigma 'y C. siamense, pertenecientes al complejo
de especies Colletotrichum gloeosporioides (Rhaiem &
Taylor, 2016).

Analisis filogenético. Con el fin de tener una idea
mas clara de la ubicacion taxondmica del hongo, se hizo
un analisis filogenético con 22 secuencias obtenidas de
GeneBank. El arbol filogenético basado en el método de
neighbor-joining y el modelo de los dos parametros de
Kimura evidenci6 que los dos aislamientos analizados eran
mas cercanos a las especies de C. aenigma y C. siamense,
formaban un clado monofilético (Weir, et al., 2012) (Figura
7) y coincidian con el analisis de BLAST.

La electroforesis se hizo en gel de agarosa al 1 % y las
bandas se visualizaron con GelRed®. El dendograma se
generd con el programa MEGA 6.0 utilizando las secuen-
cias ITS1-5.8S-ITS2 obtenidas de GeneBank. Se utilizo el
método de neighbor-joining con bootstrap de 10.000 répli-
cas. La distancia evolutiva se calculd mediante el modelo
matematico de dos pardmetros de Kimura y la distribu-
cion gamma. Las secuencias obtenidas se almacenaron en
GeneBank bajo los codigos MK863412 y MK863413 para
C. aenigma y C. siamense, respectivamente.

Como se deduce de estos andlisis, el agente causante
de la enfermedad es una especie perteneciente al com-
plejo de Colletotrichum gloeosporioides, 1o que concuerda
con los hallazgos de Kummuang, et al. (1996) y Greer,
et al. (2011), quienes reportan que las uvas infectadas
por Colletotrichum spp. muestran una masa distintiva de
esporas de color naranja, los frutos pierden la turgencia y
luego se marchitan, y una vez que las bayas estan cubiertas
con acérvulos, se encogen y se momifican. Ademas, la
secuencia mostrd una identidad del 100 % con C. aenigma
y C. siamense (pertenecientes al complejo de especies C.
gloeosporioides) (Weir, et al., 2012), por lo que no se puede
diferenciar de cual de las dos especies se trata a menos que
se haga la secuenciacion de otros genes adicionales.

Asimismo, los signos observados en la zona de estudio
son similares a los reportados por Yan, et al. (2014) para
Colletotrichum spp., quienes indican que las bayas enfermas
desarrollan lesiones marrones, circulares, hundidas sobre la
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Figura 6. Productos de PCR a partir de ADN total de los ais-
lamientos. De izquierda a derecha se describe la posicion de los
pozos. M: marcador de peso molecular; C1: primera réplica del
aislamiento; C2: segunda réplica del aislamiento

epidermis, las cuales aumentan de tamafo hasta cubrir com-
pletamente la baya y presentan masas de conidios de color
rosado-salmon; la diferencia de estas observaciones con res-
pecto a lo hallado en el presente estudio es que los signos
aparecieron sobre frutos maduros, en tanto que en este, se ob-
servaron en frutos verdes; no obstante, Daykin & Milholland
(1984b) y Freeman et al. (1998) mencionan que las bayas
pueden ser susceptibles en cualquier estado de su desarrollo.

En el mismo sentido, las caracteristicas de color marrén,
rojizo o rosa sobre la epidermis, el hundimiento de la super-
ficie de las bayas y las lesiones que se agrandan progresiva-
mente y se cubren de masas de conidios pegajosos de color
salmoén, estan descritas como signos tipicos causados por
Colletotrichum gloeosporioides y Colletotrichum acutatum
J.H. Simmonds ex. J.H. Simmonds (Shiraishi, ef al., 2007);
ademas, el secamiento y la momificacion de los frutos tam-
bién se cuentan entre los sintomas descritos por Sung, ef al.
(2008) para estas dos especies.

El cambio de coloracion sobre la epidermis de los frutos
esta asociado con las respuestas de la planta a las hifas de
penetracion y varian desde una tincion ligeramente mas
oscura en el protoplasma hasta la necrosis de las células epi-
dérmicas (Daykin & Milholland, 1984a; Prakash, et al.,
1996), tal como se observo en este caso.

Colletotrichum spp. es un patdgeno que tiene un rango
muy amplio de hospedantes y es posible encontrar diferen-
tes especies en un solo hospedante o una misma especie en
diferentes hospedantes (Freeman, et al., 1998; Afanador-
Kafuri, et al., 2003); las enfermedades que causa pueden
presentarse en la precosecha y en la poscosecha y, ademas de
la produccidn, afectan el mercado y la posibilidad de expor-
tacion (Phoulivong, ef al., 2010); asimismo, en las regiones
tropicales, subtropicales y templadas se ha observado tam-
bién la enfermedad denominada antracnosis, la cual produce
pérdidas mas significativas cuando se presenta en los frutos
(Freeman, et al., 1998).

Los efectos de Colletotrichum spp. en estados diferentes
a la etapa de maduracion también se han reportado en otras
especies, en el café (Coffea arabica L.) C. kahawae afecta
los frutos en desarrollo (Gil, et al., 2002), y en los perales
(Pyrus communis L.) a frutos jovenes (Jiang, et al., 2014).
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Colletotrichum gloeosporioides causante de deformacion de la uva

Figura 7. Arbol filogenético que muestra la posicion de los dos aislamientos obtenidos de Vitis vinifera con respecto a otros aislamientos de

Colletotrichum gloeosporioides obtenidos de GenBank

La antracnosis se ha reportado como una de las enferme-
dades mas importantes del cultivo de la vid debido a las pér-
didas econdémicas que ocasiona (Yan, ef al, 2014; Huang,
et al., 2016), ya que daia los frutos asi como los brotes, las
hojas, los zarcillos y las flores (Sawant, et al., 2012).

Durante algtin tiempo C. gloeosporioides se considerd
el Gnico agente causante de la enfermedad en los racimos
de la uva (Whitelaw-Weckert, ef al., 2007). Sin embargo,
otras especies como C. fructicola, C. viniferum (Peng, et
al, 2013), C. aenigma, C. habeiensi (Yan, et al., 2014),
C. capsici (Sawant, et al., 2012), C. acutatum (Whitelaw-
Weckert, et al., 2007; Greer, et al., 2011), C. godetiae
(Baroncelli, et al., 2014) y C. siamense (Santos, et al., 2018)
también se han reportado.

Colletotrichum gloeosporioides se ha encontrado for-
mando un complejo con C. acutatum en diferentes especies
de frutos, incluida la uva (Whitelaw-Weckert, et al., 2007).
En Australia se encontraron ambas especies en los cultivares
Cabernet Sauvignon y Chardonnay (Greer, et al., 2011);
también han sido reportadas en China (Suzaki, 2011), Japoén
(Shiraishi, et al., 2006), Corea (Sung, et al., 2008), y en
uvas muscadinas en Mississippi y Carolina del Norte en
Estados Unidos (Kummuang, et al., 1996), asi como en
India (Sawant, ef al., 2012).

Los sintomas de la enfermedad causada por Colleto-
trichum spp. pueden confundirse facilmente con los de otras
enfermedades que también inducen la antracnosis sobre los
frutos, como FElsinoe ampeliana, pero difieren en que este
ultimo patdgeno causa lesiones con centros de color gris y
margenes de color marrén rojizo a violeta-negro, mientras
que Colletotrichum spp. causa lesiones necroticas (Yan, et
al., 2014), como se evidencio en este estudio.

Aunque se ha mencionado que la incidencia de la
antracnosis es menor en uvas de mesa (Yan, et al., 2014),
la presencia de la enfermedad en la zona de estudio unica-
mente sobre las bayas de la variedad Red Globe quizas
es una muestra de la susceptibilidad de esta variedad a C.
aenigma y C. siamense. Algo similar se observo en China,
en donde se encontr6 que C. viniferum'y C. habeiense fueron
las especies mas virulentas (Yan, ef al., 2014).

No se produjeron setas en los acérvulos de los aisla-
mientos, ni tampoco sobre el tejido de las bayas, estructura
usada generalmente para diferenciar el género Colletotrichum
de Elsinoe ampeliana (Sawant, et al., 2012) y Gloeosporium
(Agrios, 2005). Se ha demostrado que la presencia de setas
no es una caracteristica estable y depende de otros factores
como el sustrato, por consiguiente, no deberia considerarse
como criterio de identificacion (Sawant, ef al., 2012). Asi
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lo demostraron Greer, et al. (2011) al observar estas estruc-
turas en C. gloeosporioides pero no en C. acutatum. Por
otra parte, Chowdappa, et al. (2009) no observaron setas
en aislamientos identificados molecularmente como C.
gloeosporioides y C. acutatum.

Lacaracterizacion molecular del hongo como C. aenigma
o C. siamense, pertenecientes al complejo de especies de
Colletotrichum gloeosporioides, es extremadamente til
para entender el ciclo de la enfermedad y ayudar a desarrollar
estrategias para su manejo adecuado.

Conclusiones

Mediante pruebas moleculares y de patogenicidad se demos-
tr6 que el agente causante de la deformacion de los frutos
de la uva cultivar Red Globe es causada por un complejo de
especies de C. gloeosporioides. Mediante microscopia elec-
tronica se confirmo que la presencia de setas en los acérvulos
no es una caracteristica que sirva para diferenciar el género
Colletotrichum de Gloeosporium. Este es el primer reporte
en Colombia de C. gloeosporioides como agente causante
de infeccion en frutos de la vid.
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