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1 INTRODUCCION

Actualmente el uso de proteina vegetal en la alimentacién animal es cada
vez mas frecuente debido, principalmente al menor costo de produccion, a su
alta calidad y al menor riesgo de contraer enfermedades transmitidas por
proteinas animales, como es el caso de la enfermedad de las vacas locas
(encefalopatia espongiforme bovina). Entre dichos insumos vegetales destacan
la soya, canola y lupino, presentando este ultimo, la ventaja de adaptarse de

mejor forma a climas frios, como los de la zona Sur de Chile.

En Chile la superficie sembrada con lupino durante la temporada 2003-
2004, alcanzé las 19.150 hectéreas. La produccion generada por esta actividad
se comercializa dentro del pais, siendo su principal destino el consumo animal.
Sin  embargo, su rendimiento puede verse seriamente afectado por
enfermedades tales como la mancha café y antracnosis provocadas por los
hongos Pleiochaeta setosa y Colletotrichum spp., respectivamente. Este ultimo

constituye el principal género que incluye agentes fitopatdégenos de este cultivo.

En la actualidad se carece de clara informacion referente a la o las
especies y su taxonomia relacionada con el patdogeno causante de la
antracnosis en lupino en Chile. La informacion existente proviene en su mayoria
del extranjero, por esto es conveniente el desarrollo de investigaciones que
abarquen particularmente la problemética para el pais. Al conocer la o las
especies y su diversidad genética, se podran desarrollar en forma mas eficiente,
programas de mejoramiento de -cultivares tolerantes y/o resistentes a la

enfermedad.



El habitual concepto bioldgico de especie en eucariotas ha sido discutido
y replanteado. Los sistemas de clasificacion han sufrido constantes
modificaciones a medida que han evolucionado los métodos de obtencidén de
informacion. Actualmente, herramientas moleculares han ejercido un papel
preponderante al contribuir en la investigacion, clasificacion y en algunos casos

redescripcion de taxas.

Hipdtesis: Se plantea que aislamientos de Colletotrichum realizados desde
lupino, corresponden a una especie diferente de C. gloeosporioides y que

existe diversidad genética entre ellos.

Objetivo general: Caracterizar molecularmente los aislamientos de
Colletotrichum spp. causante de antracnosis en lupino, mediante las técnicas de
restriccion enzimatica del ADN ribosomal (ITS-RFLPs) y de amplificacion al azar

de fragmentos polimérficos de ADN (RAPDS).

Obijetivos especificos:
- ldentificar la especie de Colletotrichum que afecta al lupino en Chile.
- Estimar la diversidad genética de los aislamientos de Colletotrichum spp.
- Determinar la distancia genética entre los aislamientos y graficar sus
relaciones fenéticas.
- Establecer la relacion entre el lugar geografico de colecta, tipo de

hospedero y aislamientos con la formacién de grupos fenéticos.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Generalidades del cultivo del lupino

2.1.1 Descripcion Botanica. Lupinus sp. L., conocido también como altramuz,
tarwi, tauri, chocho o lupino, es una planta dicotiledénea anual, perteneciente a
la Familia de las Fabaceas Subfamilia Papilionoideae representado
aproximadamente por 500 especies de las cuales no més de 10 se encuentran
en el pais, y soOlo cuatro de ellas son cultivadas: Lupinus albus L., L.
angustifolius L., L. luteus L. todas de origen mediterraneo, y L. mutabilis Sweet
gue es de origen sudamericano (FAIGUENBAUM y MOUAT, s.f.).

2.1.2 Factores nutricionales, antinutricionales y usos. Todas las especies
de lupino fueron originalmente amargas, pero a través del mejoramiento
genético se han obtenido cultivares con un menor contenido de alcaloides,

como lo muestra el Cuadro 1.

CUADRO 1 Tipos de lupino segun contenido de alcaloides presentes en la

semilla.
Clasificacion del tipo de lupino % de alcaloides
Dulce Menor o igual a 0,05
Semi-dulce 0,05-0,15
Semi-amargo 0,15-0,30
Amargo Sobre 0,30

FUENTE: Von Baer (1991), citado por RIOS (2000).

RIOS (2000), sugiere al lupino como una buena alternativa alimenticia
sobretodo por su alto contenido de energia metabolizable, debido a los altos
contenidos de aceites (5-18%) ricos en acidos insaturados principalmente ac.

oléico y linoléico; por su alta digestibilidad proteica (alrededor del 90% en el



caso de harina de lupino, tanto para animales monogastricos como rumiantes y
por sus vitaminas principalmente provitamina A, la que se expresa en un alto

porcentaje de carotenos en las variedades dulces.

En Chile, el principal destino de la produccion es utilizada para consumo
animal, ya sea como forraje verde, o como grano introducido en la dieta como
suplemento proteico. El lupino también se utiliza en la alimentacion humana,
aungque en menor medida, aprovechando sus altos contenidos de aceite y
proteina 29-34% (similar a la soya). Ademas es preferido entre otras
leguminosas, en las rotaciones de cultivo por tener una mayor rentabilidad y por
permitir la sustentabilidad en los sistemas de produccién a mediano y largo
plazo (VALLEJOS et al., 2003).

2.1.3 Mercado econémico. Actualmente, Australia representa alrededor del
90% de la produccion y exportacion mundial de lupino. En términos de
competencia de sustitutos de valor proteico, la que domina es la soya con
EE.UU., Argentina y Brasil como principales proveedores (DESARROLLO,
INNOVACION Y GESTION EN AGRONEGOCIOS, 2001).

En Chile, durante la temporada 2003-2004 el &area sembrada se
incrementd en un 21,8% respecto a la temporada anterior alcanzando 19.150

hectéreas, de las cuales 13.150 corresponden a lupino dulce (Figura 1).

El potencial mas cierto y atractivo hacia el futuro esta dado por la
incursion del lupino en la industria de alimentos para salmones, la que mueve
mas de 600 mil toneladas de alimento al afio. Sumado a esto se encuentra la
relativa escasez en el abastecimiento de fuentes tradicionales de proteina y
energia como el aceite y harina de pescado. Esto indica un claro periodo de

recuperacion para este cultivo (BANFI, 2004).
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FIGURA 1 Evolucion de la superficie de siembra (hd&) y produccién (ton) de
lupino en Chile (1989 a 2004).

FUENTE: Datos obtenidos de la Oficina de Estudios y Politicas Agrarias
(ODEPA) (BANFI, 2004).

Al mejorar las condiciones econdmicas ofrecidas en los contratos de
siembra de lupino dulce, se pronostica para la temporada 2004-2005 un
aumento en el area de cultivo a unas 25 mil hectareas, de las cuales 18 mil

hectareas corresponderian a lupino dulce (BANFI, 2004).

2.2 Antracnosis en lupino

Segun HASHAGEN y VON BAER (1996), actualmente la antracnosis
representa una de las enfermedades mas importantes y devastadoras del lupino
blanco en Chile y el mundo. Esta presente en todas partes donde se cultive
lupino, incluyendo Sudamérica, Sudafrica, Nueva Zelanda y Australia (YANG y
SWEETINGHAM, 1998). Pérdidas de hasta el 50% en L. angustifolius y hasta el
100% en L. albus han sido registradas en campo (THALHINAS et al., 2002).



Esta enfermedad fue descrita por primera vez en 1939 en Norteamérica
asociada a L. angustifolius siendo identificado como agente causal a Glomerella
cingulata (Stoneman) Spauld. & H. Schrenk (anamorfo Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (Weimer, 1943). No obstante,
NIRENBERG et al. (2002) sefiala que el primer reporte publicado fue en el afio
1912 por Bondar en Brasil, indicando al agente causal como Gloeosporium

lupinus.

2.2.1 Sintomatologia y dafio de la enfermedad. Esta enfermedad se
caracteriza por presentar lesiones necroticas hundidas, en hojas, tallos y frutos,
cuyo agente patdgeno son hongos que producen sus esporas asexuales en
aceérvulos (AGRIOS, 1997).

En siembras con semillas infectadas, los sintomas iniciales se observan
tempranamente en las plantulas, las que se caracterizan por una deformacion
conocida como tirabuzén (Figura 2a). Cuando las infecciones comprometen
todo el tallo las plantulas mueren (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION, 1982).

Los sintomas mas tipicos se presentan a principios o durante la floracion
en la parte aérea de la planta donde se desarrollan lesiones necréticas en
tallos, hojas, brotes terminales y vainas (Figura 2b-d) (GALDAMES vy
PENALOZA, 1995).



FIGURA 2 Sintomatologia caracteristica de antracnosis en lupino. a)
torcedura del hipocétilo, b) lesion en tallo, ¢) y d) necrosis en

vainas.

PENALOZA (1997), agrega dafios en semillas como: disminucion del
calibre, alteracion del color (manchas) y aumento de la humedad (disminucién
del tiempo de conservacion), lo que afecta severamente la calidad del grano, la

gue se ve disminuida al igual que su precio.

2.3 Colletotrichum spp.

Este hongo pertenece al Dominio Eucariota, Reino Mycota, Division
Ascomycota, Orden Phyllachorales, Familia Phyllachoraceae, Género
Colletotrichum Corda (1831) (AINSWORTH & BISBY, 1995). La forma sexual es
bastante rara, siendo la forma conidial la que se detecta habitualmente sobre
los 6rganos atacados (MESSIAEN y BLANCARD, 1995).

En Chile fue descrito por primera vez mediante taxonomia tradicional en
1988, asociado a plantas de L. angustifolius como Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Sacc. (PEREDO y VALENZUELA, 1988).

2.4 Taxonomia.
La taxonomia de los aislamientos de Colletotrichum Corda causante de la

antracnosis en lupino ha estado sujeta a mucha discusién. Algunos autores han



descrito a C. gloeosporioides como el agente patégeno de esta enfermedad,
otros a C. acutatum Simmonds ex Simmonds. Incluso se ha propuesto la
existencia de especies que provoquen antracnosis en lupino, completamente
diferentes a las anteriormente citadas, tal como lo sefiala Koch (1996) citado
por TALHINHAS et al. (2002), quién sugiri6 que el patdégeno causante de la
antracnosis en lupino es morfolégicamente distinto, lo suficiente, como para
justificar la propuesta de una nueva especie. En la actualidad el interés por
dilucidar claramente la identidad del fitopatdgeno asociado a la antracnosis en
lupino ha llevado a NIRENBERG et al. (2002), a redescribir a este patdégeno
como C. lupini (Bondar) Nirenberg, Feiler & Hagedorn, comb. nov. var. lupiniy C.
lupini var. setosum Nirenber, Feiler & Hagedorn, var. nov., al estudiar
aislamientos de algunos paises europeos y de Norte y Sudamérica. Asimismo
se propuso una delineacion diferente a todas las anteriormente citadas en la
literatura. Esta redescripcion otorga un recurso a la disyuntiva de la clasificacion
de este patdogeno. Numerosos aislamientos representativos de diversas
localidades del mundo fueron comparados con diferentes especies de
Colletotrichum mediante taxonomia tradicional, marcadores moleculares RAPDs
y secuenciacion de ADNr. Dentro de esta nueva especie se distinguieron dos
variedades diferentes: C. lupini var. lupini constituida por aislamientos obtenidos
de Belarus, Bolivia, Canada, Rusia y Ucrania y C. lupini var. setosum
constituida por aislamientos provenientes de Brasil, Alemania, Paises Bajos,
Austria y Polonia.

En cuanto a los parametros morfolégicos se encontraron diferencias
significativas en la forma y tamafo conidial, temperatura optima de crecimiento,
color del micelio en PDA y presencia de setas, entre las seis especies de
Colletotrichum evaluadas: C.lupini (ambas variedades), C. fragarie, C. acutatum,
C. trifolii, C. gloeosporioides y C. lupinicola. Pequefas diferencias detectadas
mediante andlisis de patrones RAPDs entre los aislamientos colectados desde

lupino, contrastan con las grandes diferencias que se producen al ser



comparadas con las otras especies; esto soporta la conclusién de que C. lupini
es una especie diferente y distanciada de las demas. Mediante secuenciacion
de ADNr también se encontraron diferencias entre C. lupini y las demas
especies, soportadas con valores de “bootstrap” de 96% (NIRENBERG et al.,
2002).

Tradicionalmente, las especies han sido identificadas por morfologia de
colonias y conidias, presencia o ausencia de setas, presencia 0 ausencia de
teleomorfo, morfologia del apresorio y tasa de crecimiento (VON ARX, 1974;
GUNNELL y GUBLER, 1992). Este sistema de clasificacion requiere de una
amplia experiencia, dominio, y habilidad sobretodo al tratarse de especies
complejas, con diversas variantes morfolégicas las que infectan a un amplio
rango de hospederos, como es el caso de C. gloeosporioides (Sutton 1980,
citado por YANG y SWEETINGHAM, 1998). Sumado a lo anterior, se encuentra
el efecto del medio ambiente en la expresion génica, el bajo polimorfismo
genético y un cierto grado de subjetividad en el criterio del investigador
(CAMPOS y SALVO, 1995; UFFO et al., 2000).

La posibilidad de detectar diferencias entre individuos a nivel de la
secuencia de su ADN y que estos polimorfismos se utilicen como marcadores,
ha cambiado significativamente la aplicacion de la genética y ha permitido el
desarrollo de técnicas para el diagnéstico molecular de enfermedades (UFFO et
al., 2000). Por esto, los marcadores moleculares han sido de gran ayuda en la
clasificacion e identificacion de especies, por ser capaces de detectar altos
grados de polimorfismos genéticos, ser heredables, acceder a todas las
regiones del genoma, no depender del estado de desarrollo del individuo y ser

independientes de las condiciones ambientales.

Una identificacion clara de las poblaciones fitopatégenas del lupino al

igual que su variabilidad genética y especificidad, permite el desarrollo de
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eficientes programas de mejoramiento genético de cultivares al seleccionar
fuentes apropiadas de resistencia perdurable en el tiempo, los que en forma
simultdnea operan como control preventivo de la enfermedad (WINKA, 2000;
ARAYA, 2003).

2.5 Relaciones fenéticas y cladisticas. Existen dos tipos de relaciones
generadas del andlisis de taxonomia numeérica: relaciones cladisticas y
relaciones fenéticas. Las primeras estan basadas generalmente en la
comparacion de secuencias genémicas en cambio las fenéticas se basan en la
comparacion del mayor numero posible de caracteres independientes, tanto
fenotipicos como genotipicos. Su unidad de medida es el porcentaje de similitud
o disimilitud, y tras el andlisis se produce una agrupacion de los individuos en
funcion de sus semejanzas. Los resultados se suelen expresar en
dendrogramas (ROSELLO-MORA, 1999).

Los estudios fenéticos son frecuentes en andlisis de patrones
electroforéticos de ADN como RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA)
(ROSELLO-MORA, 1999).

2.6 ¢Qué es un marcador molecular?

Segun FERREIRA y GRATTAPAGLIA (1995) un marcador molecular se
define como: “todo fenotipo molecular oriundo de un gen expresado o de un
segmento especifico de ADN”. Es decir, toda variabilidad de naturaleza
bioquimica 0 molecular susceptible de ser de algun modo asociada con la

variabilidad de algin parametro morfolégico y/o agronémico (CAMPOS, 1995).

En 1987 Mullis y Faloona crean una poderosa técnica de amplificacion de
ADN ampliamente utilizada en aplicaciones biomoleculares: la reaccion de la
polimerasa en cadena o Polymerase Chain Reaction (PCR). (SCHENELL y
MENDOZA (1997) y GIOVANBATTISTA et al. (2001). Esta metodologia permite
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amplificar una secuencia especifica de ADN a partir de una cadena molde
usando partidores, nucledétidos, cloruro de magnesio y Taq polimerasa, bajo
diferentes condiciones ciclicas de temperatura in vitro, generando multiples
fragmentos o copias de ADN (Figura 3) (BECERRA y PAREDES, 2000).

T :---- s Dlenaturacidn del ADH molde

[p— e ssansnmsnnsnns Hibtidacion de los

B partidores PCE

-« Bxtensidn del ADH

R, Fl ciclo térmico se repite

Después de 30 ciclos
de PCE., la molécula
original de ATIHT
alcanza 107 copias

FIGURA 3 Reaccién de la polimerasa en cadena (PCR).

A partir de la PCR se han generado una serie de técnicas tales como:
fragmentos de ADN amplificados al azar (RAPD) y fragmentos de restriccion de
largo polimorfico basado en PCR (ITS-RFLPS).

2.7 Amplificacion de regiones ITS y restriccion enziméatica basada en
PCR (ITS-RFLP).

La deteccion e identificacion de hongos usando partidores que
amplifiquen regiones del espacio transcrito interno del ADN ribosomal o Internal

Transcribed spacer (ITS), han sido ampliamente usados en estudios de
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sistematica, debido a la poca confiabilidad de caracteres morfoldgicos, los
cuales hasta ahora habian sido utilizados para la delimitacion de taxas (DAUCH
et al., 2003).

En estudios previos, las regiones del ADNr 5,8S y los espaciadores
transcritos internos ITS 1 e ITS 2 junto con la técnica de RFLP, han resultado
una gran ayuda a la identificacion molecular de especies de Colletotrichum,
(ABANG et al., 2002 y ORBERA, 2004). En estos estudios se ha utilizado una
variante de la técnica conocida como ITS-RFLP. Para ello se amplifican
fragmentos especificos del ADN ribosomal, es decir, las regiones ITS, por
medio de la reaccibn PCR para luego ser tratados con endonucleasas de

restriccion para obtener patrones especificos (Figura 4) (HORTON, 2002).

Las endonucleasas de restriccion, son enzimas que generan fragmentos
de ADN de tamafio moderado, mediante el corte de la hebra de ADN en sitios

especificos, usualmente secuencias palindrémicas (CAMPOS, 1995).

La region 5,8S; 18S y 28S es conservada y muestra una baja
variabilidad, sin embargo la regién de los ITS que es una zona hipervariable
permite el reconocimiento a nivel interespecifico. Las diferencias en las
secuencias nucleotidicas de las diferentes especies daran lugar a fragmentos
de distinto tamafio los que son examinados por electroforesis (ORBERA, 2004).
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/ ADN ribosomal \

ITS1 ] ITS 2
............ 188 5’88 288 eeeesennsannaes

~

Producto PCR

FIGURA 4 Esquema de las regiones ITS 1 e ITS 2 del ADN ribosomal.
FUENTE: Adaptado de ORBERA (2004).

2.8 Fragmentos polimoérficos de ADN amplificados al azar (RAPDS).

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada en trabajos previos de
variabilidad genética con poblaciones de Colletotrichum spp. debido al no
requerimiento de informacién de la secuencia a analizar, a su alto grado de
polimorfismo (5-10 loci por partidor), bajo costo de funcionamiento y estructura,
el no uso de radioactividad, simplicidad, rapidez y la reducida cantidad de ADN
requerida (CAMPOS, 1995; KELEMU et al., 1999; BECERRA y PAREDES,
2000; AFANADOR-KAFURI et al., 2003).

RAPDs consiste en una variacion del protocolo de PCR, que utiliza solo
un partidor con una secuencia, generalmente de 10 nucleétidos de longitud, el
qgue hibrida en forma aleatoria en ambas cadenas del ADN gendémico molde y
en direcciones opuestas. Los rangos de tamafos amplificables por la Taq
polimerasa se encuentran entre los 200 y 2000 pb. (UFFO et al., 2000;
GARCIA-MAS et al., 2000).

Si tras la separacibn de los productos amplificados mediante

electroforesis, un fragmento esta presente en un individuo y ausente en otro, se
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habla de un polimorfismo de ADN, es decir, las bandas visualizadas de
diferente peso molecular representaran diferentes loci, lo que puede usarse
como un marcador genético. Los polimorfismos son debidos a mutaciones
puntuales que hacen aparecer o desaparecer zonas de hibridacién con el
partidor que se refleja en la presencia o ausencia de fragmentos amplificados
visualizados como bandas en geles de agarosa (GARCIA-MAS et al., 2000;
BECERRA y PAREDES, 2000).

Ademas de los estudios de variacion genética, RAPDs, tiene una gran
potencialidad en el mapeo de genes, identificacion de razas, estudios de
hibridacion inter e intraespecifica (BECERRA y PAREDES, 2000). Sin embargo
las principales desventajas son su escasa reproducibilidad y su naturaleza
dominante (CAMPOS y SALVO, 1995; CAMPOS, 1995). En el estudio de
hongos, esta Ultima problematica es solucionada debido al caracter haploide de

SuUs genomas.
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3 MATERIAL Y METODO

3.1 Material
Para el presente estudio se utilizaron diversos materiales, clasificados en

tres categorias; biolégico, laboratorio y reactivos.

3.1.1 Material biolégico. Se cont6 con 21 aislamientos de Colletotrichum spp.
provenientes de diferentes localidades, especies y cultivares de lupino,
colectados en el periodo 2002-2003, tal como lo muestra el Cuadro 2.
Adicionalmente se dispuso de cuatro cepas introducidas de Alemania, las que
se utilizaron como patron de referencia para los analisis. Estas fueron: 70071,
71292, 63879 y 70358 las que corresponden a Colletotrichum gloeosporioides,
C. acutatum, C lupini var. lupini y C. lupini var. setosum, respectivamente
(NIRENBERG et al., 2002).

CUADRO 2 Procedencia de los aislamientos de Colletotrichum spp. en

estudio.
Cédigo | Localidad Hospedero _ Fecha Especie
aislamiento
A-1 Gorbea L. albus Linea 17/09/02 Colleggtgchum
A-2 Cajon L albus Cultivar 17/09/02 Colletotrichum
Typtop spp.
A3 | Caj6n L. albus Linea 22/10/02 Co”e;%tSChum
A-4 Cajon L. Linea 299/10/02 Colletotrichum
angustifolius spp.
A-5 Traiguen L albus Cultivar 25/10/02 Colletotrichum
Rumbo spp.
A-6 Temuco L albus Cultivar 25/10/02 Colletotrichum
Rumbo spp.
A-7 Boroa L. albus Tipo amargo | 24/10/02 COIIe;(;[Schum
A-8 Boroa L. albus Tipo amargo | 25/10/02 Collegcgrr)lchum
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A-9 Boroa L. albus Cultivar 24/10/02 Colletotrichum
Perla spp.

A-10 Cajon L. Cultivar 24/10/02 Colletotrichum

angustifolius Ruso spp.

A1l |  Cajén iy Linea oa10/02 | Colletotrichum

angustifolius spp.

A-13 | Perquenco | L.albus | SUtNAT 1 g7/19)0p | Colletotrichum

Rumbo spp.

A-14 Cajon L. ] 09/11/02 Colletotrichum

polyphyllus spp.

A-15 Victoria '--_ ) . 14/11/02 Colletotrichum

angustifolius spp.

A-16 | Victoria L. albus ] 14/11/02 Co”eg{;c““m

A-17 Allipen L albus Cultivar 15/11/02 Colletotrichum

Rumbo spp.

A-18 Cajon |L.mutabilisis| Linea 20/11/02 Colle;c:)trr)lchum

A-19 Lautaro L. albus | Tipo amargo | 21/11/02 Colleggtgchum

A-20 Freire L. ; 17/01/03 Colletotrichum

polyphyllus spp.

P-1 - L. albus 3 1998 Colletotrichum

SPP.

V-2 Vilclin L. albus - 1999 Colle;c:)trr)lchum
75(?%* Tailandia Citricos - - C. gloeosporioides
718592* Portugal L. albus - - C. acutatum
6?33%* Bolivia L. mutabilis ) ) C. lupini var. lupini

BBA . C. lupini var.
20358* Alemania L. albus - - setosum

- sin informacién

FUENTE: * Informacion de cepas de referencia obtenidas de NIRENBERG et al.
(2002). Antecedentes de cepas chilenas entregados por Semillas
Baer (2003).

3.1.2 Material de laboratorio.

3.1.2.1 Equipos. Para la conservacion de los reactivos y muestras de ADN,

junto con los productos amplificados de PCR, se conté con un refrigerador de 4°
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C y —20° C. La esterilizacion del material de laboratorio y medios de cultivo se

llevé acabo en una autoclave de control manual.

Las siembras del hongo se realizaron en una camara de flujo laminar
(Factomet), posteriormente se cultivaron en una incubadora o estufa (Memmert)
con temperaturas de 23-25° C. Para el crecimiento del cultivo en medio liquido

se requirié de una agitadora Lab-Line® Orbit Environ-Shaker.

Una vez crecido el micelio se filtr6 con una bomba de vacio (Gast). Para
la extracciébn de ADN se necesitd: Una microcentrifuga para tubos eppendorf
(Denverinstrument), micropipetas (Ranin), una balanza analitica (Ohaus),
Vortex (Lab-Line Instruments) y un bafio maria (Corning) utilizado para incubar
y resuspender el ADN. La determinaciéon de la cantidad de ADN en cada
muestra fue hecha con un espectrofotometro Milton Roy espectronic 3000 Array.
La amplificacion de los segmentos de ADN se ejecuto en un termociclador para
96 muestras marca PTC-100™ (Mj Research ™). La separaci6on de estos
fragmentos amplificados se realiz6 en una camara de electroforesis horizontal
con fuente de poder (Sigma) y su visualizacién en un transiluminador de luz UV
(Vilber Lourmat). Los geles de agarosa fueron fotografiados con una camara
Kodak Digital Science TM, Electroforesis Documentation and Analysis System

120, facilitada por el Instituto de Bioquimica de la Universidad Austral.

3.1.2.2 Material desechable. Guantes de latex, papel filtro Whatman N° 1, tubos

eppendorf de 1,5 mL y 0,2 mL y puntas plasticas.

3.1.2.3 Material reutilizable. Frascos Schott o matraces pequefios de 100 ml,
placas Petri, embudo Bushner, sacabocado metalico de 5 mm de didmetro,
morteros de porcelana con sus respectivos pistilos, varillas agitadoras
magnéticas, espatulas metdlicas, pinzas, bisturi, gradillas y material de vidrio en

general para la preparacion de soluciones.
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3.1.2.4 Reactivos. Los reactivos utilizados en cada fase de la metodologia se

indican a continuacion:

o Cultivo de aislamientos: Para el medio sélido 39 g de agar papa-dextrosa
(APD) por litroy 12,5 g glucosa con 200 g de papa por litro de solucion,

para el medio liquido caldo papa-dextrosa (CPD).

o Extraccion de ADN: Nitrégeno liquido. Tampon o buffer de extraccion (Tris
1M pH 8,0; NaCl 3M; B mercaptoetanol; 20 %SDS; EDTA 0.5 M). Acetato
de potasio 5M. Isopropanol frio a —20°C. Tampo6n TE (Tris 1M pH 8,0;
etilendiaminotetra acetato (EDTA)) 0,5 M. RNAasa (10 mg/mL) (MBI-
Fermentas). Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25: 24: 1). Acetato de
sodio 3M. Etanol frio (- 20° C) de 95 y 70%.

o Reaccion PCR: tampén para PCR 10X (200 mM Tris-HCI pH 8,4 500 mM
KCI), MgCL, 50 mM 100 mM de desoxirribonucleotidos trifosfato dNTP’s
(dATP, dGTP, dCTP y dTTP) (Invitrogen), Taq DNA polimerasa 5U/pul
(Invitrogen), agua destilada desionizada estéril y partidores especificos
para amplificar regiones ITS (Internally Transcribed Spacer) y fragmentos
de ADN polimorficos al azar (RAPDs) (10 pmol/uL) (MWG-Biotech).

o Digestion enzimética: Se utilizaron dos enzimas de restriccion; Tru 11 (10
U//uL, buffer R* (Mse | Fermentas) y Bsh 12361 (10 U/uL), buffer Y* (Fnu

DIl Fermentas).

o Electroforesis: Agarosa (Seakem®). Tamp6n TBE pH 8,6 (Tris base (TCL),
acido borico (Mallinckrodt), EDTA 0,5 M pH 8,0). Tampo6n de carga 6X
(0,03% azul de bromofenol (Aldrich Chem. Co.), 60% glicerol (Fluka), 60
mM EDTA, 10mM de Tris-HCI pH 7,6 y 0,03% xilen cianol (Sigma)).
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Marcador de peso 1 kb DNA Ladder (MBI-Fermentas). Tincién de geles
con bromuro de etidio 10 mg/ml (Gibco Brl®).

3.2 Método

3.2.1 Colecta de aislamientos. Los aislamientos fueron colectados en campo a
partir de tallos, hojas y vainas infectadas de plantas con antracnosis.
Inicialmente se cultivaron en un medio sélido de agar papa-dextrosa (APD). El
aislamiento se llevd a cabo segun el protocolo descrito por AGRIOS (1996). Los
cultivos monospaoricos se almacenaron a 4 °C en tubos de ensayo conteniendo
APD inclinado. Estos aislamientos fueron proporcionados por Semillas BAER,

Cajon, Temuco IX Region.

3.2.2 Repique de aislamientos. El primer repique se realizd en APD,
previamente esterilizado en autoclave a 121 °C por 15 min, mediante un
sacabocado de 5 mm de diametro, depositandose el disco de micelio al centro
de cada placa Petri estéril. Se incub6 a 25 °C por 7 dias. El segundo repique se
llevo a cabo en frascos Schott o matraces pequeiios, con 25 ml de caldo papa-
dextrosa (CPD). Se inocularon del mismo modo que el primer repique, siempre
con la precaucion de tomar los discos de micelio del margen de los cultivos
(zona de activo crecimiento) anteriormente repicados. Se incubaron a
temperatura ambiente en un agitador a 150 revoluciones por minuto (r.p.m.) por
7 dias (KURAMAE-IZIOKA et al., 1997), con el propésito de facilitar la suficiente

obtencion de micelio para la extraccién de ADN.

3.2.3 Extraccion de ADN. EI ADN genomico de las 25 muestras fue extraido
usando Unicamente el método de GOODWIN et al.,, (1992), utilizado con
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, mediante algunas modificaciones de
laboratorio, tales como: utilizacion de tejido fungoso sin previa liofilizacion, una

prolongacion del tiempo de incubacion del buffer de extraccion (40 min mas de
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lo establecido), una reduccién de la temperatura de incubacion de la RNAsa de
37°C a 24°C o temperatura ambiente. EI ADN fue precipitado con acetato de
sodio en vez de NaO y finalmente resuspendido solo en buffer TE sin CsCl. La
homogenizacion del tejido fungoso fue en forma mecanica, utilizando N liquido,
el lavado y purificado de ADN se realiz6 con isopropanol y etanol frio y la
resuspension con buffer o tampoén TE.

El micelio fue colectado y filtrado mediante papel filtro Whatman N°1,
lavandose repetidas veces por ambos lados con agua destilada desionizada
estéril, cuidando de cambiar el papel filtro y esterilizar pinzas en cada muestra.
Luego el micelio limpio y seco se depositdé en los morteros para ser molido con
N liquido con el objeto de romper las paredes celulares. Una vez reducido a
polvo fino, el micelio se trasvasijé a tubos eppendorf de 1,5 mL previamente

rotulados.

A cada tubo se le adicion6 900 uL de tampon de extraccion (Tris 0,1M pH
8,0; NaCl 0,5M; 0,7% B mercaptoetanol; 0,25% %SDS; EDTA 0,05 M) y se
agitaron con Vortex incubandose luego a 65 °C por 1 hora. Posteriormente a
cada tubo se le agregd 300 uL de acetato de potasio 5M, se agitaron en Vortex
y se mantuvieron en hielo por 20 min para luego ser centrifugados a 12.000
r.p.m. por 10 min. Se transfirio el sobrenadante de cada muestra a un tubo
eppendorf limpio de 1,5 mL y se afiadieron 700 uL de isopropanol a -20 °C. El
contenido de cada tubo se mezcl6 por inversion varias veces hasta visualizar el
ADN incubandose por 30 min en hielo. Finalizado el tiempo de incubacion, las
muestras se centrifugaron a 12.000 r.p.m. por 10 min para separar el
sobrenadante (que se descartd) del pelet, el que se secd a temperatura
ambiente. Una vez seco, el pelet se resuspendié con 500 uL de tampon TE
(Tris 0,01 M pH 8,0 y EDTA 0,001M) en bafio Maria a 65 °C por 15 a 20 min,
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adicionando 2 uL de ARNasa (10 mg/mL), la suspension fue incubada durante

15 min a temperatura ambiente o en incubadora a 24 °C.

Con el objeto de lavar el ADN de otros compuestos como proteinas y
polisacaridos, a cada muestra se le afiadié un solvente orgénico, en este caso
500 uL de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), se homogenizé en
Vortex y se centrifug6 a 12.000 r.p.m. por 5 min. Se recupero la fase acuosa y
se la transfirio cuidadosamente a un tubo eppendorf limpio de 1,5 ml (no mas de
400 pl). Luego se adicion6 un volumen de 50 uL de acetato de sodio y 800 uL
de etanol 95 % frio para ser incubado a -20 °C un minimo de 10 min.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 12.000
r.p.m. eliminandose el sobrenadante. Nuevamente el pelet se lavo con 200 pnl
de etanol frio (-20 °C) al 70 % volviéndose a centrifugar por 2 min. Finalmente
se secO el ADN en una estufa por 20 - 30 min y se resuspendié en 50 uL de TE
tampoén, para luego ser almacenado a -20° C por periodos largos o hasta su

utilizacion.

3.2.4 Calidad y cuantificacion de ADN. La verificacion de la presencia y
calidad del ADN extraido, se evalud visualmente en geles de agarosa al 1%
peso/volumen (p/v) tefiidos con bromuro de etidio. La cuantificacion de ADN se
determindé mediante espectrometria, midiendo su absorbancia a 260 y 280 nm
en un espectrofotdbmetro Milton Roy espectronic 3000 Array. La concentracion
de ADN (ng/uL) se cuantificé realizando diluciones de la solucion stock en la
misma cubeta de cuarzo, tomando una alicuota de 5 uL de cada muestra
mezclados con 1000 uL de agua destilada desionizada estéril. Para el calculo
de la cantidad de ADN, se asumié que una unidad de absorbancia de ADN de
doble hebra (ADN ds) o densidad éptica a 260 nm (optical density ODyg0)

equivale a 50 ug de ADN por ml de solucién (ver formula). Finalmente el ADN
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se ajustd a una concentracion aproximada de 30 ng/uL con buffer TE, siendo
almacenado a —20 °C (SAMBROOK y RUSSELL, 2001).

OD,e, x 50x Volumen medido
Volumen ADN tomado

Cantidad de ADN =

(3.1)

3.2.5 Amplificacién de regiones ITS y restriccion enzimética (ITS-RFLP).
Con el objeto de identificar a que especie o especies corresponden los
aislamientos colectados, se llevo a cabo la técnica ITS-RFLP. Las regiones ITS
1 e ITS 2 fueron amplificadas por los partidores ITS 5M - ITS 2 e ITS 3 - ITS 4,
respectivamente (Cuadro 3). Estas regiones se amplificaron para todos los

aislamientos y cepas en estudio.

CUADRO 3 Secuencia de nucleotidos de los partidores utilizados en la

amplificacion de las regiones ITS 1 e ITS 2.

Partidor Secuencia nucleotidica (5'- 3)
ITS 2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC
ITS 3 GCATCGATGAAGAACGCAGC
ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

ITS 5M GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG

FUENTE: (WHITE et al., 1990).

Se prepar6 una mezcla para un volumen total de 25 uL para cada
reaccion, constituida por: Buffer PCR 1X (20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KClI),
2,4 mM de MgCL,, 2 mM de desoxirribonucleétidos trifosfato dNTP's (dATP,
dGTP, dCTP y dTTP), Tag DNA polimerasa 0,5 U y 0,4 pmol de cada partidor
ITS MWG-Biotech. Una vez depositado el ADN en cada tubito de 0,2 mL, se le

agrego la mezcla antes mencionada hasta completar un volumen final de 25 pL.
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Todas las muestras se introdujeron en un termociclador PTC-100™ con
los siguientes tiempos y temperaturas de amplificacién: 1 ciclo a 94° C por 3
min para la denaturaciéon del ADN molde; 39 ciclos a 94 °C por 30 seg de
denaturacion, 59 °C por 1 min de hibridacion del partidor, 72 °C por 1 min de
extensién y finalmente un ciclo de elongacion a 72 °C por 5 min efectuando un
total de 40 ciclos de PCR.

La amplificacion de la regién ITS 1 para C. acutatum proporciono
fragmentos de 285 pb, para C. lupini de 285 pb y para C. gloeosporioides de
275 pb. De la misma forma para la region ITS 2 se obtuvieron fragmentos de:
346 pb, 346 pb y 347 pb correspondientes a C. acutatum, C. lupini y C.

gloeosporioides, respectivamente.

Se verifico la presencia de producto de amplificacién de las regiones ITS,

mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.

Con el fin de encontrar mutaciones que permitan la diferenciacién entre
las especies, se alinearon las secuencias génicas de las regiones ITS 1 e ITS 2
de Colletotrichum (2 de C. gloeosporioides, 7 de C. acutatum y 12 de C. lupini)
obtenidas desde la base de datos de EMBL-EBI (European Molecular Biology
Laboratory-European Bioinformatics Institute), provenientes de estudios
realizados por NIRENBERG et al., (2002). Luego se procedié a la busqueda de

sitios de restriccion, con el objeto de diferenciar interespecificamente las cepas.

Una vez identificados estos sitios, se realiz6 la busqueda de enzimas que
reconozcan estas mutaciones puntuales, y de este modo diferenciar los
aislamientos a nivel de especie. Las enzimas que se utlizaron para la

deteccidn de polimorfismos en las regiones ITS fueron: Tru 11 y Bsh 1236l.
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La enzima Tru 1l reconoce el sitio de restriccion 5°...TYTAA...3" en la
region ITS 2 por lo tanto todos los fragmentos amplificados correspondientes a
C. acutatum, seran digeridos por la enzima, obteniéndose tres fragmentos de
141, 182 y 23 pb. Asimismo, la enzima Bsh 12361 reconoce el sitio
5'...CGYCG...3" en la region ITS 1, por lo tanto solo digiere los fragmentos
correspondientes a C. acutatum y C. lupini, obteniéndose dos fragmentos de
125y 160 pb (Figura 5). La combinacién de la mutacion en la region ITS 1 con
aguella de la regiéon ITS 2 hacen posible la identificacién de la o las especies de

Colletotrichum en estudio.

Partidor ITS 5M ITS3

|
Region ITS 1 <—.— Region ITS 2 (j

ITS 2 ITS 4

~ ~

Sitio de corte de Sitio de corte
Bsh 1236l de Tru 1l
CTCTCG | CGGGCC C. acutatum GCCCT | TAAAGGT
CTCTCG { CGGGCC C. lupini GCCCTTGAAGGT
TCTCCGTGACCC C. gloeosporioides GCCCTCAAAGGT

FIGURA 5 Esquema de las regiones ITS 1 e ITS 2 con los respectivos
partidores que amplifican dichas regiones y sitios de
restriccion de las enzimas TRU 1l y Bsh1236l para las tres

especies de Colletotrichum en estudio.

Los procesos enzimaticos se realizaron tomando 10 uL de producto
PCR; 5,5 uL de agua desionizada estéril; 4,0 uL del buffer correspondiente
especificado por el fabricante y 5 U de la respectiva enzima, siendo incubada

por cuatro horas a 65 °C en el caso Tru 11y a 37 °C para Bsh 1236l.
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Los fragmentos de restriccion se visualizaron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1% con un marcador de peso de 50 pb DNA Ladder
(ABANG et al., 2002).

3.2.6 Fragmentos polimorficos de ADN amplificados al azar (RAPDs). Una
vez identificados los aislamientos, se procedio a evaluar su diversidad genética
mediante la técnica molecular RAPDs (fragmentos de ADN polimérficos

amplificados al azar).

Para el desarrollo de esta técnica se seleccionaron la mayor cantidad
posible de partidores polimorficos (Cuadro 4). Cada partidor fue evaluado con
cinco aislamientos escogidos al azar, mediante visualizacion directa en el gel. El
criterio de eleccion radicd principalmente en el grado de loci polimorficos
generados, calidad o nitidez de las bandas y la previa participacion de algunos

de estos partidores en trabajos asociados con Colletotrichum spp.

Para las reacciones RAPDs se prepar6 una mezcla en un tubo eppendorf
de 1,5 mL que const6 de: Buffer PCR 1X (20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI),
4 mM de MgCL,;, 2 mM de desoxirribonucleétidos trifosfato dNTP’s  (dATP,
dGTP, dCTP y dTTP), Tag ADN polimerasa 5U/uL, 0,04 pmol de cada partidor
MWG-Biotech. Se estandarizo la técnica variando las cantidades de ADN, Taq

ADN polimerasa y MgCL, hasta lograr una optima combinacion.
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CUADRO 4 Set de partidores universales evaluados para las reacciones
RAPDs.

Partidores
BKR- 4923 OPE-01 OPB-01
OPA-09 OPE-06 OPB-08
OPA-10 OPE-11 OPD-05
OPA 17 OPE-09 OPD-09
OPA-16 OPE-08 ORF-09
ps|\/|-72* OPE-20 ORF-08
PSM-86. OPB-06 ORF-07
*

partidores utilizados por NIRENBERG et al., (2002).

FUENTE: Partidores de Operon-Tecnologies.

Todas las muestras se introdujeron en un termociclador PTC-100™ con
los siguientes tiempos y temperaturas de amplificacion: 1 ciclo a 94° C por 3
min para la denaturacién del ADN molde; 40 ciclos a 94° C por 45 segundos de
denaturacion, 35° C por 45 segundos de hibridacion del partidor, 72 °C por 1,30
min de extension y finalmente un ciclo de elongacion a 72 °C por 5 min

efectuando un total de 41 ciclos de PCR.

3.2.7 Electroforesis. Después de la PCR, los fragmentos amplificados fueron
separados por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 2%
peso/volumen (p/v); esto es, 0.02 g de agarosa por cada mL de tampon TBE
0,5X. Antes de cargar el gel se afiadieron 8 uL de tampdén de carga (60%
glicerol; 0,12% azul de bromofenol; 0,12% de xilen cianol) a los 25 uL de cada
muestra. El gel fue corrido a 50 Volts por aproximadamente 3 a 4 hrs. Después
de finalizada la electroforesis el gel se tifi6 con una solucion de bromuro de

etidio y las bandas se visualizaron en un transiluminador UV.

3.2.8 Evaluacion de los datos obtenidos. Los loci polimérficos detectados

para cada aislamiento de Colletotrichum spp. se analizaron de acuerdo a la
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presencia o ausencia de los fragmentos amplificados. Con estos datos se
diseflaron matrices binomiales, las cuales constituyeron la base para la
determinacion de la diversidad genética (Nei, 1978, software POPGENE ver.
1.32 (Yeh y Boyle, 1997)), distancia genética (Nei y Li, 1979; WINBOOT (Yap y
Nealson, 1996)) y construccion de un dendrograma (UPMGA, software PHYLIP
(Felsenstein, 1989); 1000 bootstrap, software WINBOOT).
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4 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Extraccién de ADN.

La metodologia utilizada (ver 3.2.3) de extraccion resultd ser satisfactoria
y confiable, puesto que el ADN extraido fue de buena calidad, por lo que los
resultados obtenidos a partir de las reacciones PCR fueron Uutiles y certeros, a
pesar de que el ADN gendmico, al ser visualizado en un gel de agarosa al 1%,

no presentd bandas tan nitidas debido a la reducida cantidad extraida.

Los inconvenientes de este proceso fueron: la gran demanda de tiempo,
la incapacidad de realizar mdultiples aislamientos simultaneos debido a los
requerimientos de instrumentos capaces de analizar un amplio numero de
muestras (no disponibles en el laboratorio) y la exigencia de una gran cantidad
de materiales estériles, que son ocupados individualmente para cada muestra
con el fin de prevenir la contaminacién cruzada, ademas de las precauciones

necesarias para el uso de N liquido.

Es por esto que el uso de métodos sensibles, rapidos y eficientes de
extraccion de ADN fungico, es una necesidad imperante. GRIFFIN et al. (2002)
compararon dos diferentes paquetes de extraccién bajo condiciones uniformes,
tomando una pequefia cantidad de micelio (2,5 mg). Uno basado en
congelamiento y descongelamiento del tejido y el otro basado en un agitado con
microesferas metalicas. EI método de extraccion mediante congelado y
descongelado resultd ser el mas confiable, rapido, econémico y sin
requerimientos de equipos especiales, ademas de permitir la extraccion

simultdnea de ADN a partir de un nimero mayor de muestras.

El ADN se cuantificé por espectrofotometria, verificando asi su calidad.

Se obtuvo rangos de ADN entre 562,8 ng/ uL y 1085,4 ng/uL. El promedio de la
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razon OD460/OD2gp Obtenida fue de 1,3 (ver Anexo 1). Aungque valores de 1.8 a
2.0 son considerados apropiados para estudios genéticos que requieran ADN
de calidad, la literatura cita la existencia de cuocientes aproximadamente de 1,2.
Esto se debe a que a medida que aumenta la relacion ODyg0/OD2go, €l
porcentaje de acidos nucleicos es superior al porcentaje de proteinas, por lo
tanto la pureza del ADN es mayor (SAMBROOK y RUSSELL, 2001).

4.2 Andlisis de la diversidad interespecifica.

Los partidores ITS 5M e ITS2 fueron utilizados para amplificar la region
ribosomal ITS 1, asimismo los partidores ITS 3 e ITS 4 se utilizaron en la
amplificacion de la region ITS 2. Estas reacciones PCR se realizaron bajo
condiciones estandares de temperaturas y tiempos; denaturacion, hibridacién
de ambos partidores y elongacién de la nueva cadena de ADN. Los resultados
fueron verificados en geles de agarosa al 1% pl/v, siendo estos satisfactorios.
Se estandarizaron los reactivos de PCR, tomando algunas muestras a las que
se modificaron concentraciones, hasta encontrar una optima concentracién de
ADN, MgCl, y Taq ADN polimerasa,

Los productos PCR fueron digeridos por dos enzimas de restriccion;
Bsh1236l y Tru 1l, para las regiones ITS 1 e ITS 2, respectivamente. Los
patrones obtenidos de la digestién enzimatica de los productos de la region ITS
1, se representan en la Figura 7. Se puede observar que todos los aislamientos
en estudio junto con las cepas de referencia: BBA71292, BBA70358 vy
BBA63879, correspondientes a las especies C. acutatum, C. lupini. var setosum
y C. lupini var lupini, respectivamente, contaron con la mutacién puntual que
permitid el reconocimiento y posterior restriccion por parte de la enzima
Bsh1236l. Sélo la cepa BBA70071 correspondiente a C. gloeosporioides no
presenté dicha mutacion, por lo tanto no fue reconocida por la enzima. Esto

demuestra la presencia de la o las especies C. lupini y/o C. acutatum en los
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aislamientos en estudio y descarta categéricamente la existencia de

aislamientos correspondientes a la especie C. gloeosporioides.

BBA 63879
BBA 70358
BBA 70071
BBA 71292

12345 67 8 9 10 11 13 1415 16 1718 19 20 P1 V2
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Aislamientos en estudio

referencia

FIGURA 7 Fragmentos de restriccion enzimatica correspondientes a la
region ITS1, digeridas con la enzima Bsh1236l en cepas de C.

acutatum y C. lupini visualizadas en un gel de agarosa al 1%.

En la Figura 8 se observa que la Unica cepa digerida por la enzima fue la
cepa de referencia BBA71292, correspondiente a la especie C. acutatum.
Todos los aislamientos restantes incluyendo las cepas de referencia BBA70071
(C. gloeosporioides), BBA70358 (C. lupini var setosum) y BBA63879 (C. lupini
var lupini), carecieron de la secuencia especifica reconocida por la enzima Tru
11 y que solo la especie C. acutatum posee. Por lo tanto ninguno de los
aislamientos pertenece a dicha especie. Este analisis es complementario al
analisis anterior (restriccion enzimatica de la region ITS 1), porque diferencia las
especies C. lupini de C. acutatum, definiendo por descarte la especie presente
en los aislamientos en estudio como C. lupini. Consiguientemente la diversidad
interespecifica es igual a cero, es decir, todos los aislamientos pertenecen a
una sola especie C. lupini. Sin embargo esta técnica no es capaz de diferenciar

entre las variedades lupini y setosum.
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FIGURA 8 Fragmentos de restriccion enzimética correspondientes a la
region ITS 2, digeridos con la enzima Tru 1l en cepas de C.
acutatum visualizadas en un gel de agarosa (1%).

El género Colletotrichum comprende algunos de los hongos
fitopatogenos de mayor importancia econémica en el mundo (MARTINEZ-
CULEBRAS et al., 2000). La revision de este genero por Von Arx (1957) citado
por FAGBOLA y ABANG (2004), fue una primicia en la taxonomia de
fitopatdogenos, en los cuales 750 “especies” fueron reducidas a 11 taxas
basadas en parametros morfolégicos mas que por especificidad de hospedero.
Estudios mas detallados en morfologia, -caracteristicas de cultivo y
patogenicidad han incrementado el nimero de especies actualmente aceptadas.

Numerosas técnicas moleculares han sido utilizadas en la
sistematizacion de especies de Colletotrichum asociadas a la antracnosis en
lupino. La mayoria de estas técnicas persigue la clarificacion de las dos
principales especies involucradas en los debates taxondmicos; C. acutatum y C.

gloeosporioides.
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SREENIVASAPRASAD et al. (1994), reportaron como agente causal de
la antracnosis en lupino a C. acutatum Simmonds ex Simmonds, evaluando el
uso potencial de secuenciacion de nucledtidos de ADNr (ITS 1) para la correcta
determinacion de relaciones filogenéticas y diagnostico de especies en
Colletotrichum. La mayoria de los aislamientos utilizados en su estudio,
originalmente identificados mediante taxonomia tradicional como C.
gloeosporioides, mostraron un mayor porcentaje de homologia para C.

acutatum (97-100%) que para C. gloeosporioides (79-81%).

Mas tarde, ADASKAVEG y HARTIN (1997) lograron diferenciar las
especies C. gloeosporioides y C. acutatum mediante partidores especie-
especificos que amplifican la region ITS del ADNr mediante PCR. De la misma
forma en trabajos realizados por MARTINEZ-CULEBRAS et al. (2000) de
identificacion de especies de Colletotrichum responsables de la antracnosis en
frutilla, en donde se llevd a cabo una restriccion enzimatica de los productos
amplificados de las regiones ITS 1 e ITS 2 del ARNr, se encontraron tres
enzimas (de las nueve examinadas) capaces de lograr una diferenciaciéon
interespecifica entre C. acutatum y C. gloeosporioides. La enzima Mvnl digirio
los aislamientos pertenecientes a C. gloeosporioides y C. kahawae, la enzima
Ser F1 digiri6 los de C. acutatum y la enzima Pvull digiri6 los de C.

gloeosporioides y C. fragarie, en su mayoria aislados desde frutilla.

Sin embargo, en estudios posteriores realizados por YANG vy
SWEETINGHAM (1998) se puso en duda la veracidad de los resultados
obtenidos por ADASKAVEG y HARTIN (1997), al probar los partidores
especificos Cglnt para C. gloeosporioides y Calnt 1 y Calnt 2 para C. acutatum,
ya que dos de las cepas de referencia de C. gloeosporioides (CBS862.70 e IMI
351246) no amplificaron con el par de partidores especificos para esta especie,
sino por el contrario, amplificaron con los partidores especificos para C.
acutatum, lo que sugiere que esos partidores no serian especie-especificos.
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YANG y SWEETINGHAM (1998) concluyeron, mediante una
identificacibn morfotaxonémica segun Sutton (1980) y grupos de compatibilidad
vegetativa (VCGs), que todos los aislamientos colectados desde Lupinus,
correspondieron a C. gloeosporioides, inclusive tres cepas de referencia de C.
acutatum (IMI 351260, IMI 351249 e IMI 351244) empleadas en los trabajos de
SREENIVASAPRASAD et al. (1994). No obstante los resultados que obtuvieron
mediante marcadores RAPDs, se opusieron con el criterio morfologico. Los
aislamientos en estudio mostraron relaciones fenéticas con un alto coeficiente
de similitud entre ellos, no asi al ser comparados con cepas de referencia de C.
gloeosporioides o C. acutatum, donde se observé un bajisimo nivel de similitud.

Pese a esto, numerosos autores cuestionan la confiabilidad de la
taxonomia tradicional, debido a las dificultades encontradas en el uso de
caracteres morfologicos. TALHINHAS et al. (2002), sefialan que el uso de estos
caracteres para el diagnostico de especies son limitados, a excepcion de la tasa
de crecimiento de la colonia y forma de las conidias. Sin embargo NIRENBERG
et al. (2002), sefialan que no solo la produccién del conidiomata, apresorio y
coloracion del micelio, son influenciados por el medio de cultivo y las
condiciones de luminosidad, sino también la forma y tamafio de las conidias.
Cannon et al. (2000), citado por FAGBOLA y ABANG (2004), sefala que
muchas especies de Colletotrichum producen conidias secundarias en cultivo,
las que son generalmente mas pequefias y de formas variadas, especialmente
a través de cada repique o cuando los cultivos son viejos. La supuesta
existencia de formas intermedias entre especies, la plasticidad morfoldgica y la
expresion fenotipica, hacen dificultosa la clasificacion taxondémica y complica el
uso del criterio clasico de identificacion en estos patdgenos. Esto constituye un
problema en la determinacion de caracteres homologos que permitan un
diagnostico certero del fitopatbgeno. En contraste, técnicas de biologia
molecular proveen métodos alternativos adicionales convirtiéndose en

importantes herramientas para resolver los problemas asociados a la



34

identificacién de especies dentro de Colletotrichum (MARTINEZ-CULEBRAS et
al., 2000; WANDERLEI-SILVA et al., 2003; LARDNER et al., 1999).

La propuesta de NIRENBERG et al. (2002), otorga una respuesta a esta
disyuntiva. Asi mediante marcadores moleculares ITS-RFLPs se pudo
diferenciar en este trabajo, las tres especies de Colletotrichum causantes de
antracnosis en lupino, en aislamientos chilenos los que pertenecieron en su

totalidad a C. lupini.

Todos los aislamientos colectados desde L. albus estudiados por YANG
y SWEETINGHAM (1998), fueron clasificados como C. gloeosporioides
equivalente a C. lupini segun NIRENBERG et al. (2002), a excepcion de dos
aislamientos (Acores 1 y Montemor) los que fueron clasificados como COL 3 o
C. acutatum. Ademas cabe destacar que estos aislamientos fueron colectados
en Portugal, lugar donde también se constato la presencia de C. lupini en L.
albus por medio del aislamiento Acores 2 el que fue identificado dentro del
grupo VCG 2 o COL 2. La cepa de referencia de C. acutatum (WAC 2897,
utilizada en este estudio) fue colectada desde frutilla (Fragaria X Ananassa), y
resulté ser morfologica y molecularmente muy similar a los aislamientos Acores
1 y Montemor asociados a L. albus, solo que su grado de patogenicidad hacia
lupino es bajo. Esta declaraciéon es confirmada por estudios realizados por
LARDNER et al. (1999), en donde aislamientos de C. acutatum colectados
desde frutas no resultaron ser patogénicos a lupino. Esto sugiere que C.
acutatum es primariamente un patdgeno de frutas, como en este caso frutilla,
desde las cuales realizaria infeccion cruzada con lupino mediante
colonizaciones saprofiticas las que son esporadicas, ya que en posteriores
exploraciones realizadas en las islas Azores no se han encontrado aislamientos
VCG 1 pertenecientes a C. acutatum hospedando lupino (TALHINHAS et al.,
2002).
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TALHINHAS et al. (2002), sefialé al patdgeno causante de antracnosis
en lupino como C. acutatum, debido a los resultados obtenidos en su
investigacion con diversos marcadores moleculares, los que han evidenciado un
mayor porcentaje de homologia con C. acutatum que con C. gloeosporioides,
logrando diferenciar grupos interespecificos con el resto de los aislamientos
hospederos de lupino, utilizados en su estudio. Segin NIRENBERG et al.
(2002), de estas dos especies involucradas en los debates taxondémicos, C.
gloeosporioides es ampliamente separada de todas las otras especies y
aislamientos asociados a antracnosis en lupino. Estos argumentos dejan al
descubierto una mayor probabilidad de encontrar aislamientos pertenecientes a
C. acutatum que a C. gloeosporioides. Por lo tanto los resultados obtenidos en
este trabajo son aun mas concluyentes, sobretodo por que la cepa de referencia
BBA 71292 correspondiente a C. acutatum utilizada en este estudio, fue aislada
desde L. albus en las islas Azores, Portugal, anico lugar en el mundo en que se
han encontrado dos especies diferentes de Colletotrichum atacando a lupino
(YANG y SWEETINGHAM, 1998; NIRENBERG et al., 2002; TALHINHAS et al.,
2002).

Si bien existen métodos precisos de caracterizacion molecular de
variabilidad inter e intraespecifica, como el andlisis de gradiente de
denaturacion en geles de electroforesis de fragmentos amplificados del ADNr
(DGGE) mediante reaccion PCR (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis),
estos no permiten un diagndstico rapido y certero de identificacion rutinaria de
especies de Colletotrichum, ya que las técnicas existentes han sido creadas con
el fin de caracterizar la especie (CULEBRAS-MARTINEZ et al., 2000;
FAGBOLA y ABANG, 2004). Sin embargo, la amplificacion de regiones ITS 1 e
ITS 2 seguida de una restriccion enzimatica especifica, con las enzimas
Bsh1236l y Tru 1l ofrecen una clara y facil identificacion de las tres especies

fitopatdégenas involucradas en la antracnosis en lupino.
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A su vez la cepa de referencia para C. lupini var lupini aislada de L.
mutabilis desde Bolivia representa el patégeno mas antiguo atacando lupino
dentro de la coleccion de cultivos fungicos de NIRENBERG et al. (2002), y por

lo tanto es la cepa mas conocida por ellos.

4.3 Analisis estimativo de la diversidad intraespecifica.

De los 21 partidores arbitrarios evaluados, cinco fueron escogidos para
desarrollar esta técnica (Cuadro 5). El criterio de eleccibn se baso
principalmente en el nimero de loci polimérficos y el grado de nitidez de los
fragmentos amplificados. Esta cifra representa aproximadamente un 16% del
total de partidores evaluados, lo que concuerda con la experiencia de otros
estudios similares de determinacion de diversidad genética, donde
generalmente el porcentaje de seleccion no sobrepasa el 20% del total de
partidores evaluados y teniendo en cuenta que el numero de partidores
probados en este estudio fue reducido. Esto ultimo obedece al hecho de que

evaluar una mayor cantidad de partidores habria involucrado un mayor costo.

CUADRO 5 Secuencias de partidores utilizados en el analisis RAPDs para

estimar la diversidad genética de los aislamientos de C. lupini.

Partidores Secuencia nucleotidica (5'- 3")
OPA 10 CAGCACCCAC
OPE 20 GATGACCGCC
PSM 72 GTGATCGCAG
PSM 86 TGAGCGGACA
OPD 05 AACGGTGACC

La reducida temperatura (35°C) utilizada para el alineamiento del partidor,
permitié disminuir la especificidad de la reaccion PCR, lo que proporciond un

incremento de los sitios de hibridacion y en consecuencia un incremento en la
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proporcion del genoma escaneado (Gidekel et al., 1999 citado por GOMEZ,
2001).

Las condiciones de amplificacion in vitro fueron estandarizadas en
laboratorio. Los resultados fueron visualizados mediante electroforesis en geles
de agarosa y posterior tefiido con bromuro de etidio, obteniéndose resultados

satisfactorios, como los que se observan en la Figura 9.

FIGURA 9 Visualizacion de fragmentos amplificados con el partidor
OPE 20 (izquierda) y partidor PSM 72 (derecha) en geles de

agarosa al 2%.

Todos los partidores escogidos presentaron loci polimérficos, aunque en
namero reducido, a excepcion de PSM 72 y PSM 86 los que presentaron los
mas altos grados de diferenciacién obteniendo 8 y 15 patrones polimoérficos,
respectivamente. El partidor OPA 10 fue el Gnico que no presentd loci
polimorficos entre las cepas chilenas, pero si a nivel de especie. En total 48 loci
polimarficos fueron seleccionados por ser los de mayor reproducibilidad, con un

promedio de 9,6 fragmentos polimérficos por partidor, lo que concuerda con la
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literatura citada, en este tipo de estudio con diversas especies (BECERRA y
PAREDES, 2000).

Para la presencia y/o ausencia de las bandas se asignaron los valores 1
y 0 respectivamente. Con estos valores se construyd una matriz, la que
constituyé la informacion basica para el procesamiento de datos en los

programas genéticos Popgene y NTSYS.

De los 21 aislamientos analizados en 48 loci polimorficos, se pueden
identificar 16 haplotipos (se entiende por haplotipo a la suma total de todos los
genes presentes en un individuo haploide, es decir, el haplotipo es el
equivalente al genotipo en genomas diploides). Los aislamientos que
constituyen estos haplotipos son los siguientes: A-1, A-2, A-3, A-4, A-5, A-6, A-
14, A-15, A-16, A-17, A-18, A-19, A-20 y P-1, cada uno de ellos correspondiente
a un haplotipo diferente; mientras que los aislamientos: A-7 y A-9 por un lado y
A-8, A-10, A-11, A-13 y V-2 por otro, poseen un mismo patron genético por lo
tanto, para este andlisis, constituyen dos haplotipos distintos. Cabe destacar
que los aislamientos de este Ultimo haplotipo fueron aislados desde localidades,
especie-hospedero (especies y tipos de lupino), y fechas de recoleccion
diferentes, no asi los aislamientos A-7 y A-9, los que fueron aislados a partir de

la misma localidad, fecha y especie-hospedero (Cuadro 2).

4.3.1 Distancias genéticas y formacion de grupos fenéticos. Segun los
patrones de bandas polimorficas RAPDs encontrados en este estudio, los
aislamientos mas distantes genéticamente entre si son A-5 y A-3 con una
distancia genética de 0,57 los que fueron colectados desde distintos genotipos
de L. albus en Traiguén y Cajon, respectivamente. Entre los aislamientos A-5,
A-6, A-13 y A-17 que se encontraron atacando al mismo genotipo de L. albus
(cv. Rumbo), los que presentan mayores distancias genéticas entre si fueron A-
5y A-13 con un valor de 0,53. De los aislamientos pertenecientes a una misma



39

area geografica, A-2 y A-18 colectados en la localidad de Cajon, fueron los que
presentaron la mayor distancia genética con un valor de 0,53.

Con el objeto de visualizar las distancias genéticas de los 25
aislamientos en estudio, se construyé un dendrograma aplicando el algoritmo
UPMGA. Esta esquematizacion de los resultados, permitio inferir las distintas
relaciones fenéticas, mediante la formacion de grupos a partir de los
aislamientos analizados. En la Figura 10 se observa a la mayoria de los
aislamientos chilenos (A-1, A-3, A-4, A-6, A-7, A-8, A-9, A-10, A-11, A-13, A-14,
A-15, A-16, A-17, A-19, P-1 y V-2) reunidos bajo un mismo conjunto, el que se
denomind Grupo 1, representado por 17 aislamientos de diferentes hospederos
y areas geograficas. Por lo tanto no existe una correlacién hospedero-especifica
con las diversas accesiones, tales como: L. albus, L. angustifolius (tipos
amargos Yy dulces) y L. polyphyllus. Asimismo los aislamientos A-7 y A-9 (los
que a su vez constituyen un haplotipo), fueron colectados en la misma fecha,
localidad y especie-hospedero. Sin embargo, A-7 se encontré6 hospedando un
tipo de lupino amargo, en cambio A-9 un cultivar dulce Perla. Asimismo los
aislamientos A-8 y A-19, también se encuentran en lupinos amargos, mientras
que el resto de los aislamientos pertenecientes al haplotipo donde se encuentra
A-8, estan presentes en lupinos dulces. Esto corrobora lo expresado por
HUYGHE (1997), ya que estos aislamientos no diferencian entre lineas
isogénicas de lupinos dulces y amargos, lo cual indica una adaptacién o
tolerancia por parte del hongo al contenido de alcaloides presentes en las
distintas accesiones de lupinos. Asi mismo tampoco se observa una agrupacion

gue correlacione los aislamientos con el origen geografico ni la fecha de colecta.

Dentro de los aislamientos de C. lupini pertenecientes al Grupo 1, A-4 y
A-19 son los que presentan una menor distancia genética hacia las cepas de C.
acutatum y C. gloeosporioides con valores de 0,47 y 0,65 respectivamente. Si
bien A-4 y A-19 son los aislamientos mas cercanos a estas cepas, los valores
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de distanciamiento genético son altos, por lo cual son significativamente
diferenciados de ambas cepas de referencia. Al mismo tiempo al comparar las
cepas de referencia y los aislamientos chilenos, se corroboraron los resultados
obtenidos con la técnica ITS-RFLPs, al distinguir tres grandes grupos que
categoricamente constituyen las tres especies de Colletotrichum en estudio. Las
dos especies C. acutatum y C. gloeosporioides que han sido usualmente
mencionadas en la literatura como el agente causal de la antracnosis en lupino
y C. lupini redescrita en el afio 2002 como una nueva especie a la que
pertenecen todos los aislamientos chilenos (YANG y SWEETINGHAM, 1998;
NIRENBERG et al., 2002; TALHINHAS et al., 2002).

El primer grupo constituido por C. gloeosporioides se encuentra a una
distancia de 0,78 del segundo grupo conformado por C. acutatum y a una
distancia promedio de 0,81 de ambas variedades de C. lupini, constituyendo
una mayor separacion genética hacia las cepas C. lupini, que a C. acutatum. C.
gloeosporioides es distinguido en forma clara como una cepa aislada del resto
de cepas y aislamientos pertenecientes a este estudio, con valores de
distanciamiento genético que no disminuyen de un 65%, lo que esta soportado
por valores de bootstrap de 87% (uno de los valores de bootstrap mas altos
obtenidos en este estudio). Esto indica que C. gloeosporioides es ampliamente
separado del resto de aislamientos. Asi lo sefialan NIRENBERG et al. (2002),
en su estudio en donde la misma cepa BBA 70071 utilizada como cepa de
referencia en este estudio para la especie C. gloeosporioides, junto con las
cepas C. gloeosporioides f. sp. aeschynomenes y C. musae, fueron claramente
separadas del resto de las especies de Colletotrichum. A su vez, el tercer grupo
constituido por las cepas de referencia de C. lupini y los aislamientos chilenos,

puede ser a su vez subdividido en subgrupos (Figura 10).

La mayor distancia genética entre los aislamientos pertenecientes al

Grupo 1 corresponde a 0,22 entre los aislamientos A-6 y A-19. Al comparar



41

estos aislamientos con ambas cepas de referencia de C. lupini, se observa una
mayor cercania a la variedad setosum. A-6 con una distancia genética de 0,23 a
C. lupini var setosum y con un valor de 0,26 hacia la variedad lupini. En el caso
de A-19 una distancia genética de 0,19 lo separa de la variedad setosum y un
valor de 0,22 de la variedad lupini. Considerando que los valores de
diferenciacion entre ambas variedades son leves y que la formacién de grupos
fenéticos del estudio obedece mas bien a un grupo polifenético es inadmisible

indicar a cual de las dos variedades corresponden los aislamientos chilenos.

Los cuatro aislamientos restantes A-2, A-5, A-18 y A-20 son muy
heterogéneos entre si, diferenciandose del resto de los aislamientos (Grupo 1).
El aislamiento A-5 fue colectado desde L. albus en la localidad de Traiguén y el
aislamiento A-20 fue colectado desde L. polyphyllus en la localidad de Freire.
Estos aislamientos poseen una distancia genética de 0,29 lo que permitiria
agruparlos en un mismo cluster debido a su similitud, mientras que los
aislamientos A-2 y A-18 que fueron aislados en Cajon desde L. albus y L.
mutabilis respectivamente, poseen una distancia genética de 0,53 lo que
permitiria separarlos. Sin embargo, no se pueden distinguir a estos cuatro

aislamientos como grupos claramente definidos.
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estudio, mediante analisis UPMGA.
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4.3.2 Diversidad genética. La diversidad genética calculada segin NEI (1987),
de todos los aislamientos chilenos en estudio es de 0,1513. Sin embargo, si se
evallan solo los aislamientos colectados en la localidad de Cajon, este valor se
incrementa a 0,1609, con un valor de 0,1439 para las 13 cepas restantes. Esta
situacion es interesante, ya que es de esperarse una mayor diversidad en la
totalidad de los aislamientos y no en una porcion de ellos como es el caso de
los aislamientos provenientes de Cajon, que a pesar de ser reducidos en
numero, siete en total, mostré ser el grupo de mayor diversidad genética. Esto
posiblemente es debido a la recurrencia del mejoramiento genético del cultivo
de lupino en esta localidad, el cual incluye el desarrollo de tolerancia a
antracnosis mediante resultados de ensayos de campo con inoculaciones del

patdgeno, es decir, por un flujo de genes a la poblacion.

Con respecto a estudios previos realizados en este género, con cepas
colectadas desde diversos paises en donde se cultiva lupino y esta presente la
enfermedad, la diversidad genética encontrada en este trabajo es alta, al igual
gue la cantidad de haplotipos, (un total de 16 haplotipos distintos, de 21
aislamientos estudiados) lo cual es relevante, sobretodo porque los
aislamientos se encuentran situados dentro de una limitada zona geogréfica.
Por lo tanto estos resultados se contraponen categoricamente a los estudios
realizados sobre este patdgeno afectando lupino alrededor del mundo. Asi lo
demuestran estudios realizados por NIRENBERG et al., (2002), los que sefalan
que la mayoria de los aislamientos colectados en diversas areas del mundo,
usados en su estudio pertenecen a una sola especie de Colletotrichum, cuya
diversidad es bastante baja. Del mismo modo YANG y SWEETINGHAM (1998),
establecen a VCG2/COL2 (C. lupini var. setosum) asociado a la antracnosis del
lupino como un grupo altamente homogéneo, distribuido a través del mundo.
Esta uniformidad fue demostrada con perfiles RAPDs, los que resultaron ser
idénticos con los 11 primers utilizados. Esto propone una reproduccion clonal
del hongo, el que se habria diseminado rapidamente por el mundo mediante el
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intercambio econdmico de semillas de lupino infectadas. Estos resultados
apoyan la teoria que supone a Sudamérica como el centro de origen de este
fitopatogeno, de donde probablemente fue introducido hacia Europa
(NIRENBERG et al., 2002; SHIVAS et al., 1998).

Si bien la mayoria de los aislamientos locales se agrupan en un solo
cluster, también se observa dentro del mismo a la mayoria de los haplotipos
reconocidos en este estudio (12 haplotipos distintos) con aislamientos que se
diferencian hasta en un 22% de los fragmentos estudiados. Por consiguiente los
aislamientos considerados en este estudio integran un grupo polifenético.
SHIVAS et al. (1998), sefialaron a Chile como un posible centro de origen de
este patdégeno, aunque la carencia de estudios en el resto de Sudameérica,
especialmente Bolivia y Peru, imposibilita aseverar definitiva y confiablemente el

centro de origen de C. lupini.

Segun HUYGHE (1997), el patégeno causante de la antracnosis en
lupino es hospedero-especifico, es decir, puede encontrarse asociado en forma
exclusiva a diferentes especies y tipos de plantas del genero Lupinus.
FAGBOLA y ABANG (2004), sefialan que dentro del genero Colletotrichum
diversas taxas han sido consideradas como formas hospedero-especificas.
Actualmente se desconocen los rangos de hospederos de la mayoria de las
especies de Colletotrichum. Por consiguiente en posteriores estudios, estas
formas hospederos-especificas fueron redefinidas como especies, criterio que
se mantiene en la actualidad, pero que sigue generando discusion. Aun no
existe una delimitacion clara de estos grupos. Se ha encontrado a C. lupini
infectando a Urtica dioica (AFANADOR-KAFURI et al.,, 2003). Esto podria
explicarse como una colonizacion facultativa del hongo, ya que segun
SREENIVASAPRASAD et al. (1994), Colletotricum comprende una diversa
coleccion de especies fitopatdgenas y saprofiticas. Otra alternativa es que
pueda poseer hospederos alternantes en los cuales complete su ciclo de vida,



45

constituyendo una fuente de diseminacibn o inoculo para posteriores

infecciones del hongo.

Los principales mecanismos por los cuales se puede generar diversidad
genética en las poblaciones de microorganismos fitopatbgenos son las
mutaciones, el flujo de genes en la poblacion y la recombinacion sexual y
asexual (AGRIOS, 1996). En este sentido la recombinacion asexual y las
mutaciones son eventos esporadicos, cuya frecuencia de aparicion no podrian
originar tal diversidad genética en la poblacién estudiada. Es por esto que es
probable la existencia de una recombinacion sexual y/o un flujo de genes, que
al migrar desde un lugar a otro, permitiria la aparicion de nuevos patotipos,

explicando en parte, la gran diversidad genética presentada en este estudio.

La recombinacion sexual es el mecanismo mas eficiente para incorporar
diversidad en poblaciones de organismos fitopatdgenos. Sin embargo, la
recombinacién también se puede lograr por medio de parasexualismo (AGRIOS
1996). Los altos valores de diversidad genética encontrados en la reducida area
geografica estudiada y la considerable cantidad de haplotipos, podrian suponer
la presencia del estado sexual o teleomorfo del hongo, lo que se contrapone a
la teoria propuesta por NIRENBERG et al. (2002), los que sefialan que en todos
los estudios realizados en Europa, nunca han encontrado el teleomorfo,
llegando a postular la inexistencia de este o la posibilidad que pueda producirse

solo bajo condiciones prevalecientes en el sur de Norteamérica.

Una completa ausencia de la fase sexual durante las colecciones de
campo, no solo en Europa sino también en Sudamérica, Weimer (1952) citado
por NIRENBERG et al. (2002), describi6 el peritecio del teleomorfo Glomerella
sobre lesiones en hojas de L. angustifolius en Norteamérica; pero
lamentablemente este descubrimiento no puede ser confirmado, debido al
extravio de la cepa original. Después de este hallazgo, en ninguna descripcion
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subsecuente de antracnosis en lupino ha sido descubierto el teleomorfo. Sélo
en el afo 1997 Gueber y Correll citado por TALHINHAS et al. (2002),
proporcionaron el primer reporte de teleomorfo en C. acutatum como Glomerella
acutata, sugiriendo asi la potencial diseminacion de cepas originadas
sexualmente y la posible adaptacion y evolucion a nuevos y diversos
hospederos. ABANG et al. (2002), sefialdo el caso de C. gloeosporioides y
Glomerella cingulata causante de antracnosis en fame (Dioscorea spp.), en el
que hay dudas acerca de la existencia del teleomorfo, insinuandose la
posibilidad de que el mismo hongo halla sido identificado con dos nombres
diferentes, uno correspondiente al anamorfo y el otro al teleomorfo. Grupos de
aislamientos fueron definidos mediante secuenciacion de ADNr, aportando
evidencia de una integracion de aislamientos mitospoéricos y meiospéricos en

esta especie.

La ausencia de teleomorfo reportada en estudios anteriores,
probablemente se deba al requerimiento de condiciones medio ambientales
muy especificas y que ademas, estas condiciones no puedan presentarse en
todos los entornos naturales donde estd presente el hongo. Sumado a lo
anterior, se encuentra la escasez de recursos para la basqueda e investigacion
exhaustiva de la fase sexual en el o los posibles lugares de origen de este
patdgeno y/o que la busqueda solo se ha concentrado en plantas de lupino,
descartando otros posibles hospederos.

4.3.3 Diferenciacion de variedades. YANG y SWEETINGHAM (1998)
analizaron 43 aislamientos de Colletotrichum colectados desde distintas
especies de Lupinus cultivadas en diversos lugares del mundo. De estos
aislamientos se definieron claramente tres grupos mediante 11 partidores
arbitrarios RAPDs y un analisis de grupos de compatibilidad vegetativa o
“vegetative compatibility group” (VCGSs). Estos fueron: VCG1 o COL 1, VCG 2 o
COL 2 y COL 3. Los aislamientos de este ultimo grupo mostraron una gran
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similitud con C. acutatum y un considerable distanciamiento con el resto de las
cepas, por lo que se concluyd que pertenecian a esta especie. Cabe destacar
que 37 de los 43 aislamientos estudiados por YANG y SWEETINGHAM (1998),
correspondieron al grupo VCG 2. Dentro de este grupo encontraron
aislamientos mundialmente distribuidos en paises como: Australia, Francia,
Alemania, Portugal, Polonia, Nueva Zelanda, Sudafrica, Reino Unido, Estados
Unidos y Chile, constituyéndose el grupo mas comun asociado a la antracnosis
en lupino alrededor del mundo. A su vez estos VCGs y su distribuciéon
geografica coinciden con los dos grupos VCG 1y VCG 2 definidos por SHIVAS
et al. (1998).

NIRENBERG et al. (2002), determinaron que los grupos fenéticos
establecidos en su investigacidén coincidian con los descubiertos por YANG y
SWEETINGHAM (1998), por lo tanto el grupo COL 1 o VCG 1 es idéntico con C.
lupini var. lupini y el grupo COL 2 o0 VCG 2 con C. lupini var. setosum. La Unica
cepa chilena incluida en este estudio fue aislada desde L. angustifolius
proveniente de Temuco, la que fue clasificada dentro del grupo VCG 2. Segun
NIRENBERG et al. (2002), en Sudamérica existen las dos variedades de
Colletotrichum causantes de antracnosis en lupino: C. lupini var. lupini presente
en Bolivia y C. lupini var. setosum presente en Brasil. NIRENBERG et al.
(2002), defini6 subgrupos dentro de las especies de C. lupini, tal como se
propuso en estudios anteriores (YANG y SWEETINGHAM, 1998). El término
variedad engloba el concepto de subgrupos dentro de una misma especie.
Estos subgrupos estan constituidos por cepas con caracteristicas morfologicas
comunes, a menudo relacionadas con un rango especifico de hospederos
(CIAMPI, 2002). Ambas variedades, C. lupini var. lupini y C. lupini var setosum,
son establecidas mediante ligeras caracteristicas morfolégicas de coloracion
micelial, presencia de setas y forma de conidias del micelio aéreo, pero ambas

infectan indistintamente a diferentes especies de lupino.
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Posteriormente esta clasificacion fue ratificada con marcadores RAPDs y
secuenciacion de ADN. La diferenciacién fue otorgada por una o dos bandas
polimorficas (segun los partidores arbitrarios utilizados en los perfiles RAPDS) y
una mutacion de una base en la regién ITS 2 en la secuenciacion del ADN
ribosomal (NIRENBERG et al., 2002) No obstante, estas diferencias son leves,
por lo cual si no se cuenta con un andlisis de secuenciacion, es dificil un
diagnostico certero y rapido mediante analisis morfolégico y/o marcadores
RAPDs. Los partidores arbitrarios PSM 72 y PSM 86, proporcionaron dos
fragmentos adicionales en presencia de C. lupini var. lupini. Por lo tanto ambas
variedades son definidas por la presencia o ausencia de estas bandas

polimorficas.

En este trabajo no se logro la diferenciaciéon de ambas variedades de C.
lupini  mediante perfiles electroforéticos RAPDs, debido a la dificil
reproducibilidad entre laboratorios, tan propia de este marcador, lo que dificultd
la identificacion de las dos bandas polimorficas presentes en C. lupini var lupini
y ausentes en C. lupini var setosum, en presencia de los marcadores PSM 72 o
PSM 86 (NIRENBERG et al.,, 2002). Sin embargo, al observar los perfiles
electroforéticos es posible deducir la existencia de una o incluso mas

variedades.

Ni el Grupo 1, ni el resto de los aislamientos se correlacionan con la
clasificacion existente de ambas variedades de C. lupini (BBA 70358 y BBA
63879), sino por el contrario, estas cepas de referencia se encuentran a una
distancia genética entre si de 0,23 conformando un grupo muy estrecho, (con
valores de bootstrap de 61%) distanciandose genéticamente del resto de los
aislamientos chilenos. Por lo tanto no se pueden clasificar los aislamientos
dentro de una de las variedades de C. lupini. En el dendograma ( Figura 10) se

aprecia el Grupo 1 con sus subgrupos y los aislamientos restantes los que
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podrian constituir otras variedades de C. lupini, como anteriormente se ha
propuesto (NIRENBERG et al., 2002).

Idealmente se podrian disefiar partidores especificos para diferenciar las
especies C. acutatum y C. lupini, con el objeto de identificarlas facil y
rapidamente. Esto tendria sentido si al mismo tiempo se desarrollaran pruebas
de virulencia del agente fitopatdgeno y resistencia del hospedero a las diversas

variantes del patégeno.

Este estudio es un importante avance preliminar, ya que se determinoé la
especie asociada a antracnosis en lupino en Chile y la diversidad genética
presente en la poblacion estudiada. Investigaciones futuras acerca de las
interacciones y asociaciones entre las cepas del patégeno y la relacién
hospedero-patdégeno, daran informacion préctica para la realizacion de
programas en el mejoramiento del lupino, los que incluyan resistencia a esta
enfermedad. En este sistema es necesario conocer las cepas presentes para
seleccionar y evaluar los materiales genéticos con resistencia a esas variantes

para iniciar la introgresion de esos genes en los cultivares comerciales.
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5 CONCLUSIONES

Se desarroll6 una metodologia basada en herramientas moleculares, que
permitié diferenciar las tres especies de Colletotrichum asociadas a

antracnosis en lupino: C. gloeosporioides, C. acutatum y C. lupini.

Todos los aislamientos fungicos colectados desde Lupinus sp. dentro de

la IX Region de Chile pertenecen a la especie C. lupini.

Mediante la técnica molecular RAPDs y la visualizacién de las distancias
genéticas por medio del dendrograma, se corroboré la diferenciacion
entre las tres especies de Colletotrichum involucradas en la antracnosis
del lupino. C. gloeosporioides fue la especie con una mayor distancia

genética hacia el resto de las especies y aislamientos.

Se determind una alta diversidad genética dentro de los aislamientos en

estudio.

La mayor diversidad genética se encontr6 en los aislamientos
provenientes de la localidad de Cajon. Esta diversidad, incluso fue mayor

que la presentada por la totalidad de los aislamientos en estudio.

La mayoria de los aislamientos chilenos se agruparon bajo un mismo
conjunto fenético denominado Grupo 1, dentro del cual se diferenciaron
12 haplotipos. Fuera de este grupo existen cuatro haplotipos, los que son

bastante heterogéneos entre si.
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La gran diversidad, el numero de haplotipos y el hecho de que los
aislamientos chilenos no formaron grupos fenéticos, con ninguna de las
dos variedades de C. lupini utilizadas como referencia en este estudio,

evidencia la presencia de otras variedades en Chile.

No se establecié una correlacion entre la formacion de los distintos

grupos fenéticos, con el lugar geografico de colecta y tipo de hospedero.
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6. RESUMEN

Actualmente la antracnosis representa una de las enfermedades mas
importantes y devastadoras del lupino en Chile y el mundo, llegando a
ocasionar pérdidas en campo, de hasta el 50% en L. angustifolius y el 100% en

L. albus.

La taxonomia de los aislamientos del hongo Colletotrichum causante de
antracnosis en lupino ha sido ampliamente estudiada y discutida. Algunos
autores lo han descrito como Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc. y
otros como Colletotrichum acutatum Simmonds ex Simmonds. Tradicionalmente
los aislamientos fungicos se han diferenciado mediante analisis
morfotaxondmico. Sin embargo este analisis posee numerosas desventajas, las
gue han sido subsanadas, con el desarrollo de herramientas moleculares, las
gque a su vez han constituido un apoyo a la sistematica tradicional.
Recientemente este patdégeno ha sido redescrito mediante analisis de
taxonomia tradicional y el uso de herramientas moleculares como una nueva

especie, Colletotrichum lupini.

Se plantea que los aislamientos chilenos pertenecen a otra especie y que

la diversidad genética presentada por ellos es alta.

En este trabajo se desarrollé una metodologia, que permiti6 la
diferenciacion de las tres especies de Colletotrichum asociadas a antracnosis
en lupino. Mediante marcadores moleculares ITS-RFLPs, se determindé que

todos los aislamientos chilenos en estudio, pertenecen a la especie C. lupini.
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Marcadores moleculares RAPDs fueron utilizados para analizar la
diversidad genética de 21 aislamientos colectados en la IX Region de Chile.
Esta diversidad resultd ser alta, sobretodo en los aislamientos provenientes de
la localidad de Cajon, los que superaron el valor de diversidad genética

encontrada en la totalidad de los aislamientos estudiados.

La mayoria de los aislamientos se agruparon en un grupo fenético
heterogéneo, el cual presentd 12 haplotipos distintos. Los cuatro haplotipos
restantes, no constituyeron grupos claramente definidos. La gran diversidad
genética, el numero de haplotipos encontrados y la formacién de grupos
independientemente de las variedades lupini y setosum, suponen la presencia
de otras variedades en los aislamientos chilenos. No se estableci6 una
correlacion entre la formacién de los distintos grupos fenéticos, con el lugar

geografico de colecta y el tipo de hospedero.

Este trabajo es un primer paso para el desarrollo de tolerancia y/o
resistencia a antracnosis en los programas de mejoramiento genético de lupino
realizados en Chile. Se requieren de futuras investigaciones de patogenicidad
de los aislamientos de C. lupini y de las interacciones ecoldgicas entre estos y

los diversos genotipos de lupino.
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7. SUMMARY

At present the anthracnose represents one of the most important and
devastating diseases of the lupin in Chile and the world, causing lost in field

from 50% in L. angustifolius until 100% in L. albus.

The taxonomy of the fungi isolations Colletotrichum causing the
anthracnose on lupin has been widely studied and discussed. Some authors
have described it like Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc. and others
like Colletotrichum acutatum Simmonds ex Simmonds. Traditionally the
isolations have been distinguished assessed by morphotaxonomic analysis.
Nevertheless this analysis has numerosus disadvantages. These have been
corrected with the development of molecular tools, and these have constituted a
support to the traditional sistematics. Recently this pathogen has been

redescribed like a new specie, Colletotrichum lupini.

It is said that Chilean isolations belong to another specie and its genetic

diversity is high.

In this work a methodology, that allowed the differentiation of three
species of Colletotrichum associated to the anthracnose of the lupin assessed
by ITS-RFLPs molecular markers, was developed. It was determined that all the

Chilian isolations in study belong to specie C. lupin.

Molecular markers as RAPDs were used to analyze the genetic diversity
of 21 isolations collected in the IX region of Chile. This diversity was high,

coverall in the isolations belonged of the locality of Cajén. These isolations
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surpassed the genetic diversity value founded in the totality of the studied
isolations.

The mayority of the isolations was grouped in a heterogeneus phenetic
group, which presented 12 different haplotypes. The four remaining haplotypes
did not constituted groups defined clearly. The great genetic diversity, the
number of haplotypes founded and the formation of groups independently of the
varieties lupini and setosum suppose the presence of other varieties in the
Chilian isolations. A relationships between the formation of differents phenetics
groups, with the geographic place of collect and the type of host-plant was not
established.

This work is a first step for the development of tolerance and/or
resistance to anthracnose in the programs of genetic improvement of lupin
realized in Chile. But futures researchs of the pathogenicity of C. lupini isolations
and their ecological interactions with the differents genotypes of lupins will be

required.
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ANEXO 1 Cuantificacién de ADN.
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. L. Dilucion
Aislamiento A'fgﬁta ODaso | OD2g | OD16/ODago Cﬁgﬁleg‘;r?nc"/’”fe RAPDs
9/ul) | ADN+TE

Al 5ul |0,073]0,054] 1,350 733.65 1+23
A2 5ul |0,075]0,058] 1,307 753,75 1+24
A-3 5ul_ |0,085|0,064| 1,327 854,25 1+27
A-4 5ul |0,090|0,065] 1,391 904,50 1+29
A5 5ul |0,078/0,056| 1,387 783.90 1+25
A-6 5ul |0,085]0,061] 1,389 854,25 1+27
A7 5ul 0,102|0,079| 1,284 10251 1+33
A-8 5ul_ |0,092|0,059| 1,543 924,60 1+30
A-9 5ul |0,108|0,080] 1,343 1085,4 1+35
A-10 5ul |0,090]0,071] 1,270 904,50 1+29
A1l 5ul |0,078]0,057] 1,370 783,90 1+25
A-13 5ul_ |0,088|0,068| 1,294 884,40 1+28
A-14 5ul_ |0,094|0,069] 1,358 944,70 1+30
A-15 5ul |0,092|0,064| 1,439 924,60 1+30
A-16 5ul |0,081]0,062| 1,318 814,05 1+26
A-17 5ul |0,081]0,057| 1,412 814,05 1+26
A-18 5ul |0,070|0,050] 1,392 703,50 1+22
A-19 5ul |0,058|0,042| 1,382 582,90 1+18
A-20 5ul |0,075]0,052| 1,431 753,75 1+ 24
P-1 5ul |0,069]0,049| 1,407 693,45 1+22
V-2 5ul |0,062]0,047] 1,337 623,10 1+20
70071 5ul_ |0,056|0,042| 1,332 562,80 1+18
70358 5ul |0,070/0,050| 1,404 703,50 1+22
63879 5ul |0,075]0,053| 1,422 753,75 1+24
71292 5ul |0,057]0,042| 1,362 572,85 1+18
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ANEXO 2 Distancias genéticas entre los aislamientos chilenos y las cepas de referencia de Colletotrichum.

A-1 0.00000 0.33333 0.06667

A-2 0.33333 0.00000 0.40000 0.30233

A-3 0.06667 0.40000 0.00000 0.06122 0.56757

A-4 0.083330.30233 0.06122 0.00000 0.50000 0.20000

A-5 0.50000 0.54839 0.56757 0.50000 0.00000 0.39394 0.48718

A-6 0.121950.27778 0.19048 0.20000 0.39394 0.00000 0.13636 0.16279

A-7 0.06383 0.38095 0.04167 0.05882 0.48718 0.13636 0.00000 0.02041 0.00000

A-8 0.04348 0.36585 0.02128 0.04000 0.52632 0.16279 0.02041 0.00000 0.02041 0.00000

A-9 0.06383 0.38095 0.04167 0.05882 0.48718 0.13636 0.00000 0.02041 0.00000 0.02041 0.02041

A-10 0.04348 0.36585 0.02128 0.04000 0.52632 0.16279 0.02041 0.00000 0.02041 0.00000 0.00000 0.00000

A-11 0.04348 0.36585 0.02128 0.04000 0.52632 0.16279 0.02041 0.00000 0.02041 0.00000 0.00000 0.00000 0.02128

A-13 0.04348 0.36585 0.02128 0.04000 0.52632 0.16279 0.02041 0.00000 0.02041 0.00000 0.00000 0.00000 0.02128 0.12500

A-14 0.06667 0.35000 0.04348 0.06122 0.51351 0.14286 0.04167 0.02128 0.04167 0.02128 0.02128 0.02128 0.00000 0.10638 0.10204

A-15 0.13044 0.31707 0.14894 0.12000 0.42105 0.11628 0.10204 0.12500 0.10204 0.12500 0.12500 0.12500 0.10638 0.00000 0.04000 0.12500

A-16 0.12500 0.30233 0.14286 0.07692 0.45000 0.15556 0.09804 0.12000 0.09804 0.12000 0.12000 0.12000 0.10204 0.04000 0.00000 0.12000 0.43590

A-17 0.08696 0.36585 0.06383 0.04000 0.47368 0.20930 0.06122 0.04167 0.06122 0.04167 0.04167 0.04167 0.06383 0.12500 0.12000 0.00000 0.40541 0.08696

A-18 0.37143 0.53333 0.38889 0.38462 0.40741 0.43750 0.36842 0.35135 0.36842 0.35135 0.35135 0.35135 0.38889 0.45946 0.43590 0.40541 0.00000 0.37143 0.46667

A-19 0.09091 0.38462 0.06667 0.08333 0.55556 0.21951 0.06383 0.04348 0.06383 0.04348 0.04348 0.04348 0.06667 0.17391 0.16667 0.08696 0.37143 0.00000 0.43590 0.02222

A-20 0.38462 0.29412 0.45000 0.34884 0.29032 0.33333 0.42857 0.41463 0.42857 0.41463 0.41463 0.41463 0.40000 0.36585 0.34884 0.36585 0.46667 0.43590 0.00000 0.40000 0.41463
P-1 0.06667 0.35000 0.04348 0.06122 0.51351 0.19048 0.04167 0.02128 0.04167 0.02128 0.02128 0.02128 0.04348 0.14894 0.14286 0.06383 0.33333 0.02222 0.40000 0.00000 0.02128
0.52381

V-2 0.04348 0.36585 0.02128 0.04000 0.52632 0.16279 0.02041 0.00000 0.02041 0.00000 0.00000 0.00000 0.02128 0.12500 0.12000 0.04167 0.35135 0.04348 0.41463 0.02128 0.00000
71292 0.56098 0.66667 0.47619 0.46667 0.69697 0.63158 0.50000 0.48837 0.50000 0.48837 0.48837 0.48837 0.52381 0.53488 0.51111 0.48837 0.56250 0.56098 0.55556 0.52381

70071 0.70000 0.82857 0.65854 0.68182 0.75000 0.83784 0.67442 0.66667 0.67442 0.66667 0.66667 0.66667 0.70732 0.71429 0.72727 0.66667 0.93548 0.65000 0.82857

70358 0.23810 0.29730 0.25581 0.21739 0.52941 0.23077 0.24444 0.22727 0.24444 0.22727 0.22727 0.22727 0.20930 0.27273 0.26087 0.22727 0.39394 0.19048

63879 0.26829 0.44444 0.28571 0.28889 0.51515 0.26316 0.22727 0.25581 0.22727 0.25581 0.25581 0.25581 0.23810 0.25581 0.24444 0.25581 0.56250

(Continua)
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Continuacion Anexo 2.

A-1

0.08333 0.50000 0.12195 0.06383 0.04348 0.06383 0.04348 0.04348 0.04348 0.06667 0.13044 0.12500 0.08696 0.37143 0.09091 0.38462 0.06667 0.04348 0.56098 0.70000 0.23810

0.26829

A-2
A-3
A-4
A-5
A-6
A-7
A-8
A-9
A-10
A-11
A-13
A-14
A-15
A-16
A-17
A-18
A-19
A-20
P-1
V-2

0.54839 0.27778 0.38095 0.36585 0.38095 0.36585 0.36585 0.36585 0.35000 0.31707 0.30233 0.36585 0.53333 0.38462 0.29412 0.35000 0.36585 0.66667 0.82857 0.29730 0.44444
0.19048 0.04167 0.02128 0.04167 0.02128 0.02128 0.02128 0.04348 0.14894 0.14286 0.06383 0.38889 0.06667 0.45000 0.04348 0.02128 0.47619 0.65854 0.25581 0.28571
0.05882 0.04000 0.05882 0.04000 0.04000 0.04000 0.06122 0.12000 0.07692 0.04000 0.38462 0.08333 0.34884 0.06122 0.04000 0.46667 0.68182 0.21739 0.28889
0.52632 0.48718 0.52632 0.52632 0.52632 0.51351 0.42105 0.45000 0.47368 0.40741 0.55556 0.29032 0.51351 0.52632 0.69697 0.75000 0.52941 0.51515

0.13636 0.16279 0.16279 0.16279 0.14286 0.11628 0.15556 0.20930 0.43750 0.21951 0.33333 0.19048 0.16279 0.63158 0.83784 0.23077 0.26316

0.02041 0.02041 0.02041 0.04167 0.10204 0.09804 0.06122 0.36842 0.06383 0.42857 0.04167 0.02041 0.50000 0.67442 0.24444 0.22727

0.00000 0.00000 0.02128 0.12500 0.12000 0.04167 0.35135 0.04348 0.41463 0.02128 0.00000 0.48837 0.66667 0.22727 0.25581

0.02041 0.04167 0.10204 0.09804 0.06122 0.36842 0.06383 0.42857 0.04167 0.02041 0.50000 0.67442 0.24444 0.22727

0.02128 0.12500 0.12000 0.04167 0.35135 0.04348 0.41463 0.02128 0.00000 0.48837 0.66667 0.22727 0.25581

0.12500 0.12000 0.04167 0.35135 0.04348 0.41463 0.02128 0.00000 0.48837 0.66667 0.22727 0.25581

0.12000 0.04167 0.35135 0.04348 0.41463 0.02128 0.00000 0.48837 0.66667 0.22727 0.25581

0.06383 0.38889 0.06667 0.40000 0.04348 0.02128 0.52381 0.70732 0.20930 0.23810

0.45946 0.17391 0.36585 0.14894 0.12500 0.53488 0.71429 0.27273 0.25581

0.16667 0.34884 0.14286 0.12000 0.51111 0.72727 0.26087 0.24444

0.36585 0.06383 0.04167 0.48837 0.66667 0.22727 0.25581

0.33333 0.35135 0.56250 0.93548 0.39394 0.56250

0.04348 0.56098 0.65000 0.19048 0.21951

0.55556 0.82857 0.40541 0.44444

0.65854 0.20930 0.23810

0.48837 0.66667 0.22727 0.25581

71292 0.48837 0.00000 0.78378 0.74359 0.73684

70071 0.65854 0.66667 0.78378 0.00000 0.89474 0.72973

70358 0.40541 0.20930 0.22727 0.74359 0.89474 0.00000 0.23077

63879 0.21951 0.44444 0.23810 0.25581 0.73684 0.72973 0.23077 0.00000
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