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RESUMEN

Desde la descripcion y el establecimiento del género Colletotrichum, las bases en que se ha
fundamentado la designacion de sus especies han estado cambiando constantemente. El
analisis de secuencias de diversos locus son utilizadas actualmente para la designacion de
especies filogenéticas cripticas dentro de especies complejas (clados). Es posible que las
especies filogenéticas no se encuentren aisladas genéticamente y que pueda ocurrir
entrecruzamiento entre ellas, generando poblaciones recombinantes que pudieran ser
consideradas nuevas especies filogenéticas. En esta investigacion se evalud la capacidad de
reproduccion sexual y formacion de heterocariones entre aislados de cuatro especies
filogenéticas del clado gloeosporioides provenientes de mango (Mangifera indica). Se
demostro que las especies filogenéticas C. asianum, C. dianesei, C. fructicola y C. tropicale
son capaces de llevar a cabo reproduccion sexual (C. dianesei con C. asianum, C. tropicale y
C. fructicola) y ser compatibles vegetativamente (entre C. dianesei, C. asianum, y C.
fructicola).  Estos resultados sugieren que estas especies filogenéticas del clado
gloeosporioides no estan aisladas genéticamente y tienen la capacidad potencial de generar

nuevas recombinantes genéticas entre ellas.
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SEXUAL AND VEGETATIVE COMPATIBILITY AS EVIDENCE IN THE
SEPARATION OF 4 PHYLOGENETIC SPECIES OF GENUS Colletotrichum
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ABSTRACT
Since the description and establishment of genus Colletotrichum, the basis on which is
founded the designation of its species have been changing constantly. The analysis of
sequences of many loci are currently used for the designation of cryptic phylogenetic species
within complex species (clades). It is possible that the phylogenetic species are not
genetically isolated and intercrossing could occur between them, generating recombinant
populations that could be considered as new phylogenetic species. In this research, the ability
of sexual reproduction and development of heterokaryons was evaluated between four
phylogenetic species from the gloeosporioides clade isolated from mango (Mangifera indica).
The phylogenetic species C. asianum, C. dianesei, C. fructicola and C. tropicale are able of
sexual reproduction (C. dianesei with C. asianum, C. tropicale and C. fructicola) and to be
vegetatively compatible (between C. asianum, C. dianesei and C. fructicola). These results
suggest that these phylogenetic species of the gloeosporioides clade are not genetically
isolated and they have the potential capacity to generate new genetic recombinants between

them.
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INTRODUCCION

Desde la descripcion y establecimiento del género Colletotrichum, ha cambiado la
conformacién de sus especies. En 1957 se tenian reportadas 700 especies de este género y
Sutton en 1992 distingui0 a varias especies como sindnimas, considerando solo 39 especies en
base a morfologia. En las revisiones del género realizadas por Hyde et al. y Phoulivong, se
propusieron 67 y 68 especies respectivamente, basdndose en caracteristicas morfoldgicas
junto con secuencias espaciadoras transcritas internas (ITS) de los genes ribosomales. Sin
embargo, se ha considerado que Colletotrichum cuenta con varios complejos de especies y
que las secuencias ITS no permiten distinguir facilmente las especies que los conforman
(especies cripticas). Por lo anterior, nuevos analisis con diferentes marcadores moleculares
han sido desarrollados para poder clasificar las especies en Colletotrichum, como el analisis
filogenético multilocus, que utiliza locus de actina (ACT), B-Tubulina (TUBZ2), Calmodulina
(CAL), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y factor de elongacion 1-o (EF1
a), ademas de ITS. Lo anterior ha llevado a determinar la ocurrencia de 113 especies de
Colletotrichum.

Nuevas regiones de ADN, como el espaciador intergénico entre la DNA liasa y el
locus de tipo de apareamiento MAT1-2 (Apn2/MAT-IGS) ha sido reportado en
Colletotrichum para precisar la separacion de especies. No obstante, al considerar un mayor
namero de loci en los estudios para delimitar especies, también deberia reflejarse la diversidad
genética natural de los organismos, lo que ocasiona la separacion de mas grupos y su
propuesta como nuevas especies filogenéticas.

La compatibilidad sexual y vegetativa representan la capacidad de intercambio de

informacion genética entre organismos relacionados, miembros de una misma especie



biolégica. La compatibilidad sexual se caracteriza por la formacion de estructuras
reproductivas formadas por eventos de entrecruzamiento. La formacion de heterocariones se
caracteriza por la fusion de células somaticas y puede determinarse mediante pruebas de
compatibilidad micelial en las que existe un continuo en el crecimiento de diferentes cepas
confrontadas y pruebas de compatibilidad vegetativa mediante el uso de mutantes nit
(auxotrdficas, deficientes en la utilizacion de nitrato). Aunque una especie bioldgica es
definida de forma diferente de una especie filogenética (grupo irreducible de organismos
diagnosticablemente distinto de otros grupos y dentro del cual hay un patrén parental de
ancestros y descendientes), en esta Gltima es posible la ocurrencia de nuevos grupos que
pueden ser producto del intercambio de informacidn genética dentro de una especie bioldgica
definida. Eventos de reproduccion sexual y asexual son comunes en hongos y han sido
ampliamente documentados en Colletotrichum. La ocurrencia de compatibilidad sexual entre
clados filogenéticamente distintos se ha documentado en C. acutatum, representando la
posibilidad de generar nuevas variantes capaces de incrementar el nimero de especies
filogenéticas en clados de Colletotrichum con un complejo de especies.

En Meéxico se han reportado dos especies de Colletotrichum en mango, C.
gloeosporioides mediante estudios morfolégicos, de crecimiento y patogenicidad y C.
asianum mediante andlisis multilocus. Recientemente, aislamientos de Colletotrichum fueron
obtenidos de areas de produccién de mango de México y fueron analizados mediante el locus
Apn2/MAT-IGS, identificandose a las especies filogenéticas C. tropicale, C. fructicola, C.
asianum y C. dianesei (Tovar-Pedraza, 2014; informacion pendiente de publicarse).

Aunque el analisis multilocus puede ser usado para reconocer especies filogenéticas de

hongos y determinar su tipo de reproduccion, es importante determinar mediante pruebas de




compatibilidad sexual y formacion de heterocariones la posibilidad de recombinacion genética
entre individuos la cual pueda dar origen a nuevas variantes patogénicas e inclusive nuevas
especies filogenéticas.

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la capacidad de intercambio de
informacion genética mediante pruebas de compatibilidad sexual, micelial y vegetativa entre
cuatro especies pertenecientes al clado gloeosporioides del género Colletotrichum aisladas de

mango de diversas areas productoras de México.

——
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REVISION DE LITERATURA

1. Caracteristicas generales de Colletotrichum

El género Colletotrichum se caracteriza morfolégicamente por presentar acérvulos con
0 sin setas, conidios relativamente largos sin septos, falciformes o cilindricos, y desarrolla
apresorios (Figura 1); su estado teleomorfo es considerado dentro del género Glomerella
(Hipocreales) segun von Arx y Muller (1954). Este género contiene especies que atacan a una
gran variedad de plantas de climas templados y tropicales, capaces de afectar diferentes partes
de las plantas que incluye raiz, tubérculo, tallo, hoja, flor, fruto y semilla (Bailey et al., 1992).
La lesion o sintoma tipico que causa es la antracnosis que consiste en lesiones necrdticas
delimitadas, en ocasiones hundidas y con un halo amarillo al rededor (Cannon et al., 2012;
Figura 2), aunque puede provocar otras enfermedades como la caida de flores en mango
(Benitez-Camilo et al., 2003), la caida del fruto en citricos (Del Rivero, 1990) y la

podredumbre de fruto en fresa (Merteley y Legard, 2004).

Figura 1. Estructuras de Colletotrichum. A. Acérvulos en lesién de hoja de naranja. B.
Acérvulos con setas en hoja de zacate Jhonson. C-E. Conidios. F. Conidios germinados con
apresorios. (Fotos de Raul Asael Rodriguez Villarreal).




2. Designacion de especies de Colletotrichum

La primera especie de Colletotrichum fue descrita como miembro de los géneros
Sphaeria y Vermicularia desde los afios 1801 y 1790 segin Damm et al. (2009). De acuerdo
a Cannon et al. (2012), Corda en 1831 introduce el genero Colletotrichum para designar a C.
lineola, la cual es la especie tipo del género. A partir de este Gltimo afio, numerosas especies
fueron designadas en el género Colletotrichum y hasta la actualidad el nimero y criterios para

la identificacion de especies ha cambiado.

; Rl W
Figura 2. Sintomas causados por Colletotrichum. A. Antracnosis en fresa. B. Antracnosis
en banana. C. Antracnosis de la vaina de frijol. D. Antracnosis en berenjena. E. Tiz6n de las
flores del mango (Cannon et al., 2012).




2.1 Especies basadas en hospederos

A partir de la designacion del género Colletotrichum por primera vez en 1831 por
Corda, el criterio que era utilizado para reportar nuevas especies era en base al hospedero.
Tan sélo entre 1880 y 1900, cincuenta especies de Colletotrichum fueron descritas aun sin una
caracterizacion morfologica y solo por encontrar un aislamiento infectando un género de
planta previamente no reportado como hospedero. Hasta 1957 se lleg6 a encontrar reportadas
alrededor de 750 especies de Colletotrichum (Cannon et al., 2012). Incluso, especies como C.
dematium y C, lineola, actualmente reconocidas en taxones distintos, fueron inicialmente
consideradas como una sola especie (C. dematium) por sus conidios curveados (Damm et al.,
2009). Hoy en dia, es reconocido que numerosas especies de Colletotrichum son capaces de

atacar a diferentes especies y géneros de plantas hospederas.

2.2 Especies basadas en morfologia

A pesar de la dificultad actual de establecer caracteristicas morfoldgicas distintivas
para ser utilizadas en la identificacion de especies, Cannon et al. (2012) menciona que J. C.
von Arx, basandose en caracteristicas morfoldgicas, redujo a 11 especies las cerca de 750
especies de Colletotrichum reportadas hasta 1957. En ese estudio se considero cerca de 600
especies como sinénimas de C. gloeosporioides (Cannon et al., 2012) y 88 como sinénimas de
C. dematium (Damm et al., 2009).

En 1992, Sutton realizo una revision de especies del genero Colletotrichum y con base
en morfologia de conidios y apresorios, caracteristicas de la colonia, setas y esclerocios, asi

como hospederos, encontrd que varias especies compartian caracteristicas similares, por lo




que las consideré como iguales. Como resultado de este estudio Sutton propuso que el género
Colletotrichum fuera conformado por 39 especies.

Actualmente se considera que la identificacion de las especies en este género es muy
ambigua debido a que las caracteristicas morfoldgicas que las distinguen son pocas, simples y
muy variables (Cannon et al., 2000; Cai et al., 2009; Hyde et al., 2009). Ademas de que el
crecimiento en medio de cultivo no es constante y el estado teleomdrfico raramente se forma

(Freeman et al., 2000; Latunde-Dada, 2001; Du et al., 2005; Thaung, 2008).

2.3 Especies basadas en filogenia

Con el desarrollo de las herramientas de la biologia molecular y su potencial para el
andlisis del ADN, se desarrollaron nimeros estudios dirigidos a establecer la variabilidad
genética de especies de Colletotrichum (Masel et al., 1993; Rodriguez-Guerra et al., 2003;
Rohana et al., 2005; Gupta et al., 2010) y a determinar marcadores moleculares que
permitieran identificar facilmente especies en este género (Sreenivasaprasad et al., 1996;
Mills et al., 1992). Sin embargo, se encontro que existian diferencias en los marcadores
moleculares de distintos aislamientos pertenecientes a las mismas morfoespecies. Debido
esto, se empez6 a considerar estos marcadores moleculares junto con las caracteristicas
morfolégicas para la separacion de especies del género Colletotrichum. Entre las secuencias
de ADN mas utilizadas en la identificaciéon de hongos, se encuentran los espaciadores
transcritos internos 1y 2 (ITS1 e ITS2; Schoch et al., 2012) que se encuentran flanqueando al

gen ribosomal 5.8S.




En las revisiones del género realizadas por Hyde et al. (2009) y Phoulivong (2011) se
han reconocido 67 y 68 especies del género Colletotrichum respectivamente, basandose en
caracteristicas morfoldgicas junto con secuencias de los ITS. Sin embargo, se ha considerado
la posibilidad de que Colletotrichum cuente con especies cripticas (especies muy relacionadas
y con caracteristicas muy similares que dificulta su distincion), en donde las caracteristicas
morfolégicas y las secuencias ITS no permiten separar facilmente las especies que los
conforman (Cannon et al., 2012; Damm et al., 2012; Weir et al., 2012). A partir de este
conocimiento, se han realizado estudios dedicados a encontrar formas por las cuales poder
distinguir estas especies. Una de las estrategias mas utilizadas en los ultimos afios para la
diferenciacion de las especies es el analisis multilocus, que somete diferentes secuencias
concatenadas en un analisis filogenético (calcula de manera estadistica la distancia evolutiva
entre las secuencias), el cual ha permitido separar varias especies filogenéticas (especies
determinadas por analisis filogenéticos) pertenecientes a una especie compleja (Huang et al.,
2013). Algunas de las secuencias utilizadas para el analisis multilocus son los genes de actina
(ACT), B-Tubulina (TUB2), Calmodulina (CAL), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) vy el factor de elongaciéon 1-a (EF1 a), junto con los espaciadores transcritos
internos (ITS), con los cuales se proponen 113 especies en la revision mas reciente del género
Colletotrichum realizada por Cannon et al. (2012). Con la utilizacién de los analisis
multilocus y la integracion de nuevos marcadores moleculares, surgen nuevas investigaciones
en donde los aislamientos estudiados son agrupados dentro de las diferentes especies
conocidas y aquellos aislamientos que no lo hacen son considerados como miembros de una
nueva especie, la cual es propuesta, como en los trabajos de Huang et al. (2013) y Lima et al.

(2013).




Actualmente, continGan los trabajos que usan y proponen nuevas regiones de ADN en
los estudios del género Colletotrichum para la delimitacién e identificacion de especies
filogenéticas, como el locus Apn2/MAT (Silva et al., 2012; Vieira et al., 2014). No obstante,
al considerar un mayor nimero de secuencias nucleotidicas para realizar los estudios
filogenéticos, también podremos ver reflejada la diversidad genética natural que presentan los

organismos en estudio.

2.4 Especies bioldgicas en Colletotrichum

Una especie bioldgica es aquella conformada por poblaciones cuyos individuos llevan
a cabo entrecruzamiento natural por reproduccién sexual y que estdn aislados
reproductivamente de otras poblaciones (Mayden, 1997; Harrington and Rizzo, 1999). En el
género Colletotrichum el uso de especies bioldgicas para delimitar éstas no ha sido utilizado,
al igual que en otras especies de hongos, debido a la variabilidad de las poblaciones de
especies designadas para llevar a cabo eventos de reproduccion sexual. De las 39 especies
consideradas por Sutton (1992), s6lo en ocho se lleva a cabo la reproduccion sexual, teniendo
el estado teleomorfo en el género Glomerella. El estado teleomorfo consiste de peritecios,

ascos y ascosporas (Figura 3).




L O h A

Figura 3. Glomerella, el estado telomorfo de Colletotrichum. A-B. Peritecio (A), ascas y
ascosporas (B) de Glomerella lindemuthiana. C-E. Peritecios (C, D), asca y ascosporas (E)
de Glomerella acutata. F-G. Peritecio (F), asca y ascosporas (G) de Glomerella glycines. A,
B, Rodriguez-Guerra, et al., 2005; C, D, E, Guerber y Correll, 2001; F, G, Manandhar et al.,

1986.




Las especies que forman un estado teleomorfo pueden estar constituidas por
aislamientos homotalicos (autofértiles, autocompatibles sexualmente; capaces de desarrollar
un estado telomorfo sin la participacién de otro aislamiento) y heterotélicos (autoestériles;
autoincompatibles sexualmente; capaces de desarrollar un estado teleomorfo con la
participacion de otro aislamiento) como el caso de C. graminicola (Vaillancurt y Hanau,
1999), o pueden estar constituidas por aislamientos heterotalicos solamente como se ha
considerado en C. lindemuthianum (Kimati y Galli, 1970; Batista y Chaves, 1982). En las
especies de Colletotrichum que desarrollan un estado teleomorfo, los eventos de reproduccion
sexual pueden ser frecuentes entre aislamientos como en C. graminicola (Vaillancurt y Hanau,
1991) o pueden ser extremadamente raros como en C. lindemuthianum (Souza et al., 2010) y
C. lentis (Menat et al., 2016). En C. graminicola y C. lindemuthianum es posible observar la
produccion erratica de peritecios formados en las confrontaciones individuales en condiciones
de laboratorio, e incluso la cantidad de peritecios formados en cada confrontacién puede
variar fuertemente (Vaillancurt y Hanau, 1991; Cisar et al., 1994; Rodriguez-Guerra et al.,
2005).

Las pruebas que se realizan para determinar la capacidad de reproduccion sexual en
especies de Colletotrichum son diversas e incluyen la confrontacion a distancia de
aislamientos en cajas Petri conteniendo s6lo medio de cultivo (Cisar et al., 1994), o la
combinacidn de tejido vegetal con grava (Vaillancurt y Hanau, 1991) o con medio de cultivo
(Guerber y Correll, 2001). También se ha usado la combinacién de conidios de aislamientos
distintos sobre papel filtro colocado sobre medio de cultivo (Kimati y Galli, 1970).

Un aspecto importante en estudios referentes a la compatibilidad sexual entre

poblaciones de Colletotrichum morfolégicamente similares obtenidas de maiz y sorgo, es que
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han permitido delimitar poblaciones de cada hospedero como especies distintas de
Colletotrichum con base al aislamiento reproductivo entre ellas (Vaillancourt y Hanau, 1992).
Sin embargo, mediante pruebas de compatibilidad sexual también se ha demostrado que
poblaciones de C. gloeosporioides que infectan distintos hospederos tienen la capacidad de
formar el teleomorfo (Cisar et al., 1994), no asi entre poblaciones del patégeno del mismo
hospedero. Aunque Cisar et al. (1994) han demostrado la incapacidad de reproduccion sexual
entre distintas especies de Colletotrichum infectando diferentes hospederos, también Guerber
et al. (2003) han encontrado que distintos clados filogenéticos de C. acutatum son capaces de
reproducirse sexualmente. Lo anterior muestra la compleja variacion de interacciones en
pruebas de compatibilidad sexual que dificulta la denominacion de especies bioldgicas y
demuestra distintos niveles de aislamiento genético entre poblaciones de una misma especie

de Colletotrichum.

3. El ciclo parasexual

Asi como la reproduccion sexual, el ciclo parasexual en hongos representa otro
mecanismo de recombinacién genética (Pontecorvo, 1963; Cluterrbuck, 1996). Pontecorvo
(1956) establece que el ciclo parasexual consiste en la formacién de un heterocarién a partir
de la fusién de dos nucleos haploides, la multiplicacion del nacleo diploide heterocigoto junto
con nucleos haploides parentales, una eventual formacion de un micelio diploide
homocaridtico, el cruzamiento mitotico durante la multiplicacion de nucleos diploides y la
haplodizacion de nucleos diploides. Asi, la formacion de un heterocarion, que consiste en
células conteniendo diferentes tipos de nucleos, debe formarse a través de la anastomosis de

células y la mezcla de los citoplasmas de los organismos involucrados (Saupe, 2000), aunque
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mutaciones espontaneas o inducidas en un aislamiento también pueden llevar a la ocurrencia
de diferentes tipos de nucleos en las células (Tinline y MacNeil, 1969).

La formacion de heterocariones entre dos aislamientos estd gobernada por genes de
incompatibilidad heterocaridtica (het) o también llamados de incompatibilidad vegetativa (vic,
por sus siglas en inglés). Cuando estos genes difieren entre aislamientos ocurre
incompatibilidad entre ellos; mientras que cuando son similares los aislamientos son
compatibles y capaces de formar un heterocarion viable (Glass y Kuldau, 1992). Cuando
aislamientos distintos son capaces de formar un heterocarion entre si, se dice que estos
pertenecen a un mismo grupo de compatibilidad.

Tres pruebas principales han sido utilizadas para determinar la capacidad de
formacion de heterocariones entre aislamientos distintos en especies de hongos filamentosos.
Una de ellas consiste en determinar directamente la formaciéon de anastomosis (Figura 4)
entre células hifales como es el caso de especies de Rhizoctonia (Bolkan y Ribeiro, 1985;
Tuncer y Eken, 2013), en las que la viabilidad de células en anastomosis entre aislamientos
distintos permite formar grupos de anastomosis. Una segunda prueba consiste en la ausencia
de una barrera en la linea de contacto de las colonias de aislamientos confrontados en cajas
Petri (Figura 5), como en Sclerotinia sclerotiorum y Sclerotium cepivorum (Moreno y
Acevedo, 2002; Shafer y Kohn, 2006), en donde el crecimiento continuo entre las colonias
confrontadas permite formar grupos de compatibilidad micelial entre aislados distintos de una
especie. La tercera prueba en hongos filamentosos es la complementacion de mutantes
auxotroficas deficientes en la utilizacion de nitrato como en los hongos Fusarium oxysporum
(Correll et al., 1987), Botrytis cinerea (Beever y Parkes, 2003), entre otros, que permite

distinguir grupos de compatibilidad vegetativa entre aislamientos capaces de complementar su
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auxotrofia y crecer de manera como lo hacen los aislamientos parentales o silvestres (Figura

6). Esta ultima prueba es la mas utilizada para establecer la compatibilidad entre aislamientos
(Krnjaja et al., 2013).
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Figura 4. Anastomosis en Colletotrichum. A-D. Anastomosis entre hifas de dos cepas de
Colletotrichum lindemuthianum. B y C son acercamientos de A. D es un evento de

anastomosis distinto. E. Tubos de anastomosis entre conidios de Colletotrichum
lindemuthianum. A-D, Rodriguez-Guerra et al., 2004; E, Barcelos et al., 2014.
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Figura 5. Prueba de compatibilidad micelial en diferentes géneros. A. Compatibilidad
(C) e incompatibilidad (I) entre aislados de Monosporascus cannonballus. B, C.
Compatibilidad (B) e incompatibilidad (C) entre aislados de Colletotrichum gloeosporioides.
D-F. Compatibilidad e incompatibilidad (flechas) entre aislados de Sclerotium rolfsii. G-I.
Compatibilidad (flechas) e incompatibilidad (cabezas de flecha) entre aislados de Fusarium
graminearum (fg) y F. pseudograminearum (fp). A, Bezerra et al., 2013; B, C, Darshana et
al., 2014; D, E, F, Remesal et al., 2012; G, H, I, Akinsanmi et al., 2008.
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Figura 6. Pruebas de compatibilidad vegetativa en diferentes géneros de hongos. A, B.
Compatibilidad entre mutantes de Verticillium dahliae. C. Compatibilidad e incompatibilidad
entre mutantes de Aspergillus flavus. D, E. Compatibilidad (D) e incompatibilidad (E) entre
mutantes de Beauveria bassiana. F. Compatibilidad e incompatibilidad en Fusarium
verticillioides. G. Compatibilidad en Magnaporthe grisea. H, I. Compatibilidad (H, I) e
incompatibilidad (1) en Fusarium fujikuroi. A, B, EISharawy et al., 2015; C, Bayman y Cotty,
1991; D, E, Castrillo et al., 2004; F, Mohammadi et al., 2012; G, Motallebi et al., 2009; H, I,

Zainuddin et al., 2008.




La formacion de grupos de compatibilidad por cualquiera de las pruebas mencionadas
permite establecer aislamientos que comparten secuencias idénticas en los loci het o vic, y
cada grupo de aislamientos es incompatible con otros grupos de aislamientos de la especie
bajo estudio. Ademas, la ocurrencia de grupos de compatibilidad puede mostrar la magnitud
de la variabilidad genética en los hongos; mientras mas grupos de compatibilidad existan en
una especie, es sefial de mayor diversidad genética en la especie, al menos en los loci
involucrados en la compatibilidad (Glass y Kuldau, 1992; Krnjaja et al., 2013). También, la
presencia de grupos de compatibilidad restringe la transferencia de ndcleos y mantiene el

aislamiento genético entre ellos (Leslie, 1993).

3.1 Formacion de heterocariones en Colletotrichum.

En especies del género Colletotrichum se han utilizado estos tres tipos de pruebas. La
identificacion de grupos de anastomosis es quizas la prueba que mas escasamente ha sido
utilizada para determinar la diversidad de estos grupos en poblaciones de especies de
Colletotrichum. En C. lindemuthianum se han identificado grupos de anastomosis entre
aislamientos obtenidos de campos de produccion de frijol (Rodriguez-Guerra et al., 2003),
entre aislamientos de diferentes regiones geogréficas (Rodriguez-Guerra et al., 2004) y entre
aislamientos de origen desconocido (Carvalho et al., 2011). Estos estudios han demostrado la
gran variabilidad de grupos de anastomosis en esta especie. La anastomosis también ha sido
observada entre conidios y se sugiere que este fenomeno puede jugar un papel en el ciclo de
vida de C. lindemuthianum (Roca et al., 2003; Pinto et al., 2012).

Al igual que la identificacion de grupos de anastomosis la prueba de compatibilidad

micelial ha sido escasamente utilizada para determinar la formacion de heterocariones en
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especies de Colletotrichum.  Esta prueba se ha realizado en aislamientos de C.
lindemuthianum por Pinto et al. (2012) entre 74 aislamientos del hongo, y entre nueve
aislamientos de C. gloeosporioides por Darshana et al. (2014). Los resultados de estos
autores mostraron que todos los aislamientos que probaron pertenecen a grupos de
compatibilidad micelial distintos, lo que sugiere una gran variabilidad genética y aislamiento
genético entre ellos en ambas especies.

Finalmente, el uso de mutantes auxotréficas deficientes en la utilizacién de nitrato (nit)
han sido las méas utilizadas para establecer la ocurrencia de compatibilidad vegetativa entre
aislamientos en especies de Colletotrichum. Entre las especies que han sido analizadas por el
uso de estas mutantes se encuentran C. gloeosporioides (Abang et al., 2004; Chacko et al.,
1994), C. coccodes (Ben-Daniel et al., 2010; Shcolnick et al., 2007), C. lindemuthianum
(Carvalho et al., 2011; Barcelos et al., 2011), C. truncatum (Sant’Anna et al., 2010) y C.
kahawae (Vérzea et al., 2002). Estos estudios han demostrado la ocurrencia desde el niamero
reducido de grupos compatibles como se ha reportado en C. kahawae (Varzea et al., 2002)
hasta especies con grupos numerosos en C. gloeosporioides (Abang et al., 2004). A pesar de
las numerosas especies en el género Colletotrichum que han sido analizadas por la capacidad
de formacién de heterocariones entre sus poblaciones, s6lo en C. lindemuthianum se ha
encontrado la capacidad de generar nuevas variantes genéticas a partir de progenie obtenida

de eventos de anastomosis (Rodriguez, 2002).

3.2 Desarrollo y utilizacion de mutantes nit en Colletotrichum
Para desarrollar la prueba de compatibilidad vegetativa mediante el uso de mutantes

nit, es necesario obtenerlas a partir de aislamientos silvestres de interés. Estas mutantes
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pueden ser de cuatro clases (nitl, nit2, Nit3 y NitM) segun lo sefiala Brooker et al. (1991,
Cuadro 1), quienes realizaron el primer reporte de mutantes nit y compatibilidad vegetativa
en especies de Colletotrichum. Estos autores utilizaron dos medios de cultivo conteniendo
clorato de potasio (1.5 %), a partir de los cuales fueron capaces de obtener sectores de rapido
crecimiento delgado y con escaso micelio aéreo considerados mutantes. Para confirmar que
estos sectores son mutantes deficientes en nitrato y estables, se transfieren a un medio de
cultivo en donde la Unica fuente de nitrégeno es nitrato de sodio, en donde las mutantes crecen
con un escaso micelio aéreo y delgado diferente al tipo silvestre (abundante micelio aéreo y
denso). Si estos sectores son transferidos a un medio completo (Cove, 1966) conteniendo
fuentes de nitrgeno adicionales, deben crecer de manera silvestre como el aislamiento que les

dio origen.

Cuadro 1. Crecimiento de mutantes deficientes en la utilizacion de nitrato en diferentes
fuentes de nitrégeno (Brooker et al., 1991).

Fuentes de nitrogeno
Tipo de Mutacion Nombre de Nitrato | Nitrito Tartratq Hipoxantina | Acido urico
la mutante de amonio

Ninguna Silvestre +* + + + +
Locus estructural de nitl )
la nitrato reductasa + + + +
Locus regulatorio .

L nit2 -
mayor de nitrogeno - + - -
Locus regulatorio Nit3 )
especifico de la ruta - + + +
Loci de cofactor de .
molibdeno NitM i + + - +

* + = Crecimiento tipos silvestre; - = crecimiento variable delgado con escaso micelio aéreo.

Una vez identificadas las mutantes nit de un mismo aislamiento, estas son sometidas a
crecer en medios de cultivo conteniendo cada uno una fuente de nitrégeno diferente, sobre los

cuales el fenotipo de crecimiento en conjunto permite definir el tipo de mutacion que llevan

19

——
| —




(Cuadro 2). Una vez que se cuenta con las mutantes nit de cada aislamiento original, es
necesario identificar parejas capaces de complementar sus deficiencias, las que se distinguen
por crecer en forma silvestre en el sitio de contacto al ser confrontadas en medio conteniendo
solo nitrato de sodio como fuente de nitrogeno; estas mutantes complementarias cominmente
consisten en parejas de nitl con NitM y Nit3 con NitM. Aquellas parejas de mutantes que
muestran este fenotipo en la linea de contacto entre ellas se dice que son complementarias y
que el aislamiento original es un heterocarién autocompatible. Cuando no se identifican
parejas de mutantes de un aislamiento original, capaces de crecer en forma silvestre en la linea
de contacto, se considera que el aislamiento es un heterocarion autoincompatible (Brooker et
al., 1991). Lo anterior se basa en que los aislamientos silvestres u originales, al igual que las
mutantes nit obtenidas de ellos, tienen la capacidad o no de tener anastomosis y formar o no
heterocariones consigo mismos, lo Unico que los diferencia es su capacidad de adquisicion de

nitrogeno a partir de nitrato.

Si se confronta una mutante nitl con una mutante NitM, ambas provenientes del
mismo aislamiento, es de esperarse que estos sean compatibles vegetativamente (desarrollen
anastomosis y formacion de heterocarion). Este micelio heterocariético tendré los ndcleos de
ambas mutantes, uno incapaz de codificar para la nitrato reductasa y otro incapaz de
ensamblar el cofactor de molibdeno. Sin embargo, al estar ambos nucleos en el mismo
micelio, las deficiencias de ambos se complementan, es decir, un nucleo sera capaz de
codificar la enzima nitrato reductasa y el otro de ensamblar el cofactor de molibdeno.
Entonces, el micelio heterocaridtico tendra la maquinaria bioquimica necesaria para poder

reducir el nitrato en nitrito, lo que le permitird al hongo asimilar y utilizar el nitrégeno y asi
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este micelio presentara un fenotipo silvestre. La capacidad de formar un heterocarion entre
distintos aislamientos usando las mutantes nit debe permitir agruparlos como miembros de un
grupo de compatibilidad vegetativa. Aislamientos incapaces de formar un heterocarién, son

considerados miembros de diferentes grupos de compatibilidad vegetativa.
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OBJETIVO
El objetivo de la presente investigacion fue determinar la capacidad de intercambio de
informacion genética mediante pruebas de compatibilidad sexual, micelial y vegetativa entre
cuatro especies pertenecientes al clado gloeosporioides del género Colletotrichum aisladas de

mango de diversas areas productoras de México.
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HIPOTESIS
Considerando la descripcién de especies filogenéticas como parte de una especie
compleja, es posible que existan aislamientos capaces de compartir algun grupo de
compatibilidad vegetativa o sexual entre ellas, sugiriendo la posibilidad de formar nuevas

poblaciones genéticamente distintas a las especies filogenéticas involucradas.
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MATERIALES Y METODOS
Material bioldgico

Los aislamientos del genero Colletotrichum incluidos en este estudio provienen de
huertos comerciales de mango de los estados de Chiapas, Nayarit, Veracruz, Colima,
Guerrero, Michoacéan, Oaxaca, Sinaloa en México (Cuadro 1) y fueron proporcionados por el
Dr. Juan Manuel Tovar Pedraza, del Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados. Los
aislamientos fueron identificados previamente como C. asianum, C. dianesei, C. fructicola y
C. tropicale (Tovar-Pedraza, 2014; informacion pendiente de publicarse) en base al marcador
molecular Apn2/MAT (Silva et al., 2012; Vieira et al., 2014). Adicionalmente se utiliz6 un
aislamiento de Colletotrichum sp. (Co-04) obtenido de hojas de anacua (Ehretia anacua),
facilitado por el Dr. Radl Rodriguez Guerra del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) caracterizada mediante ITSs (accesion en
GenBank JQ658856) y que no muestra relacion filogenética con el clado gloeosporioides
(datos no publicados).

Los aislamientos se encuentran conservados en el laboratorio de fitopatologia del
INIFAP, en el Campo Experimental General Terdn y en el Posgrado de Fitosanidad —
Fitopatologia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillos.

Los aislamientos se mantuvieron en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA marca

Difco) durante la investigacion.
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Cuadro 2. Aislamientos de cuatro especies filogenéticas de Colletotrichum obtenidos de
mango de diferentes estados de México utilizados en el presente estudio para realizar pruebas
de compatibilidad sexual, micelial y vegetativa.

Especie Clave en Clave segun Origen Tej i_do de
este estudio fuente origen
Cal M 8-2 Nueva Italia, Michoacén Hoja
Ca2 V 9-1 Tierra blanca, Veracruz Rama
C. asianum Ca3 Ch12-1 Tapacr_lula, Chie_lpas Fru_to
' Cad N 4-1 Tepic, Nayarit Hoja
Cab N 8-3 Tepic Nayarit Hoja
Cab M 15-2 Nuevo Urecho, Michoacén Hoja
Cd1 G12-1 Cuajinicuilapa, Guerrero Hoja
Cd2 Oax 6-3 Zanatepec, Oaxaca Hoja
Cd3 Sin 1-3 Ahome, Sinaloa Hoja
Cd4 Sin 2-1 Ahome, Sinaloa Hoja
Cd5 Sin 4-1 Ahome, Sinaloa Hoja
Cd6 V 8-1 Tierra blanca, Veracruz Hoja
Cd7 Ch 6-1 Tuxtla Chico, Chiapas Fruto
C. dianesei Cds Col 2-3 Armeria, Colima Hoja
Cd9 Col 3-1 Armeria, Colima Hoja
Cd10 G 10-2 Tecpan de Galeana, Guerrero Hoja
Cd11 M 2-2 Paracuaro, Michoacan Hoja
Cd12 V 1-3 Puente Nacional, Veracruz Hoja
Cd13 M 10-1 Nueva ltalia, Michoacan Hoja
Cd14 M 11-2 Nueva Italia, Michoacan Hoja
Cd15 Oax 5-2 Zanatepec, Oaxaca Hoja
C. fructicola Cf Ch 20-3 Metapa de Dominguez, Chiapas Rama
C. tropicale Ct Ch 8-2 Ciudad Hidalgo, Chiapas Rama

Compatibilidad sexual y micelial

Se realizaron confrontaciones por triplicado entre los aislamientos de las cuatro
especies filogenéticas del clado gloeosporioides para determinar su capacidad de reproduccion
sexual. Ademas, la cepa Co-04 se utilizd como especie externa al clado gloeosporioides. Las
confrontaciones se realizaron en cajas Petri conteniendo papa dextrosa agar (PDA). En cada

caja se transfirieron fragmentos de 5 mm? a una distancia de 2.7 cm entre ellos a partir de
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colonias de 10 dias de crecimiento en PDA y se incubaron a 25 °C en oscuridad por 30 dias.
Cada aislamiento también fue confrontado consigo mismo (Cisar et al., 1994).

Bajo un microscopio estereoscopico se explord la linea de contacto del micelio
desarrollado por ambos fragmentos en busca de peritecios. Tres categorias de evaluacion se
establecieron: (1) ausencia de peritecios, (2) presencia de peritecios inmaduros y (3) la
presencia de peritecios maduros con ascos y ascosporas. Ademas de evaluar la compatibilidad
sexual, también se determind la compatibilidad micelial entre aislamientos de manera similar
a lo reportado por Darshana et al. (2014). Se observd la linea de contacto del crecimiento de
las colonias confrontadas por la parte inferior de las cajas Petri y se registré su respuesta
utilizando las siguientes tres categorias: (1) ausencia de una barrera de color oscuro, (2) una
barrera de color oscuro tenue y (3) presencia de una barrera de color oscuro intenso. La
ocurrencia de la categoria 1 en las tres repeticiones entre las colonias confrontadas se
consideré como compatibilidad micelial, mientras la ocurrencia de la categoria 2 y 3 en al
menos una de las tres repeticiones se consideré que los aislados confrontados fueron

incompatibles micelialmente debido a la muerte y oscurecimiento de las hifas en contacto.

Obtencion de mutantes nit

Se desarrollaron mutantes nit de aislamientos compatibles e incompatibles
micelialmente para determinar su capacidad de formar o no un heterocarion mediante la
prueba de compatibilidad vegetativa (Brooker et al., 1991).

Los aislamientos bajo estudio de Colletotrichum spp. se inocularon en cajas Petri
conteniendo medio basal [MB; 30 g de sacarosa, 2 g NaNOs, 1 g de KH,PO,4, 0.5 g de

MgSQO,*7H,0, 0.5 g de KCI, 10 mg de FeSO,*7H,0, 20 gramos de agar y 0.2 mL de solucién
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de elementos traza (5 g de acido citrico, 5 g de ZnSO4*7H,0, 1 g de Fe(NH,)2(SO4),*6H,0,
0.25 g de CuSO4*5H,0, 50 mg de MnSO4*H,0, 50 mg H3BO, y 50 mg NaMoO4*2H,0 en
95 mL) en 1 litro de agua] y se incubaron por 10 dias (Brooker et al., 1991).

Tres fragmentos (5 mm?) de las colonias desarrolladas en MB se transfirieron a 10
cajas Petri con MB maés 1.6 g de L-asparagina (disuelta en 20 mL de agua estéril, esterilizada
por filtracion e incorporada antes de vaciar a cajas Petri) y 25 g de KCIO;3 por litro. Las cajas
Petri se incubaron hasta por 6 semanas y se revisaron cada tercer dia. Hifas de sectores con
rapido crecimiento y escaso micelio aéreo se transfirieron a MB (Brooker et al., 1991). Las
nuevas colonias desarrolladas en MB con escaso o nulo crecimiento aéreo se consideraron
mutantes nit, como se ha referido por otros autores (Barcelos et al., 2011; Carvalho y Mendes-

Costa, 2011; Krnjaja et al., 2013).

Pruebas de compatibilidad vegetativa

Confrontaciones entre mutantes obtenidas de cada aislamiento se realizaron en MB en
cajas Petri de 60 X 60. Aquellas parejas de mutantes que desarrollaron un crecimiento tipo
silvestre (abundante micelio aéreo) en la linea de contacto, se consideraron complementarias
en sus mutaciones y fueron seleccionados dos pares de mutantes por cada aislamiento (cepas
mutantes probadoras) para realizar las confrontaciones antes mencionadas. Posteriormente,
las mutantes probadoras obtenidas de los aislamientos de las distintas especies filogenéticas de
Colletotrichum, fueron confrontadas entre ellas (Brooker et al., 1991).

La ocurrencia de crecimiento tipo silvestre en la linea de contacto en al menos una

confrontacion entre mutantes de diferentes aislados se consideré como evidencia de la

27

——
| —



formacion de un heterocarion entre ellos y por lo tanto miembros de un mismo grupo de

compatibilidad vegetativa (Leslie, 1993).

——
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RESULTADOS

Compatibilidad sexual y micelial

A partir de 300 confrontaciones realizadas para determinar la compatibilidad sexual y
micelial entre 23 aislamientos de Colletotrichum del clado gloeosporioides aislados de mango
(Cuadro 1), incluyendo el aislamiento Co-04, se observaron respuestas de compatibilidad e
incompatibilidad (Cuadro 2). Todos los aislamientos confrontados consigo mismos fueron
autoincompatibles sexualmente incapaces de desarrollar peritecios. El aislamiento Co-04 de
anacua fue incompatible sexualmente con todos los aislados del clado gloeosporioides de
mango. Solo el 0.66 % (Ca2 con Cd3 y Cd3 con Cd4) de las confrontaciones desarrollaron
peritecios con ascos y ascosporas en al menos una de las repeticiones entre C. asianum (Ca2)
con C. dianesei (Cd3) y dos aislados de esta ultima especie (Cd3 con Cd4). Otro 2.0 % de las
confrontaciones de los aislados de mango (Cdl1 con Ct, Cdl con Cf, Cd1l con Cd2, Cdl con
Cd5, Cdl con Cd6 y Cal con Cd6) desarrollaron peritecios sin ascos ni ascosporas e
involucraron aislados de las cuatro especies filogenéticas. Estos resultados muestran la pobre
capacidad de aislados de Colletotrichum del clado gloeosporioides aislados de mango para ser
compatibles sexualmente. EIl 97.34 % de las confrontaciones entre aislamientos fueron

incompatibles.
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Cuadro 3. Compatibilidad sexual entre aislamientos de cuatro especies filogenéticas del
clado gloeosporioides del género Colletotrichum, obtenidas de mango.

C | Cf [Cal| Ca2 | Cdl | Cd2 | Cd3 | Cd4 | Cd5 | Cd6 | Co-04
Ct 1,1,1°
cf 1,11 1,11
Cal 111 [1,1,1]111
Ca2 111 [1,1,1/111 1171
Cd1 222 |2,22]1,1,1 1,11 | 1,11
Cd2 111 (14,1111 1,11 [ 122 f111
Cd3 111 (111111323 1,00 121 111
Cd4 111 [1,4,1]1,41 1,31 [131 121132 [1.12
Cds 111 [111]141 111 f232 100 111 111 111
Cd6 111 [111f222] 101 [120 2200 2121 121 111 112
Co04 | 111 111111 12121[2111 111 111 111 111 111] 111

& Ct= C. tropicale, Cf= C. fructicola, Cd= C. dianesei, Ca= C. asianum.

b 1= Ausencia de peritecios, 2= presencia de peritecios inmaduros, 3= presencia de peritecios
maduros con ascos y ascosporas.

¢ Zonas sombreadas son las confrontaciones entre individuos de la misma especie.

9 Celdas con margen oscuro = confrontaciones con peritecios maduros o inmaduros.

Compatibilidad micelial

La evaluacion de compatibilidad micelial mostr6 mas confrontaciones compatibles
(25.95 %) respecto al nimero de confrontaciones compatibles sexualmente (2 %) entre los
aislamientos. Ademas, entre aislamientos se identificaron confrontaciones en donde
claramente se formo la barrera de incompatibilidad (Figura 7) en comparacién con otras en la
que ésta no ocurrié (Cuadro 4).

Todos los aislamientos fueron auto compatibles micelialmente, con excepcién de tres
aislamientos de C. dianesei de los cuales no se contd con datos por eventos de contaminacion.
El aislamiento Co-04 mostr6 ser incompatible con 21 aislamientos de mango y el aislamiento
de C. tropicale junto con el aislamiento Cd3 de C. dianesei fueron incompatibles

micelialmente con todos los aislamientos confrontados. Mientras que el aislamiento de C.
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fructicola mostr6 compatibilidad micelial con un aislamiento de C. asianum (Cab5) y ocho de
C. dianesei (Cd4, Cd5, Cd6, Cd7, Cd8, Cd9, Cd11, Cd13). Sélo entre los aislamientos de C.
asianum ocurrieron cuatro confrontaciones compatibles y 11 incompatibles y entre
aislamientos de C. dianesei se encontraron 20 y 80 confrontaciones compatibles e
incompatibles, respectivamente. Finalmente, la confrontacion entre C. asianum y C. dianesei
mostr6 20 y 69 confrontaciones compatibles e incompatibles, respectivamente.  Los

aislamientos que fueron compatibles entre ellos fueron incapaces de formar grupos de

compatibilidad micelial bien definidos.

Figura 7. Determinacién de compatibilidad micelial. A-B. Autocompatibilidad micelial en
los aislados Cd7 (A) y Cd10 (B). C. Incompatibilidad micelial entre los aislamientos Cd7
(aislamiento en la parte superior) y Cd10 (aislamiento en la parte inferior) evidenciada por la
presencia de una barrera oscura en la linea de contacto.
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Compatibilidad vegetativa

En la prueba de compatibilidad vegetativa, las confrontaciones realizadas entre
mutantes nit complementarias de cada aislamiento mostraron que todas son autocompatibles
vegetativamente, de igual manera que ocurrié entre mutantes de C. fructicola (Cf) con C.
asianum (Ca4) (Figura 8) y C. dianesei (Cd6, Cd8, Cd9) (Cuadro 5). La confrontacion del
aislamiento Ca3 de C. asianum con el aislamiento Ca4 de la misma especie y con Cd8 de C.
dianesei fue de incompatibilidad, mientras que con Cd6 y Cd9 de esta Ultima especie fue
compatible vegetativamente. Lo anterior muestra la posibilidad de intercambié genético
mediante la formacion de heterocariones entre especies del clado gloeosporioides obtenidos
de mango. Esta prueba mostré una fuerte concordancia con las pruebas de compatibilidad
micelial, con excepcidn de la confrontacion entre el aislamiento de C. fructicola (Cf) con Ca4

de C. asianum que difieren en ambas pruebas (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Compatibilidad micelial entre los aislamientos de diferentes especies filogenéticas.
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& Ct = C. tropicale, Cf = C. fructicola, Ca = C. asianum, Cd = C. dianesei.
® C= Compatible, 1= Incompatible, *= no se tiene dato.

¢ Celdas sombreadas son las confrontaciones entre individuos de la misma especie.




Cuadro 5. Compatibilidad vegetativa entre aislamientos de tres especies de Colletotrichum
del clado gloeosporioides obtenidas de mango.

CP | Ca4 | Ca3 | Ca6 | Cd6 | Cd8 | Cd9 | cd12
Cf 1
Ca4 1 1
Ca3 1 3 1
Cab 1 1 & 1
Cd6 1 1 1 1 1
Cds 1 1 1 1 1 1
Cd9 1 1 1 1 e 1 1
Cd12 2 1 1 1 & 1 1 1

& Cf=C. fructicola, Ca= C. asianum, Cd= C. dianesei.

P 1= Ocurrencia de compatibilidad vegetativa, 2= ocurrencia de compatibilidad vegetativa
débil, 3= ausencia de compatibilidad vegetativa y *= confrontacién no realizada.

¢ Zonas sombreadas son las confrontaciones entre individuos de la misma especie.

Figura 8. Compatibilidad vegetativa entre cepas probadoras. Compatibilidad e
incompatibilidad vegetativa en las confrontaciones entre Cf y Ca3 contra Cd6 y Cd8.
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DISCUSION
Compatibilidad sexual

En este estudio se demuestra que especies filogenéticas, designadas mediante el
andlisis del locus Apn2/MAT-IGS, del clado gloeosporioides del género Colletotrichum,
aisladas de mango, tienen compatibilidad sexual y vegetativa (mediante pruebas de
compatibilidad micelial y uso de mutantes nit). La ocurrencia de compatibilidad sexual entre
aislados de especies de Colletotrichum ha sido ampliamente documentada principalmente en
estudios realizados en laboratorio y se considera que es frecuente la ocurrencia del estado
sexual en especies del clado gloeosporioides (Cannon et al., 2012). En el presente estudio,
todos los aislamientos de las cuatro especies filogenéticas (C. tropicale, C. fructicola, C.
asianum, C. dianesei) fueron autoincompatibles sexualmente y sélo se identificaron entre las
300 confrontaciones dos pares (0.66 %) de aislamientos sexualmente compatibles, uno entre
aislamientos de C. dianesei y uno mas entre C. dianesei y C. asianum. El desarrollo de
peritecios con ascos y ascosporas entre Ca2 con Cd3 y Cd3 con Cd4 indica su capacidad
heterotélica y es aceptado como evidencia de intercambio de informacion genética entre
poblaciones de una misma especie bioldgica (Souza et al., 2010).

La baja frecuencia de cepas compatibles sexualmente aqui observada es similar a la
reportada por Behnia et al. (2016), quienes reportaron que el 0.98 % de las confrontaciones
entre 51 aislamientos de C. gloeosporioides obtenidos de citricos fueron sexualmente
compatibles. También, se ha reportado que aislamientos de C. gloeosporioides obtenidos de
una misma especie hospedera pueden ser incapaces de reproducirse sexualmente entre si,
mientras que esto puede ocurrir frecuentemente entre aislamientos provenientes de diferentes

especies hospederas (Cisar et al., 1994).
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La ocurrencia de compatibilidad sexual entre especies filogenéticas del clado
gloeosporioides obtenidas de mango, es similar a lo reportado entre clados filogenéticamente
distintos de C. acutatum sensu lato (Guerber et al., 2003) y sugiere que es posible la
formacion de poblaciones recombinantes capaces de incrementar la diversidad dentro del
clado gloeosporioides. La formacion de protoperitecios observada en seis confrontaciones
sugiere que los aislamientos involucrados son capaces de iniciar un proceso de reproduccion
sexual sin ser capaces de concluir la formacién de peritecios maduros con ascos y ascosporas
in vitro en este estudio. Estas estructuras también han sido observadas entre aislamientos de
especies como C. lindemuthianum (Rodriguez-Guerra et al., 2005; Pinto et al., 2012) y C.
acutatum (Guerber et al., 2003). Nuestros resultados demuestran una baja frecuencia de
aislamientos compatibles sexualmente, obtenidos de mango de diferentes estados productores

de México, sugiriendo una fuerte barrera sexual entre las especies filogenéticas estudiadas.

Compatibilidad micelial

Las pruebas para determinar la capacidad de intercambio de informacion genética
mediante la fusion de células somaéticas en hongos incluyen la formacién de anastomosis
observada en Rhizoctonia solani y C. lindemuthianum formando grupos de anastomosis (Sneh
et al., 1991; Rodriguez-Guerra et al., 2004), la formacién macroscépica de crecimiento
silvestre entre mutantes auxotréficas complementarias en numerosas especies de hongos
formando grupos de compatibilidad vegetativa (Beever et al., 1995; McCallum et al., 2004;
Ben-Daniel et al., 2010; Carvalho y Mendes-Costa, 2011) y la ausencia macroscopica de una
barrera entre colonias silvestres formando grupos de compatibilidad micelial como en

Sclerotinia sclerotiorum (Irani et al., 2011; Barari et al., 2014) y Sclerotium rolfsii (Remesal
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et al., 2012). Esta ultima prueba ha sido escasamente utilizada en el género Colletotrichum y
al igual que en aislamientos de C. gloeosporiodes obtenidos de jengibre de diferente origen
(Darshana et al., 2014), dentro y entre los aislamientos de C. tropicale, C. fructicola, C.
asianum y C. dianesei usados en esta investigacion no se observaron grupos discretos
compatibles micelialmente. De las 300 confrontaciones realizadas entre aislamientos, 75
(25.95 %) fueron compatibles micelialmente, un porcentaje bajo respecto al 66.67 %
observado por Darshana et al. (2014). Nuestros resultados demuestran que es frecuente la
ocurrencia de compatibilidad micelial entre tres especies del clado gloeosporioides de
Colletotrichum obtenidas de mango de diferente origen y que esta prueba puede ser utilizada
extensivamente en estudios de relaciones genéticas y flujo genético entre especies

filogenéticas de Colletotrichum.

Compatibilidad vegetativa

Aqui mostramos una fuerte concordancia entre las pruebas de compatibilidad micelial
y vegetativa entre aislamientos de especies de C. fructicola, C. asianum y C. dianesei, con
excepcioén de la confrontacién entre C. fructicola y el aislamiento Ca4 de C. asianum para lo
cual no tenemos una explicacién. La compatibilidad vegetativa ha sido ampliamente
documentada en diversas especies de Colletotrichum (Heilmann et al., 2006; Barcelos et al.,
2011; Salman et al., 2014) e involucra la formacion de heterocariones capaces de generar
nuevas poblaciones con caracteristicas comunes (Leslie, 1993). Estudios dirigidos a demostrar
que pruebas de compatibilidad micelial permiten distinguir los mismos grupos de
compatibilidad vegetativa son escasos, como el realizado por McCallum et al. (2004) con

aislamientos de Fusarium graminearum. A pesar que las pruebas de compatibilidad micelial
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son menos laboriosas y consumidoras de tiempo, nuevas estrategias estan siendo desarrolladas
y evaluadas para la identificacién de grupos de compatibilidad vegetativa en C. coccodes

(Salman et al., 2014 y 2015).
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CONCLUSIONES

Se demostré que aislamientos de Colletotrichum pertenecientes a las especies
filogenéticas C. fructicola, C. asianum y C. dianesei del clado gloeosporioides, obtenidas de
mango, tienen la capacidad de formar entre ellas recombinantes sexuales y heterocariones,
como se demostrd6 mediante pruebas de compatibilidad sexual y/o vegetativa (mediante
pruebas de compatibilidad micelial y uso de mutantes nit). Lo anterior demuestra que estas
especies filogenéticas no se encuentran aisladas reproductivamente. En la medida que se
identifiquen nuevos aislamientos de especies de este clado compatibles sexualmente, podran
ser utilizados en determinar su capacidad de desarrollar poblaciones recombinantes y
establecer su aporte en la formacion de nuevas especies filogenéticas. De igual manera, la
identificacion de cepas probadoras vegetativamente compatibles permitira establecer grupos

de compatibilidad dentro del clado.
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RECOMENDACIONES
En esta investigacion se evalud la capacidad de compatibilidad sexual y vegetativa
entre aislamientos de cuatro especies filogenéticas del clado gloeosporioides obtenidas de
mango, por lo que es conveniente realizar pruebas de este tipo entre especies filogenéticas de
este clado identificadas de otros hospederos. Este tipo de estudio puede extenderse a analizar
especies filogenéticas dentro del clado gloeosporioides y en otros clados, con el fin de contar
con cepas probadoras sexual y vegetativamente compatibles que permitan establecer su

capacidad en el desarrollo de nuevas especies filogenéticas en el género Colletotrichum.
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