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USO DE METODOS MULTIVARIANTES PARA LA AGRUPACION
DE AISLAMIENTOS DE Colletotrichum spp. CON BASE
EN CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y CULTURALES

Guillermo Correa Londono'; Lelia Leonor Lavalett OAate?;
Maria Purificacién Galindo Villardén® y Lucia Afanador Kafuri?

RESUMEN

Se evaluaron 15 variables morfolégicas y culturales, con mezcla de variables cuantitativas y
cualitativas, a 58 aislamientos de Colletotrichum spp. con cuatro repeticiones. Se generé una
agrupacion guiada por el Andélisis de Coordenadas Principales (ACOP), basado en el coeficiente de
similitud de Gower. Las dos primeras dimensiones del ACOP permitieron la perfecta
discriminacion de tres grandes grupos: la primera dimension separaba a Colletotrichum
gloeosporioides y su teleomorfo Glomerella cingulata de C. dematium, la sequnda dimension
permitia separar a C. gloeosporioides de su teleomorfo G. cingulata. Mediante el andlisis
simultaneo de los tres primeros ejes factoriales, se detectaron 21 grupos menores. Para la
caracterizacion de los grupos se uso la representacion Biplot de la tabla de contingencia de los
grupos y las variables. Se trabajo con las frecuencias relativas al tamano de los grupos para evitar
la alta influencia que de otra forma tendrian los grupos mds numerosos sobre las configuraciones
Biplot.

Palabras clave: Colletotrichum, andlisis de coordenadas principales, coeficiente de similitud de
Gower, Biplot.

ABSTRACT

USE OF MULTIVARIATE METHODS FOR GROUPING STRAINS OF Colletotrichum spp. BASED ON
CULTURAL AND MORPHOLOGICAL CHARACTERS

Fifteen cultural and morphological characteristics, with a mix of quantitative and qualitative
variables, were evaluated on 58 strains of Colletotrichum spp. repeated four times. Using Principal
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Coordinates Analysis (PCOA), based on Gower’s similarity coefficient, a grouping was obtained.
The two first dimensions of PCOA allowed the perfect discrimination of three big groups: the first
dimension separated Colletotrichum gloeosporioides and its teleomorph Glomerella cingulata
from C. dematium, the second dimension discriminated between C. gloeosporioides and its
teleomorph G. cingulata. By analyzing simultaneously the first three factorial axis, 21 minor
groups were detected. In order to characterize the groups, a Biplot representation of the groups
and variables contingency table was used. Relative frequencies to the size of the groups were
used to avoid the high influence that otherwise the more numerous groups would have exerted

on the Biplot configurations.

Key words: Colletotrichum, Principal coordinates analysis, Gower’s similarity coefficient, Biplot.

Los hongos del género Colletotrichum
constituyen un interesante campo de
estudio, ya sea por algunas relaciones
de patogenicidad que pueden es-
tablecer con humanos (Liesegang and
Forster 1980, Guarro et al. 1998,
Castro et al 2001, Mendiratta et al.
2005, Kaliamurthy and Thomas 2005) o
por su potencial uso como mico-
herbicida (Dillard 1992, Templeton
1992). No obstante, su ambito de
desarrollo mas frecuente y en el que se
encuentra mayor riqueza de relaciones,
es el que tiene que ver con su papel
como patdgeno de plantas (Bailey and
Jeger 1992).

Este género de hongos es el causante
de un grupo de enfermedades conocidas
como antracnosis, las cuales pueden
manifestarse tanto en precosecha como
en poscosecha, en virtud de la capa-
cidad de infeccion latente que posee el
hongo (Bailey and Jeger 1992, Coates
et al. 1993, Abang 2003). La antracnosis
afecta cereales, leguminosas, pastos y
cultivos perennes, incluyendo arboles
frutales. Entre los frutales mas afectados
por la antracnosis, se destacan el mango
(Mangifera indica L.), el aguacate
(Persea americana Mill.), el tomate de
arbol (Cyphomandra betacea Cav.), la
papaya (Carica papaya L.), la mora
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(Rubus glaucus Benth), el lulo (Solanum
guitoense Lam.), la guandbana (Annona
muricata L.), |la fresa (Fragaria x ananassa
Duch.), la sandia (Gitrullus /lanatus
Thunb.), el meldn (Cucumis melo L.), el
platano (Musa spp.), la guayaba (Psidium
guajava L.), el maracuya (Passiflora edulis
Sims) y los citricos (Gitrus spp). Entre los
no frutales, se destacan el frijol
(Phaseolus vulgaris L.), la soya (Glycine
max (L) Merr.), el sorgo (Sorghum
bicolor (L.) Moench), la alfalfa (Medicago
sativa L.), el hame (Dioscorea spp.), la
yuca (Manihot esculenta Crantz), el
pimentén (Capsicum annum L.) y el café
(Coffea arabica L) (Waller 1992, Lenné
1992, Nicholson 1992, Dodd, Estrada y
Jeger 1992, Owolade et al. 2005, Abang
2003, Garcia et al. 2000, Davis et al.
1994).

Tradicionalmente, la discriminacion
entre especies de Colletotrichum se ha
basado en caracteristicas morfoldgicas
y culturales, como tamano y forma de
la conidia, crecimiento micelial, capa-
cidad de esporulacién y tipo de
apresorio, asi como en el rango de
hospederos y la patogenicidad de los
aislados (Lenné, 1978, Martinez de
Carrillo y Zambrano 1994, Denoyes and
Baudry 1995, Adaskaveg and Hartin,
1997, Guarro et al. 1998, Nechet y
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Abreu 2002, Talhinhas et al/ 2002,
Couto y Menezes 2004, Mendiratta et
al. 2005). Para su anélisis se han usado
con no poca frecuencia algunos mé-
todos univariantes, entre los que se
destaca el analisis de varianza, acompa-
nado de pruebas de medias (Martinez
de Carrillo y Zambrano 1994, Denoyes y
Baudry 1995, Forster y Adaskaveg 1999,
Talhinhas et al. 2002). No obstante,
dada la cantidad de caracteristicas que
entran en juego, las posibles interac-
ciones entre estas y sus diversas escalas,
los métodos multivariantes son los mas
indicados para orientar la busqueda.

En este contexto, uno de los métodos
que mas se ha utilizado al analizar
informacién multivariante es el Andlisis
de Conglomerados (Swart 1999, Garcia
et al. 2000, Chakraborty et a/ 2002,
Almeida 2005). Almeida 2005, carac-
teriz6 ademas, la agresividad de varios
aislamientos de Colletotrichum spp.
construyendo indices de similitud de
Jaccard basados en variables moleculares
y redujo la dimensionalidad mediante
escalamiento multidimensional. Garcia
et al. 2000, evaluaron 101 variables
fisiolégicas y bioquimicas para la dife-
renciacion de 73 aislamientos, para
cuyo analisis se obtuvo el coeficiente
de similitud de Gower y se realizé un
Andlisis de Coordenadas Principales.

En este articulo se ilustra el uso de al-
gunas técnicas multivariantes para la
agrupacion y caracterizacion de un con-
junto de aislamientos de Colletotrichum
spp., tomando como base sus carac-
teristicas morfoldgicas y culturales. La
agrupaciéon estd guiada por el Analisis
de Coordenadas Principales (ACOP)
basado en el coeficiente de similitud de
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Gower. Para la caracterizacion, se
analizaron varias configuraciones Biplot
de los grupos y las variables.

MATERIALES Y METODOS

Informacion de base. Los datos hacen
parte de una investigacion realizada en el
laboratorio de Sanidad Vegetal de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede
Medellin, sobre la caracterizacién cultural
de 58 aislamientos de Colletotrichum
spp. de Name (Dioscorea spp.) (Lavalett
2005). Los aislamientos se cultivaron en
medio PDA (Papa-Dextrosa-Agar), con un
fotoperiodo de 12 horas y una tem-
peratura aproximada de 28°C. Cada
aislamiento se evalud simultanea e inde-
pendientemente en cuatro cajas de Petri,
para un total de 232 unidades mues-
trales. A cada unidad muestral se le
registraron las  siguientes variables
morfolégicas o culturales: color de la
colonia, borde de la colonia, habito de
crecimiento, aspecto del  micelio,
presencia de sectores, didmetro de la
colonia, color de la esporulacion, dia de
aparicion de la esporulacion, presencia
de setas, forma de las conidias, largo de
las conidias, ancho de las conidias,
presencia de estado sexual, largo de las
ascosporas y ancho de las ascosporas.

Cdlculo de similitudes. Se obtuvieron las
similitudes entre todos los pares de
unidades muestrales, usando el coe-
ficiente de similitud de Gower (Gower
1971):

%}
5

Gy T (1)
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Donde, Sg;) es el coeficiente de
similitud de Gower entre el individuo /
y el individuo /7 s;; es una medida
parcial de similitud entre los individuos
/e /”al ser comparados con base en la
variable j-ésima, y w;; es un ponderador
de la comparacién entre los individuos i-
ésimo e i"-ésimo en la j-ésima variable.

Si la variable es de presencia/ausencia,
Siv 1 para coincidencias y s;; 0
para divergencias; w,. = 0 para dobles
ausencias y w;; = 1 en los demas casos.
Si la variable es nominal, s;; = 1 para
coincidencias 'y s;; = 0 para
divergencias; w;; = 1 en todos los
casos. Si la variable es cuantitativa:

-1 [ty x|
iy AT T
R.f

S (2)

Donde, x; y x;; son los valores de la j-
ésima variable observados en los
individuos i-ésimo e i'-ésimo, respec-
tivamente. R; es el recorrido de la j-ésima
variable, bien pudiendo tomarse el
recorrido poblacional (normalmente una
estimacion de este) o el recorrido mues-
tral; w;; = 1 en todos los casos. Sin
importar el tipo de variable, w;; valdra
cero cuando falta al menos uno de los
dos valores involucrados en Ia

comparacion.

Algunas de las propiedades del coe-
ficiente de similitud de Gower resultaron
especialmente  ventajosas para el
presente analisis: g) Las caracteristicas
culturales evaluadas involucraban varia-
bles de diferente naturaleza (cuanti-
tativa, nominal, presencia/ausencia); el
coeficiente de similitud de Gower es apto
para calcular similitudes cuando se tienen
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tales mezclas de variables. 6) Usando
el coeficiente de similitud de Gower,
es posible trabajar con bases de datos
en las que faltan observaciones de
algunas variables, sin prescindir de
todo el vector que representa a la
unidad muestral ni usar ningdn meé-
todo de imputacién. Esta propiedad
resulté muy atil en este estudio, pues
dependiendo de la presencia o ausen-
cia del estado sexual, sobre cada
aislamiento se evaluaban las carac-
teristicas de las ascosporas o de las
conidias respectivamente. ¢) Mediante
el uso de este coeficiente es posible
ponderar las variables de manera
diferencial, dependiendo del papel
gue se quiera que cada una juegue en
la ordenacién. En este estudio, se
asignaron las ponderaciones que se
muestran en la Tabla 1, dando mayor
peso a las variables que en otros
estudios han mostrado alta capacidad
discriminante (Lenné 1978, Denoyes
and Baudry 1995, Swart 1999).

Obtencion de grupos. En esta etapa se
separaron grupos de aislamientos con
caracteristicas similares, median-te un
Andlisis de Coordenadas Principales
(ACOP) (Gower 1966). Esta técnica tam-
bién es conocida como escalamiento
multidimensional métrico o escalamien-
to multidimensional clasico, y tiene por
objetivo la representacién resumida de
las similitudes entre los individuos en un
espacio de baja dimensionalidad en el
que las distancias euclideas entre los
puntos estiman las disimilitudes origi-
nales. Para este estudio se implementé
una rutina en Matlab 7.0®, que ademas
de calcular el coeficiente de similitud de
Gower ejecutaba los siguientes proce-
dimientos:
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Tabla 1. Ponderaciones de las variables para el calculo del coeficiente de similitud

de Gower.
E
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a) Obtencion de la matriz de distancias donde, U es la matriz de vectores

al cuadrado entre individuos, a
partir del coeficiente de similitud de
Gower:

DIS = {55' % 51'?': 2(1- SG(ii'))
b) Calculo de la matriz A:

! DIS
2

A

c) Obtenciéon de la matriz centrada de
productos escalares, B

-t

donde /es la matriz identidad y / es
la matriz de unos.

B:(I—IJ
n

d) Descomposicién en valores propios
de la matriz B

B=UD,U"
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propios de By D, es la matriz
diagonal con los valores propios de
B.

e) Obtencion de la matriz C
C=UD"

cuyas columnas contienen las coor-
denadas de los individuos. Para el analisis
se escogen las columnas correspon-
dientes a los factores de mayor absorcién
de variabilidad, es decir, las asociadas
con los mayores valores propios.

Caracterizacion de grupos. Consistié en
determinar las caracteristicas mas rele-
vantes y con mayor poder discriminante
de cada uno de los grupos generados en
la etapa anterior. Puesto que entre las
caracteristicas evaluadas se contaban
variables tanto cuantitativas como cuali-
tativas, se realizd una categorizacion de
las variables cuantitativas, generandose
los 50 caracteres o categorias que se
muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Categorizacion de variables para su uso en el Biplot.

Variable Categorias

Variable Categorias

(1) Blanco grisaceo
(2) Blanco
Color de la colonia (3) Café olivaceo
(4) Crema
(5) Gris oscuro
(6)

Verde oliva

(7) Entero
Borde de la colonia (8) Semiondulado
(9) Superficial
Habito de crecimiento (10) Superficial/Sumergido
(11) Algodonoso
- (12) Ralo
Aspecto del micelio (13) Semialgodonoso
14) No
Presencia de sectores (15) Si

16) Dc < 54,5 mm

17) 54,5 mm < Dc < 63 mm
Diametro de la colonia 18) 63 mm < Dc < 71,5 mm
19) 71,5 mm < Dc < 80 mm
2

0) Dc = 80 mm

(21

-, (22)

Color de la esporulacion (23) Rosa
(24)

Dia de aparicion de la
esporulacion

Presencia de setas

Forma de las conidias

(3
(3
Largo de las conidias (3
(3

Ancho de las conidias

Largo de las ascosporas

Ancho de las ascosporas

(25) Da < 3 dias
(26) 4 dias < Da < 5 dia
(27) 6 dias < Da < 7 dias
(28) Da = 8 dias

(31) Cilindro ovoide
(32) Falcada

Lc <15 pum

15um < Lc < 18,5 um
18,5um < Lc < 21,2 um
Lc = 21,2 um

(37) Ac < 3,5um
(38) 3,5 um < Ac < 4,5um
(39)4,5um < Ac < 5,5um
(40) Ac = 5,5 um

Presencia de estado sexual (42) Si

3) La < 16,7 ym
4) 16,7 ym < La < 18,4 um
5) 18,4 um < La < 20,1 ym
6) La = 20,1 ym

7) Aa < 4,75 um
8) 4,75 um < Aa < 5,5 um
9) 5,5 um < Aa < 6,25 um
0) Aa = 6,25 um

Para las agrupaciones de primer nivel y
para las de segundo nivel, se cons-
truyeron sendas tablas de frecuencias en
las que se registr6 el numero de oca-
siones que aparecia cada categoria en
cada grupo. Para evaluar las carac-
teristicas mas relevantes de los grupos
generados, se requieren técnicas que
permitan situar los grupos y las variables
de forma simultdnea en un espacio de
baja dimensionalidad. Esto puede alcan-
zarse mediante el uso y andlisis de las
configuraciones Biplot.

Andlisis Bjplot. Es un procedimiento para
la representacion grafica simultdnea de
las filas y las columnas de una matriz,
que permite resumir la informacién de
una matriz de rango r en un espacio de
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dimensién g, menor que r. El Biplot que
absorbe la mayor informacién posible, en
términos de variabilidad, de una matriz
X, de rango r, es el correspondiente a
la matriz X, de rango g, que
constituye la aproximacién a bajo
rango de X, la cual se obtiene a partir
de la descomposicibn en valores
singulares de X (Eckart y Young 1936)
como:

D T

(A " (9)

Xi1=U

donde, U, es la matriz cuyas columnas
contienen los g primeros vectores
propios de XX, D,; es la matriz
diagonal con los g primeros valores
singulares de X, y V,, es la matriz que
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contiene los g primeros vectores
propios de XX Esta expresidn corres-
ponde asimismo a la descomposicion
en valores singulares de X,

Para la construccién de los Biplot se
eligen marcadores vectoriales a; para
las filas de X, y b; para sus columnas,
de tal forma que el producto interno
a/. b, reproduzca el dato x,, de la
matriz X, Los grupos de marcadores
vectoriales se organizan en sendas
matrices Ay B. Las filas de la matriz A4
contienen los marcadores vectoriales
de las correspondientes filas de la
matriz X,; las columnas de la matriz 8
contienen los marcadores vectoriales
de las correspondientes columnas de
la matriz X; luego, AB = X,

Las alternativas clasicas para la de-
finicion de A y B se basan en la
descomposicion en valores singulares
de X, asi:

a)A=U, Yy B=D., Vi

Al Biplot asi constituido se le denomina
GH-Biplot (Gabriel 1971) o CMP-Biplot
(Column Metric Preserving Biplot)
(Gabriel and Odoroff 1990), por brin-
dar maxima calidad de representacion
a las columnas.

b) A=U, D,y B=V,

(q) (q)

A este se le conoce como JK-Biplot
(Gabriel 1971) o RMP-Biplot (Row Metric
Preserving Biplot), por dar maxima
calidad de representacion a las filas.

o  A=U,, D, Y

Rev.Fac.Nal.Agr.Medellin.Vol.60,No.1.p.3671-3690. 2007

B=D(1;?/1 V(z),cona e [0, 1]

Corresponde a la forma general de los
Biplot clasicos; mediante su uso es
posible generar el CMP-Biplot (a=0), el
RMP (a=1) o configuraciones de
caracteristicas intermedias. Al Biplot
generado cuando 0=0.5, se le de-
nomina SQRT-Biplot o Biplot S-mé-
trico.

En adicién a las anteriores alternativas
clasicas para la eleccion de Ay B
Galindo (1985, 1986) propone tomar

A4=U D, Y B=D,, V(f“- El Biplot

asi construido fue llamado HJ-Biplot
por su autora, respetando la légica de
los nombres propuestos por Gabriel
1971. Su principal caracteristica con-
siste en que tanto las filas como las
columnas alcanzan la maxima calidad
de representacion, teniéndose asi en un
solo Biplot las ventajas del CMP-Biplot
y del RMP-Biplot, motivo por el cual ha
sido llamado RCMP-Biplot (Cardenas et
al. 2003). En este caso, es obvio que el
producto interno de los marcadores
vectoriales no reproducira el dato de la
matriz de partida, ni aun reteniendo las
g dimensiones. No obstante, ello no
constituye un problema, puesto que el
objetivo generalmente no es reproducir
los datos originales, sino obtener una
aproximacion simultanea de las filas y
las columnas de X en la que ambas se
encuentren bien representadas. Con
base en esta consideracion, los analisis
del presente estudio se han basado en
el RCMP-Biplot. Para su construccién se
usé el programa BiplotsPMD, elabo-
rado por Vairinhos 2005, centrando
por filas y por columnas.
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La informacion que puede obtenerse a
partir de las interpretaciones geométricas
de los Biplot es una de las caracteristicas
mas llamativas de estas técnicas. Se des-
tacan las siguientes propiedades de los
marcadores vectoriales en el CRMP-
Biplot, cuando los datos estan centrados:
a) La longitud al cuadrado de los vectores
que representan a las columnas apro-
ximan la varianza de las correspondientes
columnas. b) El coseno del angulo
formado por dos marcadores columna
aproxima la correlacion entre las corres-
pondientes columnas de la matriz X. ¢/
La distancia euclidea entre individuos
aproxima la similitud entre estos.

Las relaciones entre filas y columnas se
establecen mediante el producto interno
de sus correspondientes marcadores, lo
que permite su rapida evaluacion en el
Biplot mediante la proyeccién ortogonal
de los marcadores fila sobre los mar-
cadores columna. Para el caso que nos
ocupa, se recurre a las técnicas Biplot, to-

Correa, G.; Lavalett, L.; Galindo, M.P.; Afanador, L.

mando como punto de partida una
matriz de frecuencias con las cate-
gorias de las variables organizadas en
filas y los grupos obtenidos mediante el
ACOP, en columnas, pues aunque las
agrupaciones generadas por el ACOP
parecen satisfactorias, tal analisis no
permite saber como influyé cada una de
las variables en la agrupacion obtenida ni
caracterizar los grupos encontrados.

RESULTADOS Y DISCUSION
Obtencion de grupos. Al realizar el
Andlisis de Coordenadas Principales

(ACOP) de la matriz de similitudes de
Gower y retener los tres primeros ejes
factoriales, se absorbe un 72,73 % de la
variabilidad total. En el primer plano
factorial (Figura 1) se aprecia claramente
la formacién de tres grupos. El primer eje
factorial separa a los grupos Ay B del C;
mientras que el segundo eje separa los
grupos Ay B.

Eje 2

Eje 1

Figura 1. Conformacién de grupos de primer nivel en el primer plano factorial del

ACOP.
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La Figura 1 sugiere la presencia de sub-
grupos dentro de cada uno de los
grupos mayores. Para su visualizacion
se construyé un grafico tridimensional
basado en los tres primeros ejes fac-
toriales y se sometié a rotaciones
mediante el wuso del programa
Statgraphics plus for Windows 4.0 ®.
Aunque esta herramienta facilita en
gran medida la observacion de
relaciones entre los grupos, no es facil
elegir para impresién una sola visual
que muestre 6ptimamente los grupos
detectados; por tanto, una vez deter-
minados los grupos con ayuda del

grafico tridimensional dindmico, se
observaron los planos factoriales 1-2,
1-3 y 2-3 para evaluar en estos la
estabilidad de los grupos detectados.
Se eligié el plano 2-3 por ser el que
mejor los reflejaba (Figura 2).

Al evaluar simultdneamente los tres
primeros ejes factoriales, las cuatro
repeticiones de cada aislamiento pro-
veen una estimacion de su variabilidad,
facilitando las labores de agrupacion y
separacién. Obviamente, todas las re-
peticiones de un aislamiento se man-
tuvieron juntas.

Eje 2

Figura 2. Grupos de segundo nivel configurados en el plano 2-3 del ACOP.

Para facilitar la posterior referencia, a
cada aislamiento se le asigna una eti-
queta numérica entre 01 y 58, a los tres
grupos separados en el plano factorial 1-
2 se les llamara grupos de primer nivel, y
a los 21 grupos que se separan en el
plano factorial 2-3 se les llamara grupos
de segundo nivel. La Tabla 3 contiene los
aislamientos que conforman cada uno de
los grupos.
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Caracterizacion de los grupos. En esta
parte se busca analizar conjuntamente
los grupos detectados anteriormente y
los 50 caracteres en que se han
categorizado las variables (Tabla 2),
con el fin de describir las caracte-
risticas con mayor poder discriminante
en cada grupo. Esta informacion, tal y
como se describié anteriormente, fue
organizada en una tabla de contin-
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gencia con las categorias en las filas y
los grupos en las columnas. La técnica
multivariante mas comiUnmente usada
para el analisis de tablas de contin-
gencia es el Andlisis de Correspon-
dencias, el cual ha sido ampliamente
descrito por Greenacre 1984 'y
Greenacre y Blasius 1994. Aunque las

Correa, G.; Lavalett, L.; Galindo, M.P.; Afanador, L.

técnicas Biplot han sido utilizadas prin-
cipalmente para representar matrices
con individuos o lugares en las filas y
con variables cuantitativas en las
columnas, se considera que esta es una
técnica mas adecuada para este estu-
dio y otros similares por las razones
que se exponen seguidamente.

Tabla 3. Grupos de aislamientos de primero y segundo nivel obtenidos mediante

ACOP.
- - Grupos - Aislamientos
Primer nivel Segundo nivel
A 1 46, 55
A 2 30, 37, 53, 57
A 3 01
A 4 28
A 5 05
A 6 25
A 7 23, 24,51, 54, 56
A 8 29
A 9 44
A 10 52
A 11 06, 14
A 12 27
A 13 17, 21, 22, 31, 32, 34, 35, 36, 45, 48
B 14 41
B 15 39
B 16 33
B 17 18, 19, 20, 40, 42, 43, 47
B 18 26, 49, 50
C 19 02, 03,07, 08, 09, 10, 11, 12, 13, 38, 58
C 20 04
C 21 15, 16

El analisis de correspondencias permite
analizar las similitudes entre los perfiles
de una misma nube de puntos, pu-
diendo establecerse cuéales grupos son
mas similares o disimilares entre si, asi
como las similitudes entre categorias. No
obstante, la interpretacion de las re-
laciones entre perfiles de dos nubes
diferentes (categorias y grupos) no es
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directa, siendo necesario considerar la
naturaleza baricéntrica de tal relacién;
es decir que tales asociaciones deben
evaluarse mediante las proyecciones
sobre los ejes factoriales. Las relaciones
entre filas y columnas son directas en el
Biplot: como ya se indico, estas se
evallan mediante la proyeccién orto-
gonal de los marcadores fila (categorias)

Rev.Fac.Nal.Agr.Medellin.Vol.60,No.1.p.3671-3690. 2007



Uso de métodos multivariantes.....

sobre los marcadores columna (grupos),
con lo cual se obtiene una estimacion
de la frecuencia de tal categoria en el
correspondiente grupo.

Por otra parte, el analisis de corres-
pondencias es una representacién en la
que se resaltan aquellos perfiles que se
desvian del perfil promedio, siendo estos
los que determinan la configuracion de
los ejes y los que gozan de mayor calidad
de representacion. Vale la pena anotar
que los perfiles promedio o cercanos a
este, que aparecen pobremente repre-
sentados en el andlisis de corres-
pondencias, no son necesariamente per-
files de categorias con bajo poder
discriminante; especialmente si se tienen
grupos con tamanos muy diferentes. En
el Biplot, la configuracion estara deter-
minada por las categorias que tengan
alta preponderancia en unos grupos y
baja en otros, es decir, por las que
tengan mayor poder discriminante; su
deteccion es justamente el objetivo
trazado. Las categorias presentes en
proporciones similares en cada uno de
los grupos no tendran ninguna capa-
cidad discriminante y estaran situadas
en el centro de la representacion
Biplot, con un efecto minimo sobre su
configuracion.

Siendo claras las ventajas que para este
estudio tiene la representacién Biplot
sobre la representacién del analisis de
correspondencias, se opta por la
primera. Debe tenerse en cuenta, sin
embargo, que el uso de esta técnica
sobre tablas de contingencia tiene sus
particularidades. Si se trabajara con las
tablas de contingencia originales, es
decir, con las frecuencias absolutas, los
grupos de mayor tamaho determina-
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rian la configuraciones Biplot, dado
gue los caracteres evaluados, fueran
estos frecuentes o raros, se pre-
sentarian con una frecuencia absoluta
mucho mayor en los grupos grandes,
incluso si su proporcién de aparicion en
cada grupo fuera aproximadamente la
misma. Esto iria claramente en contra
del objetivo de detectar las categorias
con alto poder discriminante. No
obstante, esta situacion es facilmente
corregible si se evalta la tabla de
contingencias de las frecuencias rela-
tivas con respecto al tamano de los
grupos, es decir si se divide cada valor
entre el tamano del correspondiente
grupo. Esto fue justamente lo que se
hizo en este estudio tanto para la
caracterizacion de los grupos de primer
nivel como para la caracterizacién de
los grupos de segundo nivel.

Caracterizacion de los grupos de
primer nivel. En este caso, dos factores
son suficientes para absorber toda la
variaciéon, puesto que el Biplot se
realiza sobre una matriz de rango 3,
centrada por filas, lo cual reduce en 1
la dimensionalidad del espacio de las
columnas (Figura 3).

Con la representacién Biplot como guia y
confrontando con la tabla de fre-
cuencias original, es posible determinar
cuales variables son las que mas influyen
en la conformacion de cada grupo. Se
destacan, a manera de resumen, los
siguientes rasgos tipicos de cada grupo:

Grupo A: Conidias cilindro ovoides no
muy largas; en la mayoria de los casos
tienen menos de 15 um, pudiendo
llegar hasta 18,5 um. La esporulacién
es temprana, apareciendo a lo sumo el
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tercer dia y es casi siempre de color
salmoén. La colonia usualmente es blanca
o verde oliva.

Grupo B: Colonia de color café olivaceo.
Casi siempre manifiesta estado sexual.

Grupo C: Colonia de color gris
oscuro, con borde semiondulado y

Correa, G.; Lavalett, L.; Galindo, M.P.; Afanador, L.

habito de
sumergido.

crecimiento superficial/

Esporulacién de color crema, que
usualmente aparece después del
tercer dia, con conidias de forma
falcada, de longitud generalmente
mayor de 18,5 um y ancho menor de
4,5 um. Micelio de aspecto ralo.

a2

13 B 14

29

23

5

12ajl

136 mE2a¥®s an
26

Sﬁlss

38
33

24
25

Eh

30

Figura 3. Biplot para los grupos del primer nivel y caracteres asociados (plano 1-2).

De la descripciéon anterior se infiere que
el grupo A corresponde a Colletotrichum
gloeosporioides, €l grupo B, a Glomerella
cngulata (teleomorfo de C gloeos-
porioides) y el grupo C, a C dematium.
La identificacién de los aislamientos fue
confirmada molecularmente mediante
PCR, utilizando cebadores especie es-
pecificos (Lavalett 2005).
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Vale la pena resaltar que el ACOP solo
muestra la similitud o disimilitud entre
aislamientos, facilitando la separacién
de grupos, pero no permite saber
cuales son las variables responsables
de las similitudes y/o disimilitudes
observadas. Solamente a través de
una técnica que permita analizar
simultdneamente grupos y variables es
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posible conocer las caracteristicas
predominantes en cada uno de los
grupos, asi como los aspectos contras-
tantes entre estos, lo que en algunos
casos, como el presente, puede
facilitar su identificacién.

Caracterizacion de /los grupos de
segundo nivel. Andlogamente a como
se procedidé para la caracterizacién de
los grupos de primer nivel, se
construye el Biplot con base en la
tabla de frecuencias relativas de los
grupos de segundo nivel (Figura 4).

En esencia, se reproducen las agrupa-
ciones y relaciones ya observadas en
las Figuras 1y 3, estando los dos cua-

drantes de la izquierda ocupados por
los grupos de segundo nivel que en
su conjunto conforman el grupo A
(Colletotrichum gloeosporioides), el
cuadrante superior derecho por los
grupos de segundo nivel que en su
conjunto conforman el grupo B
(Glomerella cingulata) y el cuadrante
inferior derecho por los grupos de
segundo nivel que en su conjunto
conforman el grupo C (Colletotrichum
dematium). No obstante, no se genera
mucha informaciéon adicional que
permita caracterizar a los grupos de
segundo nivel. Por tanto, se realizan
Biplots para los grupos de segundo
nivel dentro de cada uno de los
grupos de primer nivel.

25 a3
31 pq

G2l

G20

G19

Figura 4. Biplot para los grupos de segundo nivel y caracteres asociados (plano 1-2).
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Andlisis de los grupos de sequndo nivel,
dentro del grupo A (Colletotrichum
gloeosporioides). Se eliminan las caracte-
risticas borde, habito de crecimiento, for-
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ma de las conidias, estado sexual, largo
de las ascosporas y ancho de las
ascosporas, por ser constantes para
Colletotrichum gloeosporioides (Figura 5).

'y

Colonia blanco

Micelio semialg

Setas ausentes
Micelio ralo
23

risacea

onoso

24 Esporulacién salmédn

Ancho conidias:

Sectores presentes

G4

Sectores ausentes

G11 14

G5

nidias ? 5.5 pm

23

Setas presentes

30

G2

1
icelio algodonoso

G1

Esporulacidén rosa

2
Colonia blanca

Figura 5. Biplot para los grupos

de segundo nivel

de Colletotrichum

gloeosporioidesy caracteres asociados (plano 1-2).

El primer eje contrasta los grupos en
los que es mas frecuente la ausencia
de setas, el micelio es de aspecto ralo
o semialgodonoso y es mas comun la
ausencia de sectores, con aquellos
donde es mas frecuente la presencia
de setas, el micelio es de aspecto
algodonoso y es mas comun la pre-
sencia de sectores. Hacen parte del
primer conjunto los grupos 6, 11, 8,
13 y 12; en el segundo conjunto se
encuentran los grupos 1, 2, 4y 3. El
segundo eje muestra un gradiente del
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ancho de las conidias. Por una parte
se tienen colonias blanco grisaceas
con conidias poco anchas y de color
salmoén y por otra se tienen colonias
blancas con conidias mas anchas, de
color rosa. Al primer conjunto
pertenecen los grupos 3, 10 y 9;
mientras que al segundo conjunto
pertenecen los grupos 1, 5y 6. El
grupo 11 comparte las caracteristicas
senaladas para el segundo conjunto,
excepto el color de la colonia que es
crema.
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Anélisis de los grupos de segundo
nivel, dentro del grupo B (Glomerella
cingulata). En este caso se eliminan las
caracteristicas borde, color de la espo-
rulacién, dia de aparicion de Ila
esporulacion, forma y dimensiones de
las conidias, por ser constantes para
Glomerella cingulata (Figura 6).

contrasta los
los cuales la
olivaceo y el

El primer plano factorial
grupos 15, 17 y 18, en
colonia es de color café

micelio es de aspecto semialgodonoso,
con los grupos 14 y 16, en los que la
colonia es de color gris oscuro y el
micelio es de aspecto ralo.

El segundo eje factorial contrasta los
grupos 14 y 15, en los que no se
present6 estado sexual, con los grupos
16, 17 y 18 en los que si se manifesto
el estado sexual. Se observa que los
grupos 17 y 18 son bastante similares
en todas sus caracteristicas.

M

Estado sexual ausente

G115

Colonia café olivaceo 3

Micelio semialgodonoso

Colonia gris oscura 1
B2
Micelio ralo

43

G116

48

G%?

Estado sexual presente

42

Figura 6. Biplot para los grupos de segundo nivel de Glomerella cingulata y

caracteres asociados (plano 1-2).

Andlisis de los grupos de segundo nivel,
dentro del grupo C (Colletotrichum
dematium). En este caso se eliminan las
caracteristicas color de la colonia,
borde, habito de crecimiento, aspecto
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del micelio, color de la esporulacion,
forma de las conidias, estado sexual y
dimensiones de las ascosporas, por
ser constantes para Colletotrichum
dematium (Figura 7).
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Dia Esporulacion ? 8
28

Ancho conidias < 3.5 um

37 36

Longitud cgnjdias ? 21.2 um

G20

20

Diametro colonia ? 80 mm

30

Setas presentes

14

16

G2129

Setas ausentes
18

Didmetro colonia: 63-71.5 mm

15
Ancho conidias: 3

.5-4.5 um

Longitud conidias: 18.5-21.2 um

7. Esporulacién: 6-7 dia

38 21

35 Espordutacion: 4-5 dia

Figura 7. Biplot para los grupos de segundo nivel de Colletotrichum dematiumy

caracteres asociados (plano 1-2).

La caracteristica mas contrastante en la
Figura 8 es la ausencia de setas en el
grupo 21 y su presencia en los grupos
19y 20. En el grupo 20 se alcanzaron
los maximos diametros de colonia;
mientras que el didmetro de colonia
mas comun entre los grupos 19 y 21
estuvo entre 63 mm y 71,5 mm. En el
grupo 20 se presentan las conidias mas
largas (= 21,2 mp); en los grupos 19y
21 también son comunes las conidias
un poco menos largas, con longitudes
a partir de 18,5 mu. En los grupos 20 y
21 predominan las conidias poco
anchas (menores de 3,5 mup); en el
grupo 19 son mas comunes las
conidias que tienen entre 3,5 muy 4,5
mu de ancho. Los grupos 20 y 21 son
de esporulacién tardia (dia 8 o
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posterior); en el grupo 19 las esporu-
laciones se presentaron entre el dia 4y
el 7.

CONCLUSIONES

Partiendo de 15 caracteristicas morfo-
légicas y culturales, con mezcla de
variables cuantitativas y cualitativas,
evaluadas sobre varios aislamientos de
Colletotrichum, se realizd6 un Andlisis
de Coordenadas Principales (ACOP) de
una matriz de distancias basada en el
coeficiente de similitud de Gower. Las
dos primeras dimensiones permitieron
la perfecta separacién de tres grandes
grupos (grupos de primer nivel). La
primera  dimension  separaba a
Colletotrichum gloeosporioides y su
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teleomorfo Glomerella cingulata de C
dematium; la segunda dimension
permitia separar a Colletotrichum
gloeosporioides de su teleomorfo
Glomerella cingulata. Mediante el
analisis simultaneo de los tres pri-
meros ejes factoriales se detectaron 21
grupos menores (grupos de segundo
nivel).

El estudio de las representaciones
Biplot de las tablas de contingencia,
con frecuencias relativas al tamano de
los grupos, permiti6 una adecuada
caracterizacién, ayudando a detectar
las caracteristicas mas contrastantes
entre los grupos, tanto para los de
primer nivel como para los de segundo
nivel.

En estudios similares a este, donde el
objetivo sea detectar las caracteristicas
con mayor poder discriminante, las
técnicas Biplot aplicadas como se ha
ilustrado aqui pueden ser de gran
ayuda para el logro del mismo.
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