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RESUMEN:

Introduccién. La antracnosis causada por Colletotrichum spp., es la principal enfermedad poscosecha de la papaya en todo el
mundo. Diferentes paises han identificado por técnicas moleculares nuevas especies del género asociadas a frutas tropicales.
Objetivo. Identificar, mediante técnicas morfoldgicas y moleculares, las especies de Colletotrichum asociadas a la antracnosis
en papaya en Costa Rica. Materiales y métodos. Durante el 2014 y 2015, se establecieron 129 aislamientos monospéricos de
Colletotrichum spp. aislados a partir de lesiones de antracnosis en frutos recolectados en Parrita, San Carlos y Guicimo, Costa Rica.
Todos los aislamientos se caracterizaron por morfologia de colonia y PCR con imprimadores taxén especie especificos para las
especies C. gloeosporioides s.l. y C. acutatum s.1., respectivamente; as{ como con imprimadores especie especificos para C. magnumy
C. truncatum. Laidentificacion de las especies se confirmé mediante andlisis multilocus, con base en la secuencia parcial de los genes
actina (ACT), B-tubulina (TUB2), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), quitina sintasa 1 (CHS) y la regién ITS.
El analisis filogenético se basé en los criterios de méxima verosimilitud y andlisis Bayesiano. Resultados. Seis especies: C. fructicola,
C. tropicale, C. theobromicola del complejo C. gloeosporioides, C. simmondsii del complejo C. acutatum, C. truncatumy C. magnum
5.1, se asociaron a la antracnosis en frutos de papaya. C. magnum s.i. fue la especie més frecuente. Temperaturas superiores a los 18
°C permitieron el desarrollo de cinco especies, C. theobromicola, C. fructicola, C. tropicaley C. magnum s.1., las cuales presentaron
un crecimiento acelerado, mientras que C. simmondsii tuvo un crecimiento lento. Conclusién. El andlisis multilocus permitié
identificar a especies pertenecientes de los complejos C. gloecosporioidesy C. acutatum. Este es el primer informe de C. fructicola, C.
tropicale, C. theobromicolay C. simmondsii asociadas a la antracnosis en frutos de papaya en Costa Rica.

PALABRAS CLAVE: andlisis filogenético, Carica papaya , Costa Rica.

ABSTRACT:

Introduction. Anthracnose caused by Colletotrichum spp., is the main postharvest disease of papaya worldwide. Molecular
approaches have allowed the identification of new species of the genus associated with tropical fruits anthracnose in different
countries. Objective. To identify, by morphological and molecular techniques, the Collezotrichum species associated with papaya
anthracnose in Costa Rica. Materials and methods. During 2014 and 2015, 129 Colletotrichum spp. monosporic isolates were
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established from papaya fruits exhibiting anthracnose symptoms, collected in Parrita, San Carlos, and Guécimo, Costa Rica.
All isolates were characterized by colony morphology and PCR with taxon- specific primers for the species C. gloeosporioides
s.l., C. acutatum s.l., respectively, and with species-specific primers for C. magnum and C. truncatum. Species identification
was confirmed by multilocus analysis, base on the partial sequence of the actin(ACT), -tubulin (TUB2), glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) and chitin synthase 1 (CHS) genes and the ITS region. The phylogenetic analysis was based
on the criteria of Maximum Likelihood and Bayesian analysis. Results. Six species were identified, C. fructicola, C. tropicale, C.
theobromicola of the C. glocosporioides species complex, C. simmondsii of the C. acutatum species complex, C. truncatum, and
C. magnum s.l., being the latter the dominant species. Temperatures above 18 °C allowed the development of five species, C.
theobromicola, C. fructicola, C. tropicale, and C. magnum s.I., which showed accelerated growth, while C. simmondsii had slow
growth. Conclusion. The multilocus analysis was able to identify species belonging to the C. glocosporioides and C. acutatum
complexes. This is the first report of C. fructicola, C. tropicale, C. theobromicola, and C. simmondsii associated with anthracnose
of papaya fruits in Costa Rica.

KEYWORDS: phylogenetic analysis, Carica papaya , Costa Rica.

INTRODUCCION

Los frutos de papaya (Carica papaya) son afectados por diversas enfermedades que reducen su calidad
poscosecha, entre ellas la antracnosis. La enfermedad es causada por especies del género Colletotrichum y
puede llegar a originar numerosas pérdidas por rechazo de la fruta (Bogantes & Mora, 2013; Pérez-Brito
et al,, 2018). Colletotrichum se ubica dentro de los diez géneros de hongos de mayor impacto econémico a
nivel mundial y es sujeto de numerosas investigaciones, dado su potencial de dafio tanto en campo como en
poscosecha (Dean et al., 2012).

La identificacién de las especies del género Colletotrichum spp., se ha basado en su morfologia, con
caracteristicas como tamafo y color de la colonia, crecimiento micelial, forma y tamano de los conidios,
asi como en pruebas de patogenicidad y de sensibilidad al benomil (benzimidazol) (Phoulivong et al,,
2010; Rampersad, 2011). No obstante, Colletotrichum spp. presenta una gran variabilidad en sus rasgos
morfoldgicos a causa de influencias ambientales y una amplia gama de hospedantes (Pardo-de-la-Hoz et al.,
2016; Rampersad, 2011). En adicidn, algunos aislamientos de especies consideradas sensibles al benomil,
presentan resistencia a este fungicida (Barquero et al., 2013; Rampersad, 2011), por lo que estas caracteristicas
resultan insuficientes para una correcta identificacién de las especies del género.

En los dltimos afios, los estudios moleculares han evidenciado la existencia de al menos once complejos
de especies en el género Colletotrichum, entre ellos C. gloeosporioidesy C. acutatum. Un complejo de especies
agrupa varias especies indistinguibles a nivel morfolégico, pero diferentes a nivel genético; por ejemplo, el
complejo C. gloeosporioides sensu lato (s.l.) incluye a C. gloeosporioides sensu stricto (s.s.) y al menos otras
veintids especies (Alvarez et al., 2014; Baroncelli et al., 2017; Cai et al., 2009; da-Silva et al., 2020; Giblin
et al,, 2018). Numerosos trabajos a nivel mundial emplean el andlisis filogenético multilocus con el fin de
determinar las especies asociadas a la antracnosis en frutos tropicales, incluida la papaya (Cai et al., 2009;
Damm et al., 2009; Phoulivongetal., 2010; Weir et al,, 2012).

Varias especies de Colletotrichum han sido identificadas como agentes causales de antracnosis en la fruta
de papaya en paises como México, Brasil y Trinidad y Tobago, entre ellas, C. gloeosporioides s.s., C. truncatum
(sindnimo C. capsici), C. magnum, C. fructicolay C. brevisporum (Marquez-Zequera et al., 2018; Nascimento
et al,, 2010; Rampersad, 2011; Santamaria-Basulto et al., 2011; Vieira et al., 2013).

En Costa Rica, C. glocosporioides ha sido la especie asociada con la antracnosis en papaya por sus
caracteristicas morfoldgicas y prueba de sensibilidad a fungicidas, aunque algunos aislamientos mostraron
pérdida de sensibilidad al benomil, por lo que podrian corresponder a otra especie (Barquero et al., 2013).
Mediante el uso de PCR con imprimadores especie-especificos y secuenciamiento de la regién ITS, se
identificaron las especies C. gloeosporioides, C. truncatum y C. magnum asociadas a la antracnosis en papaya
en muestras recolectadas en la zona de Guicimo (Molina-Chaves et al., 2017), lo que representé el primer
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hallazgo de otras especies de Colletotrichum asociadas ala enfermedad en papaya. La region ITS, sin embargo,
no permite distinguir especies dentro del complejo C. gloeosporioides (Pardo-de-la-Hoz et al., 2016; Weir et
al., 2012), por lo que otras especies pertenecientes a este complejo podrian, al igual que lo descrito en otros
paises, estar asociadas con la antracnosis de papaya en el pais.

El objetivo de este estudio fue identificar, mediante técnicas morfoldgicas y moleculares, las especies de
Colletotrichum asociadas a la antracnosis en papaya en Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo y recolecta de la fruta

Se cosecharon cuarenta frutas de papaya (Carica papaya) hibrido Pococi (Mora & Bogantes-Arias, 2004),
con indice de madurez fisioldgica en los cantones de Parrita, San Carlos y Guacimo, durante los meses de
mayo, junio y julio del 2014 (Figura 1). La fruta se lavd con agua y se desinfectd con hipoclorito de sodio a
una concentracién de 100 mg 1™, se almacené por quince dias a 14 °C. Posterior a este periodo, se cambié la
temperatura a 20 °C, para favorecer el desarrollo de los sintomas de la enfermedad.
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FIGURA 1
Sitios de muestreo de frutos de papaya (Carica papaya) hibrido ‘Pococi’ en los cantones
de Parrita (Jicote, Tigre, Vasconia y Playon), San Carlos (San Jorge, La Perlay San

Josecito) y Gudcimo (El Hogar, La Selva, El Bosque y La Guaria). Costa Rica, 2014.

Figure 1. Sampling sites of papaya fruits (Carica papaya) hybrid ‘Pococi’ in cantons of Parrita
(Jicote, Tigre, Vasconia, and Playon), San Carlos (San Jorge, La Perla, and San Josecito),
and Guicimo (El Hogar, La Selva, El Bosque and La Guaria) zones. Costa Rica, 2014.

Aislamientos de Colletotrichum

En sintomas de consistencia suave, se realizé un corte en las lesiones para levantar parte del tejido y se
tomaron trocitos de la zona de avance de la lesién en la pulpa para establecer los aislamientos. Para los
sintomas de consistencia dura y seca, se cortaron fragmentos de tejido en la zona de avance de la infeccién
y se sumergieron durante un minuto en hipoclorito de sodio al 1 %. Luego, se realizaron tres enjuagues con
agua destilada estéril. Los aislados crecieron en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) y se incubaron
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en una cdmara de crecimiento a 24 °C durante siete dias. A partir de las colonias recuperadas, se realizaron
cultivos monospéricos con base en la metodologia descrita por Alvarez et al. (2004).

Identificacién molecular

El ADN gendmico total de cada aislamiento se extrajo mediante el método CTAB descrito por Rogers
& Bendich (1985).

Para determinar la presencia del complejo C. acutatum se utilizé el imprimador especifico Calnt2 (5'-
GGGGAAGCCTCTCGCGG-3") (Sreenivasaprasad et al., 1996), para C. acutatum s.l. en combinacién
con el iniciador universal ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al.,, 1990). Para la
deteccién de aislamientos pertenecientes al complejo C. gloeosporioides, se utilizé el imprimador Cglnt (5
""GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3") (Mills et al., 1992), en combinacién con el iniciador universal
ITS4 (White et al., 1990).

Para los aislamientos identificados como C. magnum, se utilizaron los imprimadores especie especificos
GmF (5'- GTG AAC ATA CCT CAAACG TTG CC-3") y GmR (5'- GGA GGG TCC GCC ACT
GTA TTT CG -3") (Tsay et al., 2010), mientras que para aquellos correspondientes a C. truncatum los
imprimadores CcapF (5'-GTA GGC GTCCCC TAA AAA GG-3") y CcapR (5'-CCC AAT GCG AGA
CGA AAT G-3") (Torres-Calzadaetal., 2011). Las condiciones para PCR fueron las descritas por los autores
citados.

Paralos aislamientos identificados como C. gloeosporioides ..., C. truncatum, C. acutatums.l.y C. magnum,
con los imprimadores taxén especificos y especie-especificos, se obtuvo la secuencia de una porcién de
los genes actina (ACT), B-tubulina (TUB2), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y quitina
sintasa 1 (CHS). Las condiciones de PCR para los perfiles térmicos se describen en el Cuadro 1.

CUADRO 1
Imprimadores y ciclos térmicos para PCR de las regiones utilizadas en el anilisis

multilocus en especies de Colletotrichum asociadas a la antracnosis en papaya
(Carica papaya). Laboratorio de Biotecnologia del Centro de Investigaciones
Agronémicas, Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica, 2014-2015.

Primer Secuencia (5°-37) Ciclo térmico Referencia
ITS 1 EXT GTAACAAGGTTTCCGTAGGTG (95 °C: 2 min, 94 °C: 60 s, Talhinhas et
ITS ITS4 EXT TTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGC 22 °C:60's, 72 °C: 60's, 72 al. (2002)
°C: 5 min) x 30 ciclos.
ACT 512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC (94 °C: 5 min, 94 °C: 45 s, Carbone &
ACT ACT 783R TACGAGTCCTTCTGGCCCAT 66 °C: 455,72 °C: 60's, 72 Kohn (1999)
oC: 5 min) x 35 ciclos.
GDF1 GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA (94 °C: 5 min, 94 °C: 45 s, Guerber et
GAPDH GpR1 GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT ©0°C:45s,72°C:60s, 72 al. (2003)
°C: 5 min) x 35 ciclos.
T1 AACATGCGTGAGATTGTAAGT (95 °C: 2 min, 94 °C: 60s, O'Donnell
T22 TCTGGATGTTGTTGGGAATCC 65°C: 60s,72°C: 605,72 & Cigelnik
°C: 5 min) x 35 ciclos. (1997)
TB5 GGTAACCAGATTGGTGCTGCCTT (95 °C: 2 min, 94 °C: 60 s, Talhinhas et
TUB2  Tp6 GCAGTCGCAGCCCTCAGCCT 65°C: 60s,72°C: 60s, 72 al. (2002)
°C: 5 min) x 35 ciclos.
Ti AACATGCGTGAGATTGTAAGT (94 °C: 5 min, 98 °C: 10s, O'Donnell
BT2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 65°C:305s,72°C: 305,72 & Cigelnik
°C: 5 min) x 35 ciclos. (1997)
CHS I-79F TGGGGCAAGGATGCTTGGAAGAAG (94 °C: 5 min, 94 °C: 45 s, Carbone &
CHS CHS I-354R TGGAAGAACCATCTGTGAGAGTTG 66 °C: 455,72 °C: 60 s, 72 Kohn (1999)

°C: 5 min) x 35 ciclos.

Table 1. Primers and thermal cycles for PCR of the regions used in the multilocus analysis in

Colletotrichum species associated with anthracnose in papaya (Carica papaya). Biotechnology Laboratory
of the Center for Agronomic Research, Universidad de Costa Rica. San Jose, Costa Rica, 2014-2015.
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Carbone & Kohn (1999), Guerber et al. (2003), O'Donnell & Cigelnik (1997), Talhinhas et al. (2002)

Las secuencias de ADN de cada una de las regiones para cada aislamiento se depuraron en el programa
BioEdit y se obtuvo la secuencia consenso.

La identidad de cada cepa se determiné mediante comparacién de las secuencias obtenidas con las de la
base de datos del Eppo Q-Bank fungi (https://www.eppo.int/RESOURCES/eppo_databases/eppo_q_ban
k), que permite un andlisis simultdneo de las secuencias correspondientes a cada uno de los genes

Anilisis filogenético multilocus

El anilisis filogenético fue elaborado con base en las secuencias obtenidas para cada aislamiento. Las
secuencias consenso para cada regién y aislamiento se alinearon mediante el programa Clustal implementado
en el programa BioEdit y se cortaron los extremos de las secuencias para analizar las dreas en comun.

Las secuencias de las diferentes regiones genémicas de cada aislamiento se concatenaron en el programa
Mesquite v 3.04. La confeccién del drbol filogenético se realizé con base en el criterio de Maxima
Verosimilitud (maximum-likelihood) implementado en el programa MEGAG6 con un anlisis “boostrap” de
1000 repeticiones. También se realizé un andlisis filogenético en el programa MrBayes v3.2.5 con 1 000 000
de generaciones. Para realizar el andlisis Bayesiano se determiné el modelo de evolucién para cada uno de los
genes con el programa JModel Test 2.1.7. El modelo HKY+ gamma (2rates=gamma) se incluyé en el andlisis.

Caracterizacién morfolégica

Una vez determinada la identidad de las especies por los métodos moleculares, se realizé una
caracterizacién morfoldgica de las colonias segin los lineamientos de Torres-Calzada et al. (2013).

Crecimiento de colonias a diferentes temperaturas

El crecimiento para las especies C. magnum sensu lato, C. fructicola, C. tropicale, C. theobromicolay C.
simmondsii, se determiné mediante mediciones del didmetro del micelio en centimetros (cm). Para ello, se
utilizaron discos de micelio de un 1 cm de didmetro de los cultivos monospéricos almacenados a7 °C y se
colocaron en un medio de cultivo de PDA.

Las medidas se iniciaron a los tres dias después de cultivados, luego se realizaron cada dos dias, hasta que
el micelio cubrié el didmetro de la placa Petri (8,5 cm).

Las temperaturas establecidas fueron de 18 °C, 22 °C, 24 °C, 26 °C y 30 °C, se utilizaron tres repeticiones
por especie. Se realizé una curva de regresion lineal a los diez dias de crecimiento y se estimé la temperatura
optima de las especies evaluadas.

RESULTADOS

Identificacién molecular

La amplificacién del ADN, mediante PCR con imprimadores taxdn-especificos y especie-especificos
para C. gloeosporioides, C. acutatum, C. truncatum 'y C. magnum, mostré que los aislamientos establecidos
pertenecian a estos grupos y especies. Los productos de PCR obtenidos con los imprimadores
correspondientes para C. glocosporioides, C. magnum'y C. acutatum, mostraron el tamafio de banda esperado
de 400 pb y para C. truncatum de 350 pb. Se identificé un total de veintidds aislamientos como C.
gloeosporioides s.l., noventay siete como C. magnum s.1., ocho como C. truncatum y dos como C. acutatum s.1.

La identificacién de las secuencias para los genes de la ACT, TUB2, CHS, GAPDH ¢ ITS, obtenida en el
Eppo Q-Bank fungj, revel6 a las especies C. fructicola (ocho aislamientos), C. tropicale (nueve aislamientos),
C. gloeosporioides s.s. (un aislamiento), C. siamense (un aislamiento) y C. theobromicola (dos aislamientos)
pertenecientes al complejo C. gloeosporioide s.s., con un porcentaje de similitud mayor al 97 % y a C.
simmondsii (dos aislamientos) en el complejo C. acutatum s.l. con un 98 % de similitud

Para el anlisis multilocus se trabajé con veintitn aislamientos identificados como C. gloeosporioides s.L.,
dos como C. acutatum s.l., cuatro como C. truncatum y nueve como C. magnun.
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Anlisis filogenético multilocus

Las secuencias para el anélisis multilocus se concatenaron en el orden ACT-TUB2-CHS-GAPDH-ITS
para un nimero de caracteres de 216 (pares de bases, pb) para ACT, 381 para TUB2, 198 para CHS, 239
para GAPDH y 483 para el ITS, en total 1517 pb, incluidos los espacios o “gaps”.

El andlisis filogenético corrobord la pertenencia de los diferentes aislamientos a los tres grupos principales:
C. gloeosporioides s.L., C. acutatum s.d. y C. truncatum. (Figura 2 y 3). Los valores de soporte estadisticos
obtenidos apoyan la identidad de los grupos con valores de 1 para el analisis Bayesiano y 100 %, 99 % y 97

%, respectivamente, para la maxima verosimilitud.
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FIGURA 2
Arbol filogenético consenso basado en los criterios de maximum-likelihood e inferencia Bayesiana
que ilustra la relacién de los aislamientos de Colletotrichum asociados con la antracnosis en
frutos de papaya (Carica papaya), en Costa Rica, con especies del complejo Colletotrichum
gloeosporioides. El arbol se generé mediante secuencias combinadas de la regién ITS y de los
genes ACT, GAPDH, CHS y TUB2. Los numeros en los nodos corresponden a los valores
del boostrap y probabilidades posteriores (pp). Laboratorio de Biotecnologia del Centro de
Investigaciones Agronémicas, Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica, 2014-2015.

Figure 2. Phylogenetic consensus tree based on the criteria of maximum-likelihood and Bayesian inference
that illustrates the relationship of Colletotrichum isolates associated with anthracnose in papaya fruits
(Carica papaya), in Costa Rica, with Colletotrichum gloeosporioides species complex. The tree was generated
using combined sequences from the ITS region, and from the ACT, GAPDH, CHS, and TUB2 genes. The
numbers in the nodes correspond to the values of the boostrap and posterior probabilities (pp). Biotechnology
Laboratory of the Agronomical Research Center, Universidad de Costa Rica. San Jose, Costa Rica, 2014-2015.
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FIGURA 3
Continuacién del 4rbol filogenético consenso basado en los criterios de méxima verosimilitud e inferencia
Bayesiana que ilustra la relacién de los aislamientos de Colletotrichum asociados con la antracnosis
en frutos de papaya (Carica papaya), en Costa Rica, con los complejos de especies Colletotrichum
truncatum 'y Colletotrichum acutatum. El drbol se generd mediante secuencias combinadas de la
region ITS y de los genes ACT, GAPDH, CHS y TUB2. Los nimeros en los nodos corresponden a
los valores del boostrap y probabilidades posteriores (pp). Laboratorio de Biotecnologia del Centro
de Investigaciones Agrondmicas, Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica 2014-2015.

Figure 3. Continuation of the phylogenetic consensus tree based on the criteria of maximum-likelihood and Bayesian
inference that illustrates the relationship of the Colletotrichum isolates associated with anthracnose in papaya fruits
(Carica papaya), in Costa Rica with the complexes of species Colletotrichum truncatum and Colletotrichum acutatum.
The tree was generated using combined sequences from the ITS region, and from the ACT, GAPDH, CHS, and TUB2
genes. The numbers in the nodes correspond to the values of the boostrap and posterior probabilities (pp). Biotechnology
Laboratory of the Agronomical Research Center, Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica, 2014-2015.

En el complejo C. glocosporioides s.1. se confirmé la identidad de las especies C. fructicola (TE3.1, TE3.2,
PS1.IM, PS1,2M, BN6.1 y BN6.2), C. tropicale (JO3.1.2., JO3.2.1, SJ3.1, $J3.2, TE2.1.1, BN5.1, BN5.2,
PS3.1#,PS3.1, PS3.2) y C. theobromicola (EH1.1 y EH1.2.).

Los aislamientos LP9.1 y LP9.2 del complejo C. acutatum s.1. se asociaron con C. simmondsii con altos
valores de boostrap e inferencia bayesiana de 96 % y 0,96, respectivamente.

Caracterizacién morfolédgica
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Los aislamientos identificados como C. theobromicola y C. simmondsii, presentaron un unico tipo de
colonia, C. truncatum, C. fructicola'y C. tropicale, mostraron dos tipos de colonias, mientras que C. magnum
obtuvo seis tipos de colonias o morfotipos (Figuras 4y 5).

C. tropicale

FIGURA 4
Colonias de C. simmondsii (a tipo de colonia, b espora), C. truncatum (ay b tipos de colonia, c espora),
C. theobromicola (a tipo de colonia, b espora), C. fructicola (ay b tipos de colonia, c espora) y C. tropicale
(ayb tipos de colonia, ¢ espora) aislados de frutos de papaya (Carica papaya). Laboratorio de Poscosecha

del Centro de Investigaciones Agrondmicas, Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica, 2014-2015.
Figure 4. Colonies of C. simmondsii (a colony type, b spore), C. truncatum (a and b colony types, ¢ spore),
C. theobromicola (a colony type, b spore), C. fructicola (a and b colony types, ¢ spore) and C. tropicale
(aand b colony types, c spore), isolated from papaya fruits (Carica papaya). Postharvest Laboratory
of the Agronomical Research Center, Universidad de Costa Rica. San Jose, Costa Rica, 2014-2015.
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FIGURE 5
Colonias de C. magnum (a,b,c, d, ey f tipos de colonia, g espora) aislados de frutos
de papaya (Carica papaya). Laboratorio de Poscosecha del Centro de Investigaciones

Agronémicas, Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica, 2014-2015.

Figure 5. Colonies of C. magnum (a,b, ¢, d, ¢, and f colony types, g spore) isolated from papaya fruits (Carica papaya).
Postharvest Laboratory of the Agronomical Research Center, Universidad de Costa Rica. San Jose, Costa Rica, 2014-2015.

La colonia de C. theobromicola mostré una coloracion gris olivo, abundante crecimiento de micelio aéreo
de apariencia algodonosa y formaciones de masas redondeadas de estroma color negro. En ambas especies,
los conidios se caracterizaron por tener una forma cilindrica, sin septos y de bordes lisos. Los aislamientos
de C. simmondsii presentaron un color de colonia gris claro, con bordes definidos color crema, formaciones
de masas redondeadas de estroma color negro distribuidos de manera irregular, visibles en el reverso de la
colonia y masas de acérvulos color naranja.

Las colonias de C. truncatum mostraron dos tipos de crecimientos distintos, el primer tipo (con una
frecuencia del 50 %) exhibié un color de colonia gris claro con un crecimiento aéreo de micelio color blanco
y poca produccion de acérvulos color negro. El segundo tipo (50 %), se caracterizé por el poco crecimiento
de micelio y una abundante produccién de acérvulos color negro y de consistencia dura, distribuidos por la
colonia, con el tiempo aparecié el crecimiento de micelio aéreo color gris claro desde el centro de la colonia
y se extendid hacia los bordes. En ambas colonias se observo el crecimiento en forma de anillos concéntricos
en el plano inferior de la colonia. Los conidios eran de forma falcada, no septados, bordes lisos, ademds se
desarrollaron numerosas setas de una coloracién oscura.

Los aislamientos de C. fructicola presentaron dos tipos de colonias, el primer tipo (38 %) mostrd un color
de colonia blanco, leve crecimiento de micelio aéreo y de apariencia algodonosa, formacién de acérvulos color
naranja en forma de gota sobre la superficie y formaciones de masas redondeadas de estroma color negro
distribuidas de manera irregular en el plano inferior de la colonia. El segundo tipo (62 %), present6 un color
de colonia negro, crecimiento de micelio aéreo color gris claro y acérvulos color naranja en forma de gota
sobre la superficie de la colonia. En ambos tipos de colonia, los conidios mostraron una forma cilindrica, no
septados y de bordes lisos.

Los aislamientos de C. tropicale mostraron dos tipos de colonias. El primer tipo (40 %), presenté un color
de colonia blanco, micelio aéreo de apariencia algodonosa, formaciones redondeadas de estroma color negroy
de consistencia dura distribuidas de manera irregular por la colonia. El segundo tipo (60 %), mostré un color
de micelio blanco y de apariencia algodonosa, abundante produccién de acérvulos color naranja en forma de

10
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gota, distribuidos de manera irregular o en anillos concéntricos sobre la colonia. En ambos tipos de colonia,
los conidios mostraron una forma cilindrica, no septados de bordes lisos.

Los aislamientos de C. 7agnum presentaron variedad en su morfologia. Los aislamientos denominados del
primer tipo, correspondientes a un 15 % de todos los aislamientos, desarrollaron un color de colonia negro,
crecimiento de micelio aéreo color gris, formaciéon de masas redondeadas de estroma color negro, distribuidas
de manera irregular en el reverso de la colonia. Los aislamientos pertenecientes al segundo tipo (14 %),
mostraron un color de colonia naranja, crecimiento escaso de micelio color negro, formacién de anillos
concéntricos visibles en ambas superficies de la colonia, abundante produccién de acérvulos distribuidos
en todo el cultivo. Los aislamientos pertenecientes a la tercera morfologia (21 %), presentaron un color de
colonia gris oscuro que se alterné con zonas de color gris mas claro, formacién de masas de estroma en ambos
planos de la colonia.

Los aislamientos con morfologia tipo cuatro, fueron los menos frecuentes, con un 11 % del total de
aislamientos. La colonia presentd un color naranja brillante, de apariencia himeda, poco crecimiento de
micelio aéreo color blanco, abundante produccién de acérvulos color naranja distribuidos en forma de anillos
concéntricos en la colonia. Los aislamientos del grupo cinco (20 %), presentaron un color de colonia gris
oscuro, abundante crecimiento de micelio y de apariencia algodonosa, formacién de anillos concéntricos
visibles en el plano inferior de la colonia, acérvulos color naranja localizados en el centro del cultivo.
Los aislamientos del morfotipo seis se encontraron con una frecuencia del 18 %, las colonias presentaron
un color gris oscuro, abundante crecimiento de micelio, formacién de masas de estroma distribuidas de
manera irregular por la colonia, acérvulos color naranja localizados en el centro de la colonia. Los conidios
presentaron una forma cilindrica, no septados, presencia de vacuolas en el interior, bordes lisos y definidos.

Crecimiento de colonias a diferentes temperaturas

El crecimiento de las colonias a diferentes temperaturas para las especies evaluadas se representa en la Figura
6, con excepcion de C. truncatum, con el que se tuvo problema de recuperacién para este estudio, después
del almacenamiento a7 °C.



AGroNOMIA MESOAMERICANA, 2022, VOL. 33, NUM. 1, ENERO-ABRIL, ISSN: 2215-3608

C. theobromicola C. tropicale

¥ =-0,02892%+1,656845%-17.6061
R?*=0.987642

L)

§ 13
e °
g 5 B
= E
g g Top=28,6 °C
4 Top=29,7°C 4
3 37
18 20 22 24 26 28 30 18 20 22 24 26 28 30
Temperaturas (°C) Temperaturas (°C)
C. fructicola C. simmondsii
7 7
¥ = +0.01691468X+1,00440476x:3 42055556 ¥=-0,02892%"+1,656845%-17,6061
Ri=0.97206213 P Ri=0.387642

Diametro (cm)
Diametro (cm)

Top=29,7°C

18 20 22 24 26 28 30 18 20 22 24 26 28 30
Temperaturas (°C) Temperaturas (°C)

C. magnum

y= -0,01473214x7 40,0922 76 786x-8 49625
R* = 0,89797774

Diametro (cm)
o [e2]

F-N

34 - .
18 20 22 24 26 28 30

Temperaturas (°c)

FIGURA 6
Crecimiento de colonias para C. simmondsii, C. theobromicola, C. tropicales, C. fructicola

y C. magnum en medio PDA alos diez dias de crecimiento a diferentes temperaturas
(Top= temperatura 6ptima). Laboratorio de Tecnologia Poscosecha del Centro de

Investigaciones Agronémicas, Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica, 2014-2015.
Figure 6. Growth for C. simmondsii, C. theobromicola, C. tropical, C. fructicola, and C. magnum in PDA
medium at ten days of growth at different temperatures (Top = Optimum temperature). Postharvest
Laboratory of the Agronomical Research Center, Universidad de Costa Rica. San Jose, Costa Rica, 2014-2015.

Las temperaturas superiores a los 18 °C permitieron el desarrollo de las cinco especies. Se observaron dos
grupos con tendencias de crecimiento similares. El primer grupo incluyé a las especies C. theobromicola, C.
Sfructicola, C. tropicaley C. magnums, caracterizado por presentar un crecimiento rdpido, su maximo desarrollo
se manifestd a temperaturas de 28,6 °C (C. tropicale), 29,7 °C (C. theobromicola y C. fructicola) y 31,3 °C
(C. magnum) con didmetros de colonia mayores a los 6 cm a los diez dias de crecimiento. El segundo grupo
incluyé a C. simmondsii que tuvo un crecimiento lento, su méximo desarrollo ocurrié a 26,2 °C con un
didmetro de coloniade 5,5 cm, a partir de esa temperatura, su crecimiento disminuyé conforme esta aument.

Discusion

La aplicacién de métodos moleculares para la identificacién de los aislamientos de Colletotrichum
provenientes de frutos de papaya Pococi reveld seis especies asociadas con la antracnosis de papaya en Costa
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Rica, tres especies correspondientes al complejo C. glocosporioides (C. fructicola, C. tropicaley C. theobromicola),
una al complejo C. acutatum (C. simmondsii) y las especies C. magnum'y C. truncatum.

De las especies identificadas, C. fructicola, C. simmondsii, C. magnum s.l.y C. truncatum, han sido descritas
como causantes de la antracnosis en frutos de papaya en distintos paises (Marquez-Zequera et al., 2018;
Nascimento et al., 2010; Pérez-Brito et al., 2018; Phoulivong et al., 2012; Tarnowskiy & Ploetz, 2010), pero
solo C. magnum'y C. truncatum han sido reportadas en Costa Rica (Molina-Chaves et al., 2017), por lo que
este serfa el primer informe de las otras especies de Colletotrichum asociadas a la antracnosis de papaya en
el pais.

En relacién a C. simmondsii, perteneciente al complejo de especies C. acutatum, se conoce que C. acutatum
s.l. fue descrito a partir de infecciones en frutos de papaya, luego Shivas & Tan (2009) introdujeron a C.
simmondsii como especie del complejo C. acutatum de muestras que también provenian de frutos de papaya.
En adicién, C. simmondsii se ha descrito como agente causal de la antracnosis en frutos de mango, fresa,
carambola, ardndano y aguacate (Shivas & Tan, 2009).

En Costa Rica, se ha considerado a C. gloeosporioides como el patdgeno causante de la antracnosis
de papaya, pero luego se identificé a C. magnum y C. truncatum (Molina-Chaves et al., 2017). Las
identificaciones anteriores de los aislamientos obtenidos de papaya como C. gloeosporioides, se han realizado
mediante andlisis morfoldgicos o moleculares con base en el andlisis de la regién ITS, ya sea con el uso
de imprimadores taxdn-especificos o secuenciamiento (Barquero et al., 2013; Molina-Chaves et al., 2017).
Los resultados de autores como Molina-Chaves et al. (2017) y Sharma et al. (2013), asi como los de
esta investigacion, corroboraron que los imprimadores son taxones especificos e identifican aislamientos
pertenecientes a los complejos de especies C. gloeosporioides y C. acutatum, también que la secuencia de la
regiéon ITS no permite diferenciar entre la mayoria de las especies pertenecientes al mismo complejo (Damm
et al,, 2019; Pardo-de-la-Hoz et al,, 2016; Weir et al,, 2012). Por otra parte, C. gloeosporioides y C. magnum
son a nivel morfoldgico indistinguibles (Damm et al., 2019; Dominguez-Guerrero et al., 2012; Pérez-Brito,
2018; Weir et al., 2012). De manera que las identificaciones anteriores estuvieron sujetas a estas limitaciones,
lo que explica la identificacion de C. gloeosporioides s.l. como la especie prevalente asociada a la antracnosis
de frutos de papaya en Costa Rica.

C. magnum fue la especie més frecuente en el presente estudio. Glomerella magna (syn. C. magnum) es
una especie patogénica a miembros de la familia Cucurbitaceae, en los cultivos de sandia (Cizrullus lanatus),
melén (Cucumis melo), pepino (Cucumis sativus) y calabaza (Cucurbita spp.), se ha identificado como
causante de la antracnosis en papaya en Brasil, México y Costa Rica (Damm et al., 2019; Molina-Chaves
et al,, 2017; Nascimento et al., 2010; Tapia-Tussell et al., 2016). En esta investigacion, la identificacién fue
realizada con base en la secuencia de la regién ITS y con el uso de imprimadores especificos disefiados a partir
de la misma regién y utilizados para el diagndstico de esta especie en Cucumis sativus, Lagenaria siceraria'y
Luffa cylindrica, también pertenecientes a la familia de las cucurbitdceas, en Taiwdn (Tsay et al., 2010). Se
ha mostrado que C. magnum es otro complejo de especies dentro del género Colletotrichum, que incluye C.
magnum sensu stricto y al menos nueve especies mas, que no pueden ser diferenciadas mediante la secuencia
de la region ITS o a nivel morfoldgico (Damm et al., 2019). Por esta razdn, los aislamientos de papaya en esta
investigacion, asi como en la de Molina-Chaves et al. (2017), deben considerarse como C. magnum sensu lato
y requieren una mayor caracterizacién mediante un andlisis multilocus para determinar si se trata de alguna
de las especies ya identificadas en el complejo de especies C. magnum o de una nueva especie.

La morfologfa de las especies identificadas fue similar a la descrita por diferentes autores (Damm et al,,
2019; Pérez-Brito et al., 2018; Rojo-Béez et al., 2017; Weir et al., 2012). Algunos de los aislamientos de C.
magnum s.l., variaron al crecer a diferentes temperaturas y al re-aislarse la colonia, ademis, la forma de los
conidios fue similar entre los aislamientos de diferentes especies, cilindrica y sin septos, con excepcién de
los conidios de C. truncatum, que fueron de forma falcada, no septados. Se concluye que la caracterizacién
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morfoldgica presentd limitaciones para la distincién de las especies, como ha sido sefalado por diferentes
investigadores como Pardo-de-la-Hoz et al. (2016) y Rampersad (2011).

Las pruebas a diferentes temperaturas, iz vitro, evidenciaron que a partir de 18 °C todas las especies
crecieron y tuvieron distintas capacidades para adaptarse a diferentes temperaturas. C. magnum: s. [. tuvo un
6ptimo para el desarrollo de micelio a temperaturas més altas (31 °C), mientras que las especies del complejo
C. gloeosporioides s.l. mostraron que el mayor didmetro del micelio se registr6 alos 28,6 °C para C. tropicaley
29,7 °C para C. theobromicola. C. simmondsii tuvo un crecimiento mas lento, con su méximo desarrollo a los
26 °C, lo cual es caracteristico de las especies del complejo C. acutatum en comparacion a otras especies del
género Colletotrichum (Baroncelli et al., 2015). Las temperaturas Optimas encontradas para el crecimiento de
micelio iz vitro, estin dentro de los dmbitos de temperaturas registradas en estaciones meteoroldgicas de las
zonas de muestreo de la fruta, con temperaturas promedio de 27,4 °C para Parrita, 25,4 °C para la Fortuna
de San Carlos y 25,3 °C para Guicimo en Limén (Instituto Meteoroldgico Nacional, 2014), lo que podria
explicar su presencia en las zonas productoras.

En general, la alta diversidad de especies de Colletotrichum encontrada en esta investigacion, podria estar
relacionada a que Costa Rica es centro de origen de la papaya domesticada (Guzmén, 1998). La presencia
de al menos seis especies de Colletrotrichum, evidencia la complejidad del género y tiene implicaciones en
el manejo de la enfermedad. Los productores de papaya tienen dificultad en lograr un combate eficaz de
la enfermedad aun con la integracién de varias estrategias de control. Diferentes especies del hongo tienen
diferente patogenicidad y sensibilidad a los fungicidas (Molina-Chaves et al., 2017), lo que pone en evidencia
la necesidad de conocer a mayor profundidad aspectos sobre la biologia de las especies, que ayuden a orientar
mejor los esfuerzos para el manejo de la enfermedad, entre ellos los programas del mejoramiento genético de
la papaya para resistencia a la enfermedad.

CONCLUSIONES

La antracnosis en frutos de papaya en Costa Rica, se encontré asociada a seis especies de Colletotrichum: C.
magnum sensu lato, C. truncatum, C. fructicola, C. tropicale, C. theobromicola,y C. simmondsii. Es la primera
vez que se identifica las tltimas cuatro especies mencionadas.

El uso de los métodos tradicionales morfoldgicos funciond para recopilar informacién importante de cada
una de las especies, sin embargo, el anélisis filogenético multilocus fue el tnico de los métodos utilizados
que logré distinguir las especies de los complejos C. gloeosporioides y C. acutatum, lo que sugiere que futuras
investigaciones deben basarse en estudios multilocus para la identificacién de especies asociadas al género.

Las especies de Colletotrichum variaron en la adaptacién a diferentes temperaturas de crecimiento.
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