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PATOLOGÍA

Caracterización fisiológica y patogénica de aislados de
Colletotrichum spp. causantes de la antracnosis del olivo

.1. MORAL, R. OLIVEIRA, ,I. C. TELLO, A. TRAPERO

La Antracnosis del olivo, causada por C. urulutunr y C. gloeospnrioide^, es una grave
enfermedad en numerosas regiones olivareras del mundo, originando podredumbre de
aceitunati (aceituna jabonosa) y puntisecado de ramas. Los aislados de Culletutrichum
causantes de la Antracnosis deI olivo en Andalucía presentan características morfológi-
cas y culturales intermedias entre estas dos especies, aunque algo más prcíximas a la
mortbespecie C. acutntum. En este trabajo, los aisludos andaluces se han comparado cun
aislados representativos de las dos especies respecto a algunas características tisiológi-
cas y patogénicas. EI crecimiento de los aislados en un medio con caseína y en PDA cun
el fungicida benomilo ha puesto de manifiesto que los aislados andaluces produjeron
hidrólisis de la caseína y fueron tolerantes al benomilo, al igual que los aislados de rete-
rencia de C. acutatum. La inoculación de frutos separados de almendro, fresa, manzunu,
naranjo y olivo, así como de hojas de adelfa, con nislados de C. ur^utatum y C. ,^^loeo.c-
porioides procedentes de diferentes huéspedes (fresa, naranjo y olivo) ha puesto de
manitiesto diferencias de virulencia y cierto grado de especialir.ución patogénica entre
aislados. La mayor especialización patogénica correspondió a los aislados de olivo, ya
que fueron más virulentos en aceitunas que el resto de aislados y los únicos que causa-
ron el síndrome de aceituna jabonosa. Aunyue existieron diferencias de virulencia entre
ellos, éstas no se correspondieron con la especie morfológicu de CoNetntrichum. Las
aceitunas maduras fueron m^s susceptibles yue las verdes, pero éstas perrnitieron deteo
tur mayores diferencias entre aislados. Las hojas de adelfa permitieron diferenciar los
aislados de olivo, que resultaron no patogénicos o escasamente virulentos, del resto de
los aislados, yue fueron altamente virulen[os.
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INTRODUCCIÓN

Las enfermedades conocidas como
"Antracnosis" afectan a hojas, ramas y frutos
y se presentan como manchas oscuras o lesio-
nes deprimidas con los bordes ligeramente
elevados. La mayoria de los hongos responsa-
bles de estas enfermedades pertenecen a cua-

tro géneros de ascomicetos: Diplocarpon,
Elsino^, Glomerella y Gnomonia, que se
corresponden con distintos géneros de hongos
imperfectos pertenecientes a los Melunconiu-
les. Dentro de los anamorfos, los más impor-
tantes son Colletotrichum (=Gloeosporium),
Corvneum, C^•lindrosporium, Murssoninu,
Melanconium y Sphaceloma (A^Rlos, 2005).
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En España y Portugal se acepta que el

agente causal de la Antracnosis del olivo

(Olea europaea) lo constituyen dos especies

de Colletotrichum: C. acutatum, como espe-

cie principal; y C. gloeosporioides de presen-

cia ocasional (MARTíN y GARCíA-F1cuERES,

1999; MARTÍN et Cll., 2002; TALHINHAS et Cll.,

2005). En cambio, en Sicilia los aislados de

Colletotrichum que afectan al olivo han sido

descritos como C. gloeosporioides sensu
stricto (SACAR ►TO et al., 2003). Aunque los
aislados de Colletotrichum que afectan al
olivo en Calabria, Apulia y Cerdeña (sur de
Italia) y Umbria (centro de Italia) han mostra-
do características genéticas y tisiológicas dis-
tintas a C. acutatum y C. gloeosporioides,
siendo descritos como Colletotrichum sp.
olivo-específico (AcosTEO et ctl., 2003).

Cuadro I. Aislados de CoUetotrichum spp. estudiados

Tejido
Aislado Especie Huésped Procedencia

afectado

COL-09 Colletotrichum acututcmi^ Olivo Pedúnculo Anteyuera, Málaga

COL-24 Colletotrichum ucutatum^ Olivo Fruto Rute, Córdoba

COL-25 Colletotrichum acututum^ Olivo Tallo Rute, Córdoba

COL-30 Cnlletotrichum gloeosparioides Olivo Pedúnculo Anteyuera. Málaga

COL-38 Coltetotrichwn sp. Olivo Fruto Las Navas C. Sevilla

COL-4l Colletutrichum gloeosporioide.c' Olivo Fruto Montsia, Tarragona

COL-42 CuNetotrichum acututunt' Olivo Fruto Montsia, Tarragona

COL-45 Colletotrichcnn gloco.cporioidesz Fresa Fruto IMI-356878

COL-49 Cottetotrichum sp. Olivo Fruto Osuna, Sevilla

COL-50 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Lucena, Córdoba

COL-51 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Lucena, Córdoba

COL-55 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Mollina, Málaga

COL-57 Cotletotrichum sp. Olivo Fruto Archidona, Málaga

COL-59 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Archidona, Málaga

COL-60 Cnlletotrichum sp. Olivo Fruto Archidona. Málaga

COL-61 Colletotrichrnn sp. Olivo Fruto Iznajar, Córdoba

COL-65 Colletan•ichum tp. Olivo Fruto Montilla, Córdoba

COL-66 Colletotrichum acutatum Olivo Fruto Hornachuelos, Córdoba

COL-68 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Montilla, Córdoba

COL-69 Cotletotricltum gloeo.cporioide.c Naranjo Hoja La Palomera, Córdoba

COL-77 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Constantina, Sevilla

COL-79 Clornerella aculatu Naranjo Tallo Huelva

COL-83 Calletotrichurn sp. Olivo Fruto Montilla, Córdoba

COL-84 Cotletotrichum gloeosporinides Fresa Fruto Sevilla

COL-85 Coltetotrichum acutatum Fresa Fruto Sevilla

COL-86 Colletotrichum acutatum Fresa Fruto Sevilla

COL-87 CoNetotrichttrn sp. Olivo Fruto Montilla, Córdoba

COL-88 Colletotriettum gtoeosporioides Olivo Fruto Montilla. Córdoba

COL-89 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Cabra, Córdoba

COL-90 Cnlletotrichum sp. Olivo Fruto Cabra. Córdoba

Los aislados que no tienen especie indicada muestran caracteRsticas morfológicas intermedias a ambas especies, com-
plejo C. ncutnturn /C. gloeo.cporioides. ^Aislados de características morfológicas intermedias pero identiticados molecu-
larmente como C. acutaturn. '-Aislados de referencia.
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En Andalucía, O^ivE^RA et al. (2005) han
estudiado distintas características morfológi-
cas y culturales de aislados de Colletntric%urn
spp. causantes de la Antracnosis del olivo. La
característica que se ha mostrado más útil para
diferenciar entre especies ha sido la morfolo-
gía de los extremos de las conidias. La mayo-
ría de los aislados (94.5%) mostraron más del
60% de las conidias mixtas, con un extremo
agudo (fusiforme) y el otro redondeado, mien-
tras que las conidias de C. Rloeospnrioides
presentaron los dos extremos redondeados, y
las de C. acututum, mayoritariamente los dos
extremos agudos (elipsoidales). Además, las
conidias de los aislados de Andalucía son más
estrechas que las descritas por SuT'roN (1980;
1992) para C. c^cutatun^, aunque sí se ajustan
a la anchura descrita por otros autores para
esta especie (SMiTH y BLACK, 1990). Por
tanto, la mayoría de aislados de Colleton•i-
chum estudiados han mostrado características
morfológicas intermedias a ambas especies,
de ahí, que se hayan incluido en el complejo
C. acutntum/C. gloeosporioides.

Para completar el estudio anterior, en el

presente trabajo se ha realizado una carac-

terización fisiológica y patogénica de aisla-

dos de Colletntrichunt spp. que afectan al
olivo en Andalucía. Las características

tisiológicas más usadas para la identifica-
ción de especies de Colletotrichu^^i son el

crecimiento en diferentes medios de cultivo

a diferentes temperaturas, y la sensibilidad
a distintos fungicidas (SuTTON, 1992; FaEE-

MAN e/ Cl/., 1998; ADASKAVEG y HARTIN,
1997). Así, se acepta que los aislados de C.

ncutatum de cítricos no son muy sensibles a

Benomilo, sufriendo un inhibición del cre-

cimiento entorno al 50% a 1 Ng ml-^. A la

misma dosis, el crecimiento de los aislados

de C. gloeosporioides es completamente
inhibido (PERES et al., 2004). La capacidad

de hidrolizar distintas proteínas también se

ha empleado para la diferenciación de espe-

cies fúngicas. En el caso de Colletotrichum

spp. se ha utilizado la capacidad de hidroli-

zar caseína, observándose que los aislados
de C. acart^tum poseen esta capacidad
mientras que los de C. gloeosporioides no

(MARTíN y GARCíA-F^cuERES, 1999; MAR-

TÍN et Cll., 2^)O► ).

Por oh-o lado, los estudios de patogenici-
dad también se hun utilizado para la caracte-
rización de especies fúngicas. Así, VAN DER
AA et ul., (1990), proponen lu realiiación de
tests de patogenicidad en Anen^o^^e coroiui-
ria pura separar la especie C. ucuru^^rm
(patogénica) de C. ,^^locns/^orioicles (no pato-
génica). En este sentido, los estudios realira-
dos han mostrado que la mayoría de las
especies de Colletotriclnmi están poco espe-
cializadas, aunque en pocas ocasiones se han
incluido aislados de C. acutu^u^i^ (BERNSTEw
et crl., 1995; PERES et ul., 2005>. En los estu-
dios realizados con aislados de olivo
(MoRA^, 2004; MuGNA^ et c^l., 1993), se ha
observado que muestran una apreciable
especialización patogénica aunque son capa-
ces de infectar y desarrollar enfermedad en
otros huéspedes distintos al de origen.

El objetivo principal del presente trabajo es
caracterizar tisiológica y patogénicumente los
aislados de Colletntrichum spp. causantes de
la Antracnosis del olivo en Andalucía.

MATERIAL Y MÉTODOS

1. Origen de los aislados
Los aislados de Collelolrirhum spp. pro-

cedían de frutos, pedúnculos, hojas y ttillos
de distintos cultivares de olivo en las provin-
cias de Córdoba, Málaga y Sevilla. Además,
se incluyeron varios aislados de olivo y fresa
de la colección del Laboratorio de Sanidad
Vegetal de Barcelona, dos aislados de naran-
jo de Huelva y Córdoba, y tres aislados de
fresa de Sevilla (Cuadro 1).

2. Caracterización fisiológica

2.1. Sensibilidad al fungicida Benomilo
La sensibilidad al fungicida Benomilo se

estudió sembrando 30 aislados de Cc^l/etotri-

chu^n spp. en Agar Patata Dextrosa (PDA: Dif-

coTM Potato Dextrose Agar) con 5 Ng ml^^ de
fungicida. Para conseguir una buena distri-

bución del fungicida en el medio de cultivo

se preparó una suspensión de I S mg de fun-
gicida comercial (Benomilo 50°h; Aragone-
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sas Agro, WP) en 50 ml de Agua Desioniza-
da Destilada (ADD) y estéril. La suspensión
se trasvasó a 1450 ml de PDA antes de su
solidificación (45°C) y se homogenizó. Por
último, el medio se vertió en placas de Petri
de 9 cm (25 ml placa I).

Los aislados se sembraron situando dis-
cos (5 mm) de PDA procedentes de la peri-
feria de una colonia en crecimiento. Las pla-
cas se sellaron con Parafilm® y se incuba-
ron a 22±2°C con fotoperíodo alterno de 12
h con luz blanca y próxima a ultravioleta (40
NE m-2 s- I ).

La evaluación se realizó a los 7 días
midiéndose el diámetro mayor y menor de
cada colonia. E1 cálculo del porcentaje de
inhibición se realizó comparando el creci-
miento de cada aislado en PDA y PDA más
5 µg ml-I de Benomilo. La unidad experi-
mental del ensayo fue la placa de Petri. Se
dispusieron tres placas por aislado y se hicie-
ron dos repeticiones del ensayo.

2.2 Evaluación de la capacidad de
hidrolizar caseína

Se estudió la capacidad de hidrolizar
caseína de 30 aislados de Colletotrichum
spp. sembrándolos en el medio de hidrólisis
de la caseína (CHM). La base de este medio
fue Agar Agua (AA) al 2% y como fuente de
caseína se utilizó leche en polvo descremada
(Sveltesse Nestle®).

En un ensayo previo, se evaluaron cuatro
concentraciones de leche en polvo en el
CHM. Para ello, se prepararon cuatro disolu-
ciones al 10, I5, 20 y 25% de leche en polvo
en ADD. Las disoluciones se esterilizaron en
autoclave a 120°C durante 15 min. A conti-
nuación, se añadían 20 ml de la disolución
de leche a evaluación a 980 ml de AA antes
de su solidificación. De las cuatro concentra-
ciones evaluadas, las más adecuada fue la
que usaba una disolución de leche al I S%, ya
que se formaban halos de hidrólisis de varios
mm que contrastaban bien con el color del
medio. De ahí, que se utilizará esta concen-
tración para el resto del ensayo.

EI medio se vertió en placas de Petri de 9
cm de diámetro (25 ml placa^ I) y la siembra

e incubación se realizó como se describe en
el apartado anterior. La evaluación se realizó
a los 5 días de incubación, tomándose como
dato la presencia o ausencia del halo de
hidrólisis alrededor de la colonia del patóge-
no. La unidad experimental del ensayo fue la
placa de Petri. Se dispusieron tres placas por
aislado y se hicieron dos repeticiones del
ensayo.

2.3. Análisis de los datos
Los datos se analizaron mediante el pro-

grama Statistix 8 (Analytical Software,
2003). Se aplicó un análisis de la varianza
completamente al azar y las comparaciones
de medias se realizaron según el test HSD
(Mínima Diferencia Significativa) protegido
de Tukey, al nivel de probabilidad del 5%.

3. Caracterización patogénica de ais-
lados

3.1 Inoculación de aceitunas maduras
Se inocularon aceitunas sueltas y sanas

con índice de madurez 3(BARRAtvco y
RALLO, 2005) de la variedad susceptible
`Hojiblanca' (MoRAL et al., 2004), con 17
aislados de Colletotrichum spp. de olivo, 1
de C. gloeosporioides de fresa y 1 de C. glo-
eosporioides de naranjo.

Las aceitunas fueron recogidas de árboles
sanos e introducidas en matraces con ] litro
de ADD estéril al que se añadieron 6 gotas
de Tween-20. Los matraces se mantuvieron
durante 4 min en un baño de ultrasonidos
para eliminar el cobre procedente de los tra-
tamientos químicos aplicados a los olivos en
el campo. A continuación, las aceitunas se
lavaron suavemente, manteniéndose bajo
una corriente de agua durante 45 min. Des-
pués se sumergieron en lejía (50 g Cl 1-I) al
] 0% durante 1 min, se lavaron nuevamente y
se dejaron secar.

La inoculación se realizó sumergiendo las
aceitunas en una suspensión de ]06conidias
ml-I durante 30 min. Los testigos se sumer-
gieron en ADD estéril.

Las aceitunas inoculadas se incubaron en
cámaras húmedas (100% humedad relativa)
en las condiciones anteriormente descritas.



BOL. SAN. VEG. PLAGAS. 33. 2007 ??3

Se realizaron tres repeticiones (cámaras
húmedas) con 20 aceitunas por tratamiento.

La evaluación se realizó semanalmente
durante 21 días utilizando una escala de seve-
ridad de 0-6 (0=no síntomas, 1=1-25% super-
ficie de la aceituna afectada, 2=26-50%,
3=51-75%, 4=76-99%, 5=100°Io aceituna con
podredumbre (jabonosa), 6=aceituna momifi-
cada). Posteriormente, se calculó el área bajo
la curva de progreso de la enfermedad
(ABCPE) y se dividió por un valor máximo
teórico para obtener el ABCPE relativa (%).

3.1. Inoculación de aceitunas inmaduras
Se inocularon aceitunas sueltas y sanas

con índice de madurez 0(Bn ►trtnrrco y
RA^^o, 2005) de la variedad susceptible
`Hojiblanca' (MoRnt, et al., 2004) con 5 ais-
lados de Colletotrichum spp. de olivo, 1 de
C. acututum de fresa, 1 de C. glneosporioi-
des y l de Glomerella cingulata de naranjo.

La inoculación se realizó por pulveri-r.a-
ción (2 kg cm-') de una suspensión de Sx 105
conidias ml-^. La preparación de los frutos,
la incubación y evaluación se realizaron
según lo descrito en el apartado anterioc Se
realizaron tres repeticiones (cámaras húme-
das con 20 aceitunas) por aislado.

3.2. Inoculación de frutos y hojas de
distintos huéspedes

Se realizaron inoculaciones cruzadas en
las que se utilizaron 2 aislados de C. acuta-
tum y 1 del complejo C. acutatum/C. gloeos-
porioides de olivo, 1 de C. Kloeosporioides
de naranjo, l de G. cingulata de naranjo y 1
de C. gloeosporioides de fresa. Se inocula-
ron los siguientes sustratos: frutos maduros
de manzano (Mulus x domestica `Golden
Delicious') y naranjo (Citrus sinensis `Navel
Lanelate' ); frutos inmaduros de fresa (Fra-
Raria x nnanassa `Camarosa') y almendra
(Prunus dulcis 'Guara'); y hojas jóvenes de
adelfa (Nerium oleander). Por último, se
evaluó la capacidad patogénica de 2 aislados
de naranjo y I de fresa en aceitunas `Hoji-
blanca' sobremaduras (recogidas en Abril)
comparándose con un aislado de olivo de
virulencia media.

Los frutos y hojas fueron lavados con
ADD y desinfestados sumergiéndolos en
agua con lejía (50 g Cl 1-^) al 10% durante I
min, posteriormente se volvieron a lavar y se
dejaron secar.

La inoculación se realizó situando sobre
la superficie de los frutos un bloque (9mm)
de PDA con micelio y conidias del patóge-
no. Con un altiler esterilizado se atravesó
el bloque de PDA clavándose someramente
en la superficie del fruto. Las hojas de
adelfa se inocularon de igual forma pero
con tres bloques (7 mm) de inóculo por
hoja. Este método se había mostrado útil
para estudiar diferencias de virulencia
entre aislados en ensayos previos (MoRat„
2004). La inoculación de las aceitunas e
incubación se realizaron de la fonna des-
crita anteriormente. Se dispusieron tres
repeticiones (cámaras húmedas con 10 fru-
tos u hojas) por aislado y huésped. En el
caso de las aceitunas nuevamente se utili-
zaron 20 frutos en cada repetición.

La evaluacióq se realizó periódicamente
midiéndose el diámetro mayor y menor de la
lesión causada por el patógeno. Para las
almendras y aceitunas, se utilizó la escala
descrita anteriormente. El tiempo de incuba-
ción osciló en función de la velocidad a la
que se desarrollaron las lesiones: 12 días
para las fresas, 14 para las aceitunas, 18 para
las hojas de adelfa, 21 para las almendras y
41 para las naranjas. Con las evaluaciones
temporales se calculó el ARBCPE (%) res-
pecto a un máximo teórico.

Para los testigos se utilizaron bloques de
PDA sin el patógeno. En el caso de las acei-
tunas se utilizó ADD estéril. Cuando finalizó
el ensayo se realizaron aislamientos en PDA
a partir de los tejidos afectados.

3.3. Análisis de los datos
Los datos se analizaron mediante el pro-

grama Statistix 8 (Analytical Software,
2003). EI diseño experimental fue comple-
tamente al azar y se aplicó un análisis de la
varianza. Cuando fue necesario, el ARBC-
PE (%) se transformó como aresen ^
(%/100). La comparación de medias se rea-
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lizó según el test HSD (Mínima Diferencia
Significativa) de Tukey, al nivel de proba-
bilidad del 5%.

RESULTADOS

1. Sensibilidad al fungicida Benomilo
El crecimiento micelial de los aislados de

Colletotrichum spp. en PDA con 5 Ng ml-^ fue
muy variable. El aislado COL-41 no fue
capaz de crecer en el medio con fungicida, en
cambio, el aislado COL-42 sólo disminuyó su
crecimiento un 41%. La inhibición estuvo
influida signiticativamente (P<0.05) por el
aislado. La comparación de medias (Test de
Tukey) mostró que los aislados COL-41,
COL-45, COL-69 y COL-79 fueron los más
afectados por el Benomilo sin mostrar dife-
rencias significativas entre sí. Por el contrario,
los aislados más tolerantes al fungicida fueron
el Col-42, COL-89 y COL-90 (Cuadro 2).

En general, se diferenciaron dos grupos. El
primero formado por aquellos aislados identi-
ficados en base a sus características morfoló-
gicas como C. gloeosporinides (COL-41,
COL-45, COL-69) o G. cirtgulata (COL-79),
procedentes de naranjo, fresa y olivo de Cata-
luña que se mostraron extremadamente sensi-
bles (inhibición >95%) al fungicida. El segun-
do constituido por los aislados de C. acutaturn
de fresa y de Colletntridiurn spp. de olivo de
Andalucía. Este grupo mostró un comporta-
miento continuo con 9 grupos homogéneos en
los que el porcentaje de inhibición oscilaba
entre un 41 y un 70% (Cuadro 2).

Cabe destacar que los aislados de olivo de
Andalucía COL-30 y COL-88 (tipo morfoló-
gico C. Kloeosporioides) se mostraron
moderadamente tolerantes al Benomilo.

Además de la comentada inhibición del
crecimiento, las colonias que se desarrolla-
ron en PDA más Benomilo presentaron
menor desarrollo de micelio aéreo algodono-
so y mayor producción de conidias.

2. Evaluación de la capacidad de hidro-
lizar caseína

EI halo de hidrólisis se pudo apreciar en
torno a las colonias de los aislados de Colle-

totrichum spp. desde el primer día de incu-
bación. No se observaron diferencias en la
transparencia del halo de hidrólisis pero sí en
su tamaño (Cuadro 2).

Los aislados identiticados atendiendo a
sus características morfológicas como C. glo-
eosporioides (COL-41, COL-45, COL-69) o
Glomerella cingulata (COL-79), procedentes
de olivo de Cataluña, fresa y naranjo, no
mostraron capacidad de hidrolizar la caseína.
En cambio, los aislados de C. acutatum de
fresa y de Colletotrichu»^ spp. de olivo de
Andalucía sí mostraron halo de hidrólisis en
el medio CHM. Cabe destacar yue todos los
aislados de olivo de Andalucía, independien-
temente de sus características morfológicas,
mostraron halo de hidrólisis en torno a la
colonia en crecimiento (Cuadro 2).

3. Inoculación de aceitunas maduras
Todos los aislados de Colletotrichrnn

spp. evaluados, independientemente del
huésped de origen, fueron patogénicos en
aceitunas maduras (IM=3) aunque hubo
diferencias muy acusadas de virulencia. La
comparación de medias utilizando el test de
Tukey mostró 5 grupos homogéneos. EI
grupo mayoritario estaba formado por ais-
lados de olivo con un ARBCPE>67%
(Figura 1). Todos los aislados de olivo cau-
saron en los frutos inoculados exudados
anaranjados-mucilaginosos de conidias
(síndrome de "Aceituna jabonosa") caracte-
rísticos de la Antracnosis del olivo (Figura
2D). Los aislados de referencia (COL-9 y
COL-30) fueron los menos virulentos de los
aislados de olivo evaluados.

Los aislados de fresa y naranjo (COL-45
y COL-69) fueron escasamente patogénicos
(ARBCPE<11%) diferenciándose significa-
tivamente (P=0.05) del resto de aislados de
olivo. Además, las aceitunas afectadas por
éstos mostraron lesiones necróticas redonde-
adas cubiertas de pústulas sin producir el
síndrome característico de aceituna jabono-
sa. La observación al microscopio (400A)
contirmó que las pústulas se trataban de
conidiomas acervulares (acérvulos) poco
desarrollados y sin esporular.
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Cuadro 2. Sensibilidad al fungicida Benomilo y capacidad de hidrolizar la caseína de los aistados de
Colletotrichum spp. estudiados

??S

Aislado^ Inhihición (%12 Hidreílisis Caseína^

COL-41 i cx^.o
COL-69 99b5

COL-79 99.40

COL-45 96.56

COL-55 70.2 I ++

COL-77 69.90 ++

COL-83 69.80 ++

COL-25 69.26 ++

COL-59 68.95 ++

COL-51 67.63 ++

COL-60 66.93 ++

COL-24 fi4.9ti ++

COL-88 64.47 ++

COL-87 64.33 ++

COL-30 63.68 ++

COL-68 ^i.sx ++

COL-49 61.65 ++

COL-84 60.54 ++

COL-65 60.42 ++

COL-50 59.79 ++

COL-38 52{.88 ++

COL-R6 SR.66 +

COL-57 s7.24 ++
COL-66 56.43 ++

COL-61 55.71 ++

COL-09 55.71 ++

COL-85 51.20 +

COL-90 46.51 ++

COL-89 43.49 ++

COL.-42 41.38 ++

HSD`^ 6.32

^ Las carecterítitica^ de los aislados se indican en Cuadro L^ Inhibición del crecimiento micelial en el medio PDA con
Benomilu (5 Ng/ml). 3 Nivel de actividad proteolítica: '-' sin actividud; `+' halo de hidr6lisis s 2mm de anchura; '++'

halo de hidrólisis >2mm de anchura. 4 Mínima diferencia significativa según test de Tukey protegido de Fisher (P=O.OS).

4. Inoculación de aceitunas inmaduras
Al igual que en el caso anterior los 5 ais-

lados de olivo, independientemente del tipo
morfológico, fueron patogénicos aunque con
diferencias significativas (P=0.05) de viru-
lencia. Nuevamente, el aislado de referencia
(COL-30) fue el menos virulento de los de

olivo. Todos los aislados de olivo causaron el
síndrome característico de "Aceitunas jabo-
nosa".

Los aislados de C. g/oeosporioicles^ y G.
citigulcitu de naranjo (COL-69 y COL-79)
fueron escasamente patogénicos, con un I 8 y
5% de ARBCPE, respectivamente; adem^ís,
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Figura I. Área Relativa Bujo la Curva de Progreso de la Enfermedad en aceitunas maduras de la variedad 'Hojiblanca'
inoculadas con 19 aislados de Cofletotrrchion spp. Barras con la misma letra no difieren signiticativamente entre si,

según el test de Tukey protegido de Fisher (P=0,05).

causaron necrosis localizadas diferenciándo-
se de los síntomas causado por los aislados
de olivo (Figura 3; Figura 2C).

Los aislados de Colletotrichum spp. de
fresa (COL-84 y COL-86) fueron no patogé-
nicos aunque causaron una maduración anó-
mala. Así, mientras en los testigos la epider-
mis del fruto viró a negro (IM=4) en los ino-
culados ésta mostró "islas verdes" en los
puntos de infección (Figura 3; Figura 2B).

5. Inoculación de frutos y hojas de dis-
tintos huéspedes

En el tercer ensayo de inoculación, la
mayoría de aislados fueron patogénicos en
los distintos huéspedes aunque hubo diferen-
cias de virulencia muy acusadas. En las acei-
tunas sobremaduradas los 4 aislados fueron
patogénicos. EI aislado de olivo (COL-57)
fue notablemente más virulento y se diferen-

ció signiticativamente (P=0,05) de los tres
restantes (Cuadro 3). Nuevamente, los aisla-
dos procedentes de naranjo y fresa presenta-
ron síntomas diferentes a los aislados de
olivo (Figura 2C). Debido al estado de sobre-
madurez del fruto, el aislado de olivo produ-
jo abundante micelio y acérvulos en la super-
ficie de las aceitunas.

Los aislados ensayados causaron en las
hojas de adelfa una mancha necrótica segui-
da de un halo clorótico (Figura 4C). Única-
mente los aislados de naranjo (COL-69 y
COL-79) llegaron a formar acérvulos. Los
aislados de olivo fueron escasamente viru-
lentos, resultando uno de ellos (COL-9) no
patogénico (Cuadro 3).

En las almendras, los 6 aislados ensayados
se mostraron patogénicos aunque con diferen-
cias significativas (P=0,05) de virulencia.
Cabe destacar, que las almendras testigos pre-
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sentaron podredumbre causada por Alternuriu
sp. La infección por Colletotrichum spp. en
las almendras se confirmó por el reaislamien-
to del patógeno de zonas alejadas del punto de
inoculación. La infección conjunta por ambos
patógenos fue común y, en general, causó sín-
tomas severos (Cuadro 3).

Los seis aislados evaluados fueron patogé-
nicos sobre frutos de fresa aunque hubo dife-
rencias significativas (P=0,05) de virulencia
(Cuadro 3). Además de las diferencias de
virulencia, los aislados Col-42, Col-57 y, en
menor medida el Col-45, se diferenciaron de
los restantes en los síntomas inducidos pro-
duciendo una gran cantidad de acérvulos con
masas anaranjadas de conidias (Figura 4A).

^

Cinco de los seis aislados evaluados fueron
patogénicos sobre manzana aunque con dife-
rencias signiticativas (P=0,05) de virulencia.
Las diferencias en la severidad fueron muy
acusadas durante los primeros días del ensayo
y disminuyeron conforme avanzó éste. La
comparación de medias mostró tres grupos
homogéneos destacando por su virulencia el
aislado COL-69. La sintomatología fue muy
similar en todos los casos aunque hubo dife-
rencias en la capacidad de producir acérvulos
sobre las lesiones ( Cuadro 3; Figura 4B).

El aislado COL-45 se comportó como no
patogénico sobre naranja. Dos naranjas mos-
traron infecciones por Penicillium sp. y se
retiraron del ensayo para evitar contamina-

Figura 2. Síntom^s causados por Colletorrichurn spp. y Glomerelln ririgul^uu en ^ceitunas.
A) Aceitunas testigo. B) Inoculudas con C. acumtum de fresa, obsérvense las "islas verde5'.

C) Inoculadas con G. cingulatu de naranjo. D) Inoculadas con C. nciuntum de olivo,
obsérvetie el síndrome caracteristico "Aceituna jabonosá'
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Cua^ro 3. Inoculación de aislados de Cotletotrich^mr spp. en frutos y ho,jas de distintos huéspedes

Seceridad de los síntomas causados

Huésped Olivo Adelfa
Aislado^ de origen (fruto (hojas

sobremaduro) jóvenes)

COL-57 Olivo 70,66a^ / ++? 3,356 / -

COL-42 Olivo - 5.42b / -

COL-09 Olivo - NW

COL-69 Naranjo 33,46b / + 39,92ab / ++

COL-79 Naranjo 31,04b / + 82,24a / ++

COL-45 Fresa 35,90h /+ 66,41 a/-

Testigo

Almedro Fresa Manzano Naranjo
(fruto (fruto (fruto (fruto

inmaduro) inmaduro) maduro) maduro)

77,04a /++ 37,93b /++ 45,40b /++ 4, I I b/-

77,29a /++ 31, l I bc /++ 24,79bc /++ 3,43b /-

78,49a /++ 2,65d /- 23,7 I c/- 7,70 6/-

61,34ab / ++ 61,09a / ++ 92,79a / ++ 73,67a / -

74,99ab / ++ 4,49d / ++ 14.14c / ++ I2,76b / -

52,57bc /++ I 9,41 c/++ NP NP

33,01 cs / -

^Las características de los aislados se indican en el Cuadro I. 'Área relativ^ bajo la curva de progreso de la enfermedad
(%), medias con la misma letra no ditiereq significativamente entre si, según el test de Tukey protegido de Fisher
(P=0.05). !Formación de conidiomas: '++' acérvulos esporulados; `+' acérvulos no esporulados; '-' ausencia de acérvu-
los. ^NP, aislado no patogénico. 'Infección causada por Allernnria sp.

ciones. Las diferencias de virulencia fueron
muy patentes: el aislado COL-69, causó
lesiones de 82 mm a los 41 días y el COL-79
de 20 mm; mientras que los aislados de olivo
COL-9, 57 y 42 produjeron lesiones inferio-
res a 9 mm. La comparación de medias del
ARBCPE (°Ic) mostró dos grupos homogéne-
os distintos, diferenciándose significativa-
mente (P=0.05) el aislado COL-69 del resto.
Ninguno de los aislados formó acérvulos
sobre las lesiones (Cuadro 3; Figura 4D). En
los aislamientos realizados a partir de las
lesiones se obtuvo, en todos los casos, el
patógeno inoculado.

DISCUSIÓN

La heterogeneidad de las poblaciones de

Col[etotrichum ha impedido que puedan

identit3carse claramente las especies de este

género mediante caracteres morfológicos o

tisiológicos. La presencia de aislados con

características morfológicas y fisiológicas

intermedias ha sido observada por distintos

aUÍOreS (F^RSTER y ADASKAVEG, 1999;

GuERBER et al., 2003). Así, aislados con

características morfológicas intermedias a C.

acutunun y C. gloeosporioides se han aso-

ciado a la Antracnosis del olivo en Andalucía

(OLIVEIRA et al., 2005). Este trabajo supone

la continuación del llevado a cabo por OLI-

vEtRA et aL (2005), estudiando característi-
cas fisiológicas y patogénicas de los mismos
aislados.

Los ensayos de resistencia a Benomilo

han mostrado que los aislados de C. gloeos-

porioides y G. cingulata procedentes de

olivo de Cataluña, naranjo y fresa son muy

sensibles a este fungicida. En cambio, los

aislados causantes de la Antracnosis del

olivo en Andalucía, independientemente de

su tipo morfológico, se han mostrado mode-

radamente tolerantes. Estos resultados no se

ajustan al comportamiento esperado, ya que

se acepta que los aislados de C. gloeospo-

rioides son muy sensibles a Benomilo, mien-

tras que los de C. acutatum son relativamen-

te tolerantes (BERSTE ►N et al., 1995; BROwN

et al., 1996; FREEMAN et al., 1998). La

mayor sensibilidad de los aislados de C. glo-

eosporioides al fungicida Benomilo también

ha sido observada con aislados de olivo

(AGOSTEO et ai., 20U0., TALHINHAS et ai.,

2005). No obstante, existen excepciones a

este comportamiento (FREEMAN et al., 1998).

La tolerancia al Benomilo de los aislados
del complejo C. acutatum/C. gloeosporioides
de olivo de Andalucía confirma su mayor
proximidad a la especie C. acutatum, como
indican otros datos morfológicos y genéticos
(MARTíN et al., 2002; OLIVEtRA et al., 2005).
La menor sensibilidad de estos aislados a
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Figura 3. Área Relativa Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad en aceitunas inmaduras de la variedad
'Hojiblanca' inoculadas con 9 aislados de Col(erutrichum spp. Barras con la misma letrx no ditieren signiticativamente

entre si, según el test de Tukey protegido de Fisher (P=0,05). *Ai^lados no patogénicos

Benomilo también podría atribuirse al uso de
dicho fungicida en la lucha contra patógenos
foliares del olivo, pero este fungicida no ha
sido comúnmente utilizado en el olivar anda-
luz. Además, en investigaciones recientes no
se ha encontrado relación entre el historial de
aplicación del Benomilo en una plantación y
la resistencia de los aislados procedentes de
ésta (PettES et nl., 2004).

El segundo factor fisiológico estudiado ha
sido la capacidad para hidrolizar la caseína.
Los aislados de Colletotrichum de olivo de
Andalucía, independientemente de su tipo
morfológico, presentaron actividad proteolí-
tica, expresada mediante un halo translúcido
en el borde de la colonia. En cambio los ais-
lados de C. gloeosnorioides de olivo procen-
dentes de Cataluña, naranjo o fresa no mos-
traron esta cualidad. Estos resultados coinci-
den con los obtenidos por MaaTítv et ul.
(2002), y nuevamente muestran la mayor
proximidad de los aislados de olivo de Anda-
lucía a la especie C. acutatum.

La patogenicidad o especialización pato-
génica de los aislados de Cnl/etot,-ic•htnn spp.

sobre sus huéspedes ha sido un carácter uti-
lizado tradicionalmente en la identiticación
de especies o subespecies de este género

(Attx, 1970; SuT-rotv, 1980). Sin embargo,
este punto ha sido poco desarrollado en el
caso de la Antracnosis del olivo. La caracte-

rización patogénica de Colletotricht.nn spp.
en aceitunas requiere tener en cuenta dos

factores críticos: la existencia de heridas en

los frutos y su estado de madurez. EI prime-

ro de ellos es un factor que puede ser deter-
minante en la infección (Bni^EV et nL,

1992). En aceitunas, generalmente se admite

que no son necesarias las heridas para que se

desarrolle enfermedad (MnTeo-SncnsTA,
1968; BouHMt^t, 1999), aunque existen refe-

rencias que contradicen esta atirmación
(►'iRANITI y LAVIOLA, 19H 1;^iRANITI et LJI.,

1993). En este trabajo, se observa que la sus-
ceptibilidad aumenta con la maduración del

fruto y que el patógeno es capaz de producir
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Figura 4. Síntomas causados por Colletotrichum spp. y Glomerelln cingulata en distintos huéspedes.
A) Fresas inoculadas con C. acutatum de olivo. B) Manzanas inoculadas con C. gloeosporioicles de naranjo.
C) Hojas de adelfa inoculadas con G. cingulata de naranjo. D) Naranja inoculación con C. gloeosporioides

de naranjo.

infección y enfermedad en ausencia de heri-

das como previamente se había observado

(BOUHMIDI, 19►9).

Por otro lado, los ensayos han demostra-
do que existen diferencias de virulencia
entre aislados de olivo coincidiendo con
observaciones de otros autores (MUGNAI et
al., 1993; TALH1NHAS et al., 2005). La menor
virulencia de los aislados de referencia
COL-9 (C. acutatum), COL-30 (C. gloeos-
porioides) y COL-42 (C. acutatum) podría
atribuirse a un fenómeno común de pérdida
de virulencia (atenuación) por envejecimien-
to y cultivo continuado en sustratos artificia-
les (DH1NCRA y S1NCl_AIR, 1995). Las dife-
rencias de virulencia entre los aislados de

olivo y de otros huéspedes en aceituna fue-
ron notables y más acusadas cuando los
ensayos se realizaron con aceitunas inmadu-
ros. Además, cabe destacar que los aislados
de fresa y naranjo nunca llegaron a causar el
síndrome de Aceituna jabonosa, aunque
otros autores no han observado diferencias
de síntomas (MuoNAI et al., 1993; TALHIN-
HAS et aL, 2005). Los resultados obtenidos
muestran una notable especialización pato-
génica de los aislados de olivo de Andalucía.
Estas observaciones permiten sugerir que el
agente causal de la Antracnosis del olivo en
Andalucía puede tratarse de una forma espe-
cializada de Colletotrichum, como se ha
indicado en el sur y centro de Italia (A^os-
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TEO et al., 2003; ScARITO et al., 2003). Sin
embargo, nuestros resultados contrastan con
investigaciones que muestran que la pobla-
ción que ataca al olivo en Cataluña y Portu-
gal está formada mayoritariamente por C.
acutatum aunque ocasionalmente se aísla C.
gloeosporioides (MARTiN y GARC[A, 1999;
TALH[NHAS et a[., 2005). Una tercera situa-
ción se da en Sicilia (Italia) donde todos los
aislados estudiados se ajustan a la especie C.
gloeosporioides (ScARtTO et al., 2003). Las
diferencias observadas en los aislados de
Colletotrichum spp. entre las distintas zonas
oleícolas europeas puede deberse a un fenó-
meno de especialización geográfica y/o
varietal al tratarse de zonas aisladas y gene-
ralmente de cultivo monovarietal.

La presencia de micelio aéreo en la acei-
tuna maduras, un síntoma anómalo para
Colletotrichum spp., pudo deberse al debili-
tamiento de la epidermis debido al estado de
sobremadurez de los frutos. Este síntoma
también ha sido observado por otros autores
(TALHINHAS et al., 2005).

La inoculación de fresas inmaduras del

cv. `Camarosa' ha puesto de manifiesto gran-

des diferencias de virulencia entre aislados

destacando uno de naranjo (Col-69) y dos de

olivo (COL-57 y COL-42). El aislado proce-

dente de fresa (COL-45) resultó poco viru-
lento, lo que contrasta con estudios previos

que destacan la mayor virulencia de los ais-
lados procedentes del mismo huésped
(LEGARD, 2^^^; FREEMAN et al., 20^1). Nue-

vamente se trata de un aislado de referencia

antiguo que podría haber perdido virulencia.

La elevada virulencia mostrada por los
aislados de olivo y naranjo en fresa tiene
especial importancia por varios motivos: i) la
especie C. acutatum es un patógeno de cua-
rentena en la UE, ii) en las actuales planta-
ciones de fresa en Andalucía existe una ele-
vada homogeneidad genética con un predo-
minio de variedades sin resistencia (ej.
`Camarosa'), iii) existen zonas agrícolas
(Huelva) con plantaciones próximas de
fresa, naranjo y olivo. No obstante, la disper-
sión de las conidias en condiciones naturales
se produce a corta distancia, mientras que la
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dispersión a media y larga distancia está aso-
ciada a las labores agrícolas y al estado
sexual del hongo (G. acutatct), el cual nunca
se ha detectado en campo (LEGAR^, 2000;
PERES et al., 2005). Asimismo, las inocula-
ciones artificiales se realizan en condiciones
óptimas para que se desarrolle enfermedad si
se comparan con las condiciones de infec-
ción natural. Lo anterior podría explicar el
que no se hayan encontrado evidencias de
yue la infección cruzada se produzca en
campo (FREEMAN et nl., 1998).

Las diferencias de virulencia entre los dis-

tintos aislados inoculados en naranjas han

sido muy notables. Los dos aislados que pro-

cedían de naranjas fueron los más virulentos,

des[acando el Col-69 (C. glnensporiuide.c).
Los aislados de Col[etnn•iclncro spp. utiliza-
dos causaron lesiones mínimas (< 10 mm) en

las naranjas. La especialización patogénica
de las especies de Colletotrichurn en diferen-
tes tejidos del naranjo ha sido descrita: los
aislados de C. ^loeosporioides causan lesio-
nes deprimidas en la superficie de las naran-

jas, principalmente en posrecolección; mien-
tras que los aislados de C. acutatum infectan
a los pétalos e inducen la caída de frutos

pequeños y]a formación de cálices persis-

tenteS (AGOSTINI y^I'IMMER, 1 yy2; TIMMER y

BROwN, 2000). La no patogenicidad o escasa
virulencia de los aislados de olivo en cítricos

también ha sido observada por otros autores
(CABRAL, 1941; LATINOVIC y VuclNlc, 2002;
MuGNA ► et al., 1993).

En las almendras, el método utilizado per-
mitió comparar la virulencia de los aislados
a pesar de las interferencias causadas por
Alternaria sp. Posiblemente, la capa pilosa
que tapiza el exocarpo de la drupa sirvió de
protección a las conidias de Alternuriu sp.
que escaparon a la desinfestación con lejía.
En cualquier caso, el reaislamiento de Colle-
totrichum de zonas alejadas al punto de ino-
culación contirmó la infección y enfermedad
de las almendras. En estudios previos se
había constatado la infección en almendra
por aislados de C. ucutatum y C. ^^loenspo-
rioides procedentes de distintos huéspedes;
aunque las técnicas moleculares (RAPD)
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han demostrado que los biotipos que afectan
a almendra en California y en Carolina del
Norte son diferentes de los que infectan a
fresa, melocotón y manzana (A^ASKAVE^ y
FbRSTER, 2^0^; FREEMAN et al., 1998). Por
otro lado, la escasa importancia económica
que tiene la Antracnosis del almendro en
España podría deberse a las condiciones de
aridez que se dan en las zonas de producción
durante los primeros estadios del desarrollo
del fruto.

Las inoculaciones cruzadas con aislados

de Colletotrichum procedentes de distintos

huéspedes en manzana han sido frecuentes

en los estudios de patogenicidad de este coe-

lomlcet0 (BERNSTEIN ^t al., 1995; FREEMAN

et al., 1998; 2001). En el presente trabajo los

aislados de Colletotrichum spp. de olivo han

sido patogénicos en manzana coincidiendo

con otros autores (GRANtTI et al., 1993;

MucNAI et al., 1993).
La inoculación en hojas jóvenes de adelfa

ha permitido separar los aislados de Colletn-
trichum spp. de olivo, que han resultado no
patogénicos o escasamente virulentos, del
restos de aislados ensayados. En estudios
anteriores se había observado el comporta-
miento no patogénico de los aislados de
olivo en hojas de adelfa, mientras que aisla-
dos de C. gloeosporioides de Anonna muri-
catu y naranjo sí ocasionaron infección y
enfermedad (CACC1oLA et al., 1996).

Puede concluirse que los aislados de Co(le-
totrichum spp. causantes de la Antracnosis del
olivo en Andalucía, independientemente de su
tipo morfológico, muestran características
tlsiológicas próximas a la especie C. acuta-
tum. Asimismo, las inoculaciones realizadas
han mostrado que estos aislados poseen una
notable especialización patogénica sobre
olivo si bien son capaces de infectar y desa-
rrollar síntomas en otros huéspedes. Actual-
mente, aislados con conidias atípicas, con uno
o los dos extremos redondeados, han sido
identificados como C. acutatum sensu lato en
base a criterios moleculares (GuERBER et a/.,
2003). Por lo tanto, la caracterización mole-
cular puede ser clave en el esclarecimiento de
la etiología de la Antracnosis del olivo en
Andalucía.
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ABSTRACT

MoRnL J., R. OuvEiaA, L C. TELLO, A. TRnNeao. 2007. Physiological and pathoge-
nic characterization of Cnlletotrichum isolates causing olive anthracnose. Bol. San. Ueg.
Pingas, 33: 219-234.

Olive anthracnose, caused by Colletotrichum ncututum and C. gloeo.rporioides, is a
serious disease in many regions in the world, causing fruit rot and branch dieback. Itiola-
tes of Colletotrichum causing olive anthracnose in Andalusia, southern Spain, have morp-
hological and cultural characteristics intermediate between both species, although closer
to C. acutatum morphospecies. In this research work, isolates from Andalusia were com-
pared with representative isolates of C. ucututum and C. gloeosporinides for physiologi-
cal and pathogenic characteristics. Growth of isolates on a casein medium and PDA
emended with the fungicide benomyl showed that Andalusian isolates produced casein
hydrolysiti and were tolerant to benomyl, similar to C. acuratum isolates. [noculation of
detached fruits of almond, apple, olive, orange, und strawberry, and leaves of oleander
with isolates of C. ucutatum and C. gtoeospurioides from three different hosts (olive,
orange and strawberry) showed grent differences in virulence and some degree of host
specialization. Higher host specialization occurred with isolates from olive. On olive
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fruiLti, these isolates caused typical anthracnose symptorns and they were mure virulent
than the rest of Culletotrichum isolates. Olive isola[es differed in virulence on olive fruits.
although there were not differences between both Cnlletotrichum species. Mature olive
fruits were more susceptible than immature ones, but immature fruits showetl highe r dif-
ferences amongst isolates. Other important differential host for olive isolates was olean-
der. On oleander leaves, olive isolates were not puthogenic or scarcely virulent while iso-
lates from other hosts were highly virulent.

Key words: C. ru'wuhurt, C,^loeuspuriuiclcs, Gloeas^poriunt rrlirannn, Olr•u eurnpaea.
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