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PATOLOGIA

Caracterizacion fisiologica y patogénica de aislados de
Colletotrichum spp. causantes de la antracnosis del olivo

J. MorAL, R. OLIVEIRA, J. C. TELLO, A. TRAPERO

INTRODUCCION

Las enfermedades

La Antracnosis del olivo, causada por C. acutarum 'y C. gloeosporioides, es una grave
enfermedad en numerosas regiones olivareras del mundo, originando podredumbre de
aceitunas (aceituna jabonosa) y puntisecado de ramas. Los aislados de Colletorrichum
causantes de la Antracnosis del olivo en Andalucia presentan caracteristicas morfol6gi-
cas y culturales intermedias entre estas dos especies, aunque algo mds préximas a la
morfoespecie C. acutatum. En este trabajo, los aislados andaluces se han comparado con
aislados representativos de las dos especies respecto a algunas caracteristicas fisiolégi-
cas y patogénicas. El crecimiento de los aislados en un medio con caseina y en PDA con
el fungicida benomilo ha puesto de manifiesto que los aislados andaluces produjeron
hidrélisis de la caseina y fueron tolerantes al benomilo, al igual que los aislados de refe-
rencia de C. acutatum. La inoculacién de frutos separados de almendro, fresa, manzano,
naranjo y olivo, asi como de hojas de adelfa, con aislados de C. acutatum y C. gloens-
porioides procedentes de diferentes huéspedes (fresa, naranjo y olivo) ha puesto de
manifiesto diferencias de virulencia y cierto grado de especializacién patogénica entre
aislados. La mayor especializacién patogénica correspondié a los aislados de olivo, ya
que fueron mas virulentos en aceitunas que el resto de aislados y los dGnicos que causa-
ron el sindrome de aceituna jabonosa. Aunque existieron diferencias de virulencia entre
ellos, €stas no se correspondieron con la especie morfoldgica de Colletotrichum. Las
aceitunas maduras fueron mds susceptibles que Jas verdes, pero éstas permitieron detec-
tar 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, que fueron altamente virulentos.

J. MoraL, A, Trapero. Grupo de Patologia Agroforestal. Dpto. de Agronomia.
ETSIAM. Campus Universitario de Rabanales. Universidad de Cérdoba. Apdo. 3048.
14080-Cérdoba

R. OLIVEIRA. Facultad de Ciencias Agrarias de Huambo, Universidade Agustinho Neto,
Angola

J. C. TeLro. Dpto. Produccién Vegetal. EPS. Universidad de Almeria. La Caiiada de San
Urbano s/n. 04120-Almeria

Palabras clave: C. acutatum, C. gloeosporioides, Olea europaea, Gloeosporium oli-
varum.

tro géneros de ascomicetos: Diplocarpon,
Elsinoé, Glomerella y Gnomonia, que se

conocidas como corresponden con distintos géneros de hongos

“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-

imperfectos pertenecientes a los Melanconia-
les. Dentro de los anamorfos, los més impor-
tantes son Colletotrichum (=Gloeosporium),
Coryneum, Cylindrosporium, Marssonina,
Melanconium y Sphaceloma (AGR10s, 2005).
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En Espafa 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 (MARTIN y GARCIA-FIGUERES,
1999; MARTIN et al., 2002; TALHINHAS et al.,
2005). En cambio, en Sicilia los aislados de
Colletotrichum que afectan al olivo han sido

descritos como C. gloeosporioides sensu
stricto (SACARITO et al., 2003). Aunque los
aislados de Colletotrichum que afectan al
olivo en Calabria, Apulia y Cerdefia (sur de
Italia) y Umbria (centro de Italia) han mostra-
do caracteristicas genéticas y fisioldgicas dis-
tintas a C. acutatum y C. gloeosporioides,
siendo descritos como Colletotrichum sp.
olivo-especifico (AGOSTEO et al., 2003).

Cuadro 1. Aislados de Colletotrichum spp. estudiados

Tejido

Aislado Especie Huésped afectado Procedencia
COL-09 Colletotrichum acutatum’ Olivo Pedinculo Antequera, Mdlaga
COL-24 Colletotrichum acutatum’ Olivo Fruto Rute, Cérdoba
COL-25 Colletotrichum acutatum’ Olivo Tallo Rute, Cérdoba
COL-30 Colletotrichum gloeosporioides Olivo Pedinculo Antequera, Mélaga
COL-38 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Las Navas C. Sevilla
COL-41 Colletotrichum gloeosporioides? Olivo Fruto Montsia, Tarragona
COL-42 Colletotrichum acutatum? Olivo Fruto Montsia, Tarragona
COL-45 Colletotrichum gloeosporioides? Fresa Fruto IMI-356878
COL-49 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Osuna, Sevilla
COL-50 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Lucena, Cérdoba
COL-51 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Lucena, Cérdoba
COL-55 Colletotrichum sp. Otlivo Fruto Mollina. Mélaga
COL-57 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Archidona, Malaga
COL-59 Colletorrichum sp. Olivo Fruto Archidona, Malaga
COL-60 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Archidona, Mélaga
COL-61 Colletorrichum sp. Olivo Fruto Iznajar, Cérdoba
COL-65 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Montilla, Cérdoba
COL-66 Colletotrichum acutatum Olivo Fruto Hornachuelos. Cérdoba
COL-68 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Montilla, CSrdoba
COL-69 Colletotrichum gloeosporioides Naranjo Hoja La Palomera, Cérdoba
COL-77 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Constantina, Sevilla
COL-79 Glomerella acutara Naranjo Tallo Huelva
COL-83 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Montilla, Cérdoba
COL-84 Colletotrichum gloeosporioides Fresa Fruto Sevilla
COL-85 Colletotrichum acutatum Fresa Fruto Sevilla
COL-86 Colletotrichum acutatum Fresa Fruto Sevilla
COL-87 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Montilla, Cérdoba
COL-88 Colletotrichum gloeosporioides Olivo Fruto Montilla, Cérdoba
COL-89 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Cabra, Cérdoba
COL-90 Colletotrichum sp. Olivo Fruto Cabra, Cérdoba

Los aislados que no tienen especie indicada muestran caracteristicas morfolégicas intermedias a ambas especies, com-
plejo C. acutatum /C. gloeosporioides. | Aislados de caracteristicas morfolégicas intermedias pero identificados molecu-

larmente como C. acutatum. 2Aislados de referencia.
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En Andalucia, OLIVEIRA et al. (2005) han
estudiado distintas caracteristicas morfologi-
cas y culturales de aislados de Colletotrichum
spp. causantes de la Antracnosis del olivo. La
caracterfistica que se ha mostrado mds ttil para
diferenciar entre especies ha sido la morfolo-
gia de los extremos de las conidias. La mayo-
ria de los aislados (94.5%) mostraron més del
60% de las conidias mixtas, con un extremo
agudo (fusiforme) y el otro redondeado, mien-
tras que las conidias de C. gloeosporioides
presentaron los dos extremos redondeados, y
las de C. acutatum, mayoritariamente los dos
extremos agudos (elipsoidales). Ademds, las
conidias de los aislados de Andalucia son mas
estrechas que las descritas por SUTTON (1980;
1992) para C. acutatum, aunque si se ajustan
a la anchura descrita por otros autores para
esta especie (SMITH y BLack, 1990). Por
tanto, la mayoria de aislados de Colletotri-
chum estudiados han mostrado caracteristicas
morfolégicas intermedias a ambas especies,
de ahi, que se hayan incluido en el complejo
C. acutatum/C. gloeosporioides.

Para completar el estudio anterior, en el
presente trabajo se ha realizado una carac-
terizacién fisioldgica y patogénica de aisla-
dos de Colletotrichum spp. que afectan al
olivo en Andalucia. Las caracteristicas
fisiolégicas mas usadas para la identifica-
cién de especies de Colletotrichum son el
crecimiento en diferentes medios de cultivo
a diferentes temperaturas, y la sensibilidad
a distintos fungicidas (SUTTON, 1992; FREE-
MAN et al., 1998; ADASKAVEG y HARTIN,
1997). Asi, se acepta que los aislados de C.
acutatum de citricos no son muy sensibles a
Benomilo, sufriendo un inhibicién del cre-
cimiento entorno al 50% a | pg 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 proteinas también se
ha empleado para la diferenciacién de espe-
cies fungicas. En el caso de Colletotrichum
spp. se ha utilizado la capacidad de hidroli-
zar caseina, observandose que los aislados
de C. acutatum poseen esta capacidad
mientras que los de C. gloeosporioides no

(MARTIN y GARCIA-FIGUERES, 1999; MAR-
TiN et al., 2002).

Por otro lado, los estudios de patogenici-
dad también se han utilizado para la caracte-
rizacion de especies flngicas. Asi, VAN DER
AAa et al., (1990), proponen la realizacién de
tests de patogenicidad en Anemone corona-
ria para separar la especie C. acutatum
(patogénica) de C. gloeosporioides (no pato-
génica). En este sentido, los estudios realiza-
dos han mostrado que la mayoria de las
especies de Colletotrichum estdn poco espe-
cializadas, aunque en pocas ocasiones se han
incluido aislados de C. acutatum (BERNSTEIN
et al., 1995; PERES et al., 2005). En los estu-
dios realizados con aislados de olivo
(MORAL, 2004; MUGNAL et al., 1993), se ha
observado que muestran una apreciable
especializacion 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 fisioldgica y patogénicamente los
aislados de Colletotrichum spp. causantes de
la Antracnosis del olivo en Andalucia.

MATERIAL Y METODOS

1. Origen de los aislados

Los aislados de Colletotrichum spp. pro-
cedian de frutos, pedinculos, hojas y tallos
de distintos cultivares de olivo en las provin-
cias de Cérdoba, Malaga y Sevilla. Ademas,
se incluyeron varios aislados de olivo y fresa
de la coleccién del Laboratorio de Sanidad
Vegetal de Barcelona, dos aislados de naran-
jo de Huelva y Cérdoba, y tres aislados de
fresa de Sevilla (Cuadro 1).

2. Caracterizacion fisiologica

2.1. Sensibilidad al fungicida Benomilo

La sensibilidad al fungicida Benomilo se
estudié sembrando 30 aislados de Colletotri-
chum spp. en Agar Patata Dextrosa (PDA: Dif-
co™ Potato Dextrose Agar) con 5 pg ml-! de
fungicida. Para conseguir una buena distri-
bucién del fungicida en el medio de cultivo
se prepard una suspension de 15 mg de fun-
gicida comercial (Benomilo 50%; Aragone-



222 J. MORAL, R. OLIVEIRA, J. C. TELLO, A. TRAPERO

sas Agro, WP) en 50 ml de Agua Desioniza-
da Destilada (ADD) y estéril. La suspension
se trasvasé a 1450 ml de PDA antes de su
solidificacién (45°C) y se homogenizé. Por
ultimo, el medio se vertié en placas de Petri
de 9 cm (25 ml placa!).

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 fotoperiodo alterno de 12
h con luz blanca y préxima a ultravioleta (40
uE m2 s,

La evaluacién se realizd a los 7 dias
midiéndose el didmetro mayor y menor de
cada colonia. El célculo del porcentaje de
inhibicién se realiz6 comparando el creci-
miento de cada aislado en PDA y PDA mds
5 ug ml! 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 Evaluacién de la capacidad de
hidrolizar caseina

Se estudié la capacidad de hidrolizar
caseina de 30 aislados de Colletotrichum
spp. sembrandolos en el medio de hidrdlisis
de la caseina (CHM). La base de este medio
fue Agar Agua (AA) al 2% y como fuente de
caseina se utilizé 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, 15, 20 y 25% de leche en polvo
en ADD. Las disoluciones se esterilizaron en
autoclave a 120°C durante 15 min. A conti-
nuacién, se afladian 20 mi de la disolucién
de leche a evaluacién a 980 ml de AA antes
de su solidificacién. De las cuatro concentra-
ciones evaluadas, las mds adecuada fue la
que usaba una disolucién de leche al 15%, ya
que se formaban halos de hidrdlisis de varios
mm que contrastaban bien con el color del
medio. De ahi, que se utilizara esta concen-
tracion para el resto del ensayo.

El medio se vertié en placas de Petri de 9
cm de didmetro (25 ml placa’!) y la siembra

e incubacién se realizé como se describe en
el apartado anterior. La evaluacion se realizoé
a los 5 dias de incubacién, tomédndose como
dato la presencia o ausencia del halo de
hidrdlisis alrededor de la colonia del patdge-
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. Anilisis de los datos

Los datos se analizaron mediante el pro-
grama Statistix 8 (Analytical Software,
2003). Se aplicé un andlisis de la varianza
completamente al azar y las comparaciones
de medias se realizaron segin el test HSD
(Minima Diferencia Significativa) protegido
de Tukey, al nivel de probabilidad del 5%.

3. Caracterizacién patogénica de ais-
lados

3.1 Inoculacién de aceitunas maduras

Se inocularon aceitunas sueltas y sanas
con indice de madurez 3 (BARRANCO y
RaLLO, 2005) de la variedad susceptible
‘Hojiblanca’ (MORAL et al., 2004), con 17
aislados de Colletotrichum spp. de olivo, |
de C. gloeosporioides de fresay 1 de C. glo-
eosporioides de naranjo.

Las aceitunas fueron recogidas de arboles
sanos e introducidas en matraces con [ litro
de ADD estéril al que se afiadieron 6 gotas
de Tween-20. Los matraces se mantuvieron
durante 4 min en un bafio de ultrasonidos
para eliminar el cobre procedente de los tra-
tamientos quimicos aplicados a los olivos en
el campo. A continuacién, las aceitunas se
lavaron suavemente, manteniéndose bajo
una corriente de agua durante 45 min. Des-
pués se sumergieron en lejia (50 g Cl 1'!) al
10% durante | min, se lavaron nuevamente y
se dejaron secar.

La inoculacién se realizé sumergiendo las
aceitunas en una suspensién de 10%conidias
ml-! durante 30 min. Los testigos se sumer-
gieron en ADD estéril.

Las aceitunas inoculadas se incubaron en
cdmaras himedas (100% humedad relativa)
en las condiciones anteriormente descritas.
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Se realizaron tres repeticiones (cdmaras
himedas) con 20 aceitunas por tratamiento.
La evaluacion se realizé semanalmente
durante 21 dfas utilizando una escala de seve-
ridad de 0-6 (O=no sintomas, 1=1-25% super-
ficie de la aceituna afectada, 2=26-50%,
3=51-75%, 4=76-99%, 5=100% aceituna con
podredumbre (jabonosa), 6=aceituna momifi-
cada). Posteriormente, se calculé el drea bajo
la curva de progreso de la enfermedad
(ABCPE) y se dividi6 por un valor maximo
tedrico para obtener el ABCPE relativa (%).

3.1. Inoculaci6n de aceitunas inmaduras

Se inocularon aceitunas sueltas y sanas
con indice de madurez 0 (BARRANCO Yy
RaLLO, 2005) de la variedad susceptible
‘Hojiblanca’ (MORAL et al., 2004) con 5 ais-
lados de Colletotrichum spp. de olivo, | de
C. acutatum de fresa, | de C. gloeosporioi-
des 'y | de Glomerella cingulata de naranjo.

La inoculacién se realiz6 por pulveriza-
cién (2 kg cm2) de una suspensién de 5x10°
conidias ml-!. La preparacién de los frutos,
la incubacién y evaluacién se realizaron
segun lo descrito en el apartado anterior. Se
realizaron tres repeticiones (cdmaras htime-
das con 20 aceitunas) por aislado.

3.2. Inoculacién de frutos y hojas de
distintos huéspedes

Se realizaron inoculaciones cruzadas en
las que se utilizaron 2 aislados de C. acuta-
tumy 1 del complejo C. acutatum/C. gloeos-
porioides de olivo, 1 de C. gloeosporioides
de naranjo, | de G. cingulata de naranjo y |
de C. gloeosporioides de fresa. Se inocula-
ron los siguientes sustratos: frutos maduros
de manzano (Malus x domestica ‘Golden
Delicious’) y naranjo (Citrus sinensis ‘Navel
Lanelate’); frutos inmaduros de fresa (Fra-
garia x ananassa ‘Camarosa’) y almendra
(Prunus dulcis *Guara’); y hojas jévenes de
adelfa (Nerium oleander). Por ultimo, se
evalu6 la capacidad patogénica de 2 aislados
de naranjo y | de fresa en aceitunas ‘Hoji-
blanca’ sobremaduras (recogidas en Abril)
compardndose con un aislado de olivo de
virulencia media.

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

La inoculacién se realizé situando sobre
la superficie de los frutos un bloque (9mm)
de PDA con micelio y conidias del patoge-
no. Con un alfiler esterilizado se atraveso
el bloque de PDA clavdndose someramente
en la superficie del fruto. Las hojas de
adelfa se inocularon de igual forma pero
con tres bloques (7 mm) de indculo por
hoja. Este método se habia mostrado til
para estudiar diferencias de virulencia
entre aislados en ensayos previos (MORAL,
2004). La inoculaciéon de las aceitunas e
incubacién se realizaron de la forma des-
crita anteriormente. Se dispusieron tres
repeticiones (cdmaras himedas con 10 fru-
tos u hojas) por aislado y huésped. En el
caso de las aceitunas nuevamente se utili-
zaron 20 frutos en cada repeticion.

La evaluacion se realizé periédicamente
midiéndose el didmetro mayor y menor de la
lesién causada por el patdgeno. Para las
almendras y aceitunas, se utilizé la escala
descrita anteriormente. El tiempo de incuba-
cién oscilé en funcién de la velocidad a la
que se desarrollaron las lesiones: 12 dias
para las fresas, 14 para las aceitunas, 18 para
las hojas de adelfa, 21 para las almendras y
4] para las naranjas. Con las evaluaciones
temporales se calcul6 el ARBCPE (%) res-
pecto a un mdximo tedrico.

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

3.3. Anilisis de los datos

Los datos se analizaron mediante el pro-
grama Statistix 8 (Analytical Software,
2003). El disefio experimental fue comple-
tamente al azar y se aplicé un andlisis de la
varianza. Cuando fue necesario, el ARBC-
PE (%) se transformé como arcsen V
(%/100). La comparacién de medias se rea-
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11z6 segin el test HSD (Minima 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 ug ml-! fue
muy variable. El aislado COL-41 no fue
capaz de crecer en el medio con fungicida, en
cambio, el aislado COL-42 sélo disminuyd su
crecimiento un 41%. La inhibicién estuvo
influida significativamente (P<0.05) por el
aislado. La comparacién de medias (Test de
Tukey) mostré que los aislados COL-41,
COL-45, COL-69 y COL-79 fueron los mds
afectados por el Benomilo sin mostrar dife-
rencias significativas entre si. Por el contrario,
los aislados mas 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 caracteristicas morfolé-
gicas como C. gloeosporioides (COL-41,
COL-45, COL-69) o G. cingulata (COL-79),
procedentes de naranjo, fresa y olivo de Cata-
lufia que se mostraron extremadamente sensi-
bles (inhibicién >95%) al fungicida. El segun-
do constituido por los aislados de C. acutatum
de fresa y de Colletotrichum spp. de olivo de
Andalucia. Este grupo mostré un comporta-
miento continuo con 9 grupos homogéneos en
los que el porcentaje de inhibicién oscilaba
entre un 41 y un 70% (Cuadro 2).

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

Ademds de la comentada inhibicién del
crecimiento, las colonias que se desarrolla-
ron en PDA mds Benomilo presentaron
menor desarrollo de micelio aéreo algodono-
so y mayor produccién de conidias.

2. Evaluacién de la capacidad de hidro-
lizar caseina

El halo de hidrélisis se pudo apreciar en
torno a las colonias de los aislados de Colle-

totrichum spp. desde el primer dia de incu-
bacién. No se observaron diferencias en la
transparencia del halo de hidrélisis pero si en
su tamaiio (Cuadro 2).

Los aislados identificados atendiendo a
sus caracteristicas morfol6gicas como C. glo-
eosporioides (COL-41, COL-45, COL-69) o
Glomerella cingulata (COL-79), procedentes
de olivo de Catalufia, fresa y naranjo, no
mostraron capacidad de hidrolizar la caseina.
En cambio, los aislados de C. acutatum de
fresa y de Colletotrichum spp. de olivo de
Andalucia si mostraron halo de hidrdlisis en
¢l medio CHM. Cabe destacar que todos los
aislados de olivo de Andalucia, independien-
temente de sus caracteristicas morfoldgicas,
mostraron halo de hidrélisis en torno a la
colonia en crecimiento (Cuadro 2).

3. Inoculacién de aceitunas maduras

Todos los aislados de Colletotrichum
spp. evaluados, independientemente del
huésped de origen, fueron patogénicos en
aceitunas maduras (IM=3) aunque hubo
diferencias muy acusadas de virulencia. La
comparacién de medias utilizando el test de
Tukey mostré 5 grupos homogéneos. El
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
(sindrome de “Aceituna jabonosa”) caracte-
risticos 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<1 1%) diferencidndose significa-
tivamente (P=0.05) del resto de aislados de
olivo. Ademds, las aceitunas afectadas por
éstos mostraron lesiones necréticas redonde-
adas cubiertas de pustulas sin producir el
sindrome caracteristico de aceituna jabono-
sa. La observacién al microscopio (400A)
confirmé que las pustulas se trataban de
conmdiomas acervulares (acérvulos) poco
desarrollados y sin esporular.
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Cuadro 2. Sensibilidad al fungicida Benomilo y capacidad de hidrolizar |a caseina de los aislados de
Colletotrichum spp. estudiados

Aislado! Inhibicion (%)? Hidrolisis Caseinad
COL-41 100.0 -
COL-69 99.65 -
COL-79 99.40 -
COL-45 96.56 -
COL-55 70.21 ++
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 64.98 ++
COL--88 64.47 ++
COL-87 64.33 ++
COL-30 63.68 ++
COL-68 61.88 ++
COL-49 61.65 ++
COL-84 60.54 ++
COL-65 60.42 ++
COL-50 59.79 ++
COL-38 58.88 ++
COL-86 58.66 +
COL-57 57.24 ++
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

I Las caracteristicas de los aislados se indican en Cuadro 1. 2 Inhibicidn del crecimiento micelial en el medio PDA con

Benomilo (5 pg/m!). 3 Nivel de actividad proteolitica:

‘s

-> sin actividad; ‘4’ halo de hidrélisis < 2mm de anchura; “++°

halo de hidrélisis >2mm de anchura. 4 Minima diferencia significativa segiin test de Tukey protegido de Fisher (P=0.05).

4. Inoculacién de aceitunas inmaduras

Al igual que en el caso anterior los 5 ais-
lados de olivo, independientemente del tipo
morfolégico, 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
sindrome caracteristico de “‘Aceitunas jabo-
nosa’”.

Los aislados de C. gloeosporioides y G.
cingulata de naranjo (COL-69 y COL-79)
fueron escasamente patogénicos, conun 18 y
5% de ARBCPE, respectivamente; ademds,
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Figura 1. Area Relativa Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad en aceitunas maduras de la variedad ‘Hojiblanca’
inoculadas con 19 aislados de Colletorrichum spp. Barras con la misma letra no difieren significativamente entre si,
segun el test de Tukey protegido de Fisher (P=0,05).

causaron necrosis Jocalizadas diferencidndo-
se de los sintomas 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 maduracién anoé-
mala. Asi, mientras en los testigos la epider-
mis del fruto viré a negro (IM=4) en los ino-
culados ésta mostré “islas verdes” en los
puntos de infeccién (Figura 3; Figura 2B).

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

En el tercer ensayo de inoculacién, la
mayoria 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. El aislado de olivo (COL-57)
fue notablemente mds virulento y se diferen-

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

Los aislados ensayados causaron en las
hojas de adelfa una mancha necrética segui-
da de un halo clorético (Figura 4C). Unica-
mente los aislados de naranjo (COL-69 vy
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 Alternaria
sp. La infeccién por Colletotrichum spp. en
las almendras se confirmé por el reaislamien-
to del patégeno de zonas alejadas del punto de
inoculacién. La infeccién conjunta por ambos
patdgenos fue comin y, en general, causé sin-
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). Ademds 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 sintomas 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 significativas (P=0,05) de virulencia.
Las diferencias en la severidad fueron muy
acusadas durante los primeros dias del ensayo
y disminuyeron conforme avanzé éste. La
comparacién de medias mostré tres grupos
homogéneos destacando por su virulencia el
aislado COL-69. La sintomatologia 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 comport6é como no
patogénico sobre naranja. Dos naranjas mos-
traron infecciones por Penicillium sp. y se
retiraron del ensayo para evitar contamina-

Figura 2. Sintomas causados por Colletotrichum spp. y Glomerella cingulata en aceitunas.
A) Aceitunas testigo. B) Inoculadas con C. acutarum de fresa, obsérvense las “islas verdes”.
C) Inoculadas con G. cingulara de naranjo. D) Inoculadas con C. acutatum de olivo,
obsérvese el sindrome caracteristico “Aceituna jabonosa”
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Cuadro 3. Inoculacién de aislados de Colletotrichum spp. en frutos y hojas de distintos huéspedes
Severidad de los sintomas causados
Huésped Olivo Adelfa Almedro Fresa Manzano Naranjo
Aislado! de origen (fruto (hojas (fruto (fruto (fruto (fruto
sobremaduro)  jovenes) inmaduro) inmaduro) maduro) maduro)
COL-57 Olivo 70,66a% / ++3  3,35b/- 77,04a / ++ 37,93b/++  4540b/ ++ 4,11b/ -
COL-42 Olivo = 5,42b/ - 7729a/ ++ 3.1be/ ++ 24,79bc/++  343b/-
COL-09 Olivo - NP4 78.49a / ++ 2,65d /- 2371c/- 7,70b/-
COL-69 Naranjo ~ 33,46b/+ 3992ab/ ++ 61,34ab/++ 61,09a/++ 92,79a/++ 73,67a/ -
COL-79 Naranjo ~ 31,04b/ + 8224a/++ 74,99ab/++ 4,49d/++ 14,14¢c / ++ 12,76b / -
COL-45 Fresa 35,90b / + 6641al- 5257bc/++ 194lc/++ NP NP
Testigo - - 33,01¢5/ - - - -

ILas caracteristicas de los aislados se indican en el Cuadro |. 2Area relativa bajo la curva de progreso de la enfermedad
(%), medias con la misma letra no difieren significativamente entre si, segin el test de Tukey protegido de Fisher
(P=0.05). 3Formacién de conidiomas: ‘++' acérvulos esporulados; ‘+" acérvulos no esporulados; ‘-" ausencia de acérvu-
los. 4NP, aislado no patogénico. SInfeccién causada por Alternaria sp.

ciones. Las diferencias de virulencia fueron
muy patentes: el aislado COL-69, causé
lesiones de 82 mm a los 41 dias 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 comparacién de medias del
ARBCPE (%) mostré dos grupos homogéne-
os distintos, diferencidndose significativa-
mente (P=0.05) el aislado COL-69 del resto.
Ninguno de los aislados formé acérvulos
sobre las lesiones (Cuadro 3; Figura 4D). En
los aislamientos realizados a partir de las
lesiones se obtuvo, en todos los casos, el
patégeno inoculado.

DISCUSION

La heterogeneidad de las poblaciones de
Colletotrichum ha impedido que puedan
identificarse claramente las especies de este
género mediante caracteres morfolégicos o
fisiolégicos. La presencia de aislados con
caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas
intermedias ha sido observada por distintos
autores (FORSTER y ADASKAVEG, 1999;
GUERBER et al., 2003). Asi, aislados con
caracteristicas morfolégicas intermedias a C.
acutatum y C. gloeosporioides se han aso-
ciado a la Antracnosis del olivo en Andalucia
(OLIVEIRA et al., 2005). Este trabajo supone
la continuacién del llevado a cabo por OLI-

VEIRA et al. (2005), estudiando caracteristi-
cas fisiol6gicas y patogénicas de Jos mismos
aislados.

Los ensayos de resistencia a Benomilo
han mostrado que los aislados de C. gloeos-
porioides 'y G. cingulata procedentes de
olivo de Catalufia, naranjo y fresa son muy
sensibles a este fungicida. En cambio, los
aislados causantes de la Antracnosis del
olivo en Andalucia, independientemente de
su tipo morfolégico, 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 (BERSTEIN ef 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 al., 2000., TALHINHAS et al.,
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 Andalucia confirma su mayor
proximidad a la especie C. acutatum, como
indican otros datos morfolégicos y genéticos
(MARTIN et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2005).
La menor sensibilidad de estos aislados a
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Figura 3. Area Relativa Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad en aceitunas inmaduras de la variedad
‘Hojiblanca’ inoculadas con 9 aislados de Colletotrichum spp. Barras con la misma letra no difieren significativamente
entre si, segiin el test de Tukey protegido de Fisher (P=0,05). *Aislados no patogénicos

Benomilo también podria atribuirse al uso de
dicho fungicida en la lucha contra patégenos
foliares del olivo, pero este fungicida no ha
sido cominmente utilizado en el olivar anda-
luz. Ademas, en investigaciones recientes no
se ha encontrado relacién entre el historial de
aplicacién del Benomilo en una plantacién y
la resistencia de los aislados procedentes de
ésta (PERES et al., 2004).

El segundo factor fisiolégico estudiado ha
sido la capacidad para hidrolizar la caseina.
Los aislados de Colletotrichum de olivo de
Andalucia, independientemente de su tipo
morfolégico, presentaron actividad proteoli-
tica, expresada mediante un halo translicido
en el borde de la colonia. En cambio los ais-
lados de C. gloeosporioides de olivo procen-
dentes de Catalufia, naranjo o fresa no mos-
traron esta cualidad. Estos resultados coinci-
den con los obtenidos por MARTIN et al.
(2002), y nuevamente muestran la mayor
proximidad de Jos aislados de olivo de Anda-
lucia a la especie C. acutatum.

La patogenicidad o especializacién pato-
génica de los aislados de Colletotrichum spp.
sobre sus huéspedes ha sido un cardcter uti-
lizado tradicionalmente en la identificacién
de especies o subespecies de este género
(Arx, 1970; Sutrton, 1980). Sin embargo,
este punto ha sido poco desarrollado en el
caso de la Antracnosis del olivo. La caracte-
rizacién patogénica de Colletotrichum spp.
en aceitunas requiere tener en cuenta dos
factores criticos: la existencia de heridas en
los frutos y su estado de madurez. El prime-
ro de ellos es un factor que puede ser deter-
minante en la infeccién (BAILEY et al,
1992). En aceitunas, generalmente se admite
que no son necesarias las heridas para que se
desarrolle enfermedad (MATEO-SAGASTA,
1968; BouHMIDI, 1999), aunque existen refe-
rencias que contradicen esta afirmaci6n
(GraNITL y LAvioLa, 1981; GRANITI et al.,
1993). En este trabajo, se observa que la sus-
ceptibilidad aumenta con la maduracién del
fruto y que el patégeno es capaz de producir
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Figura 4. Sintomas causados por Colletotrichum spp. y Glomerella cingulata en distintos huéspedes.
A) Fresas inoculadas con C. acutatum de olivo. B) Manzanas inoculadas con C. gloeosporioides de naranjo.
C) Hojas de adelfa inoculadas con G. cingulata de naranjo. D) Naranja inoculacién con C. gloeosporioides
de naranjo.

infeccién y enfermedad en ausencia de heri-
das como previamente se habia observado
(BounMipl, 1999).

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

olivo y de otros huéspedes en aceituna fue-
ron notables y mds acusadas cuando los
ensayos se realizaron con aceitunas inmadu-
ros. Ademds, cabe destacar que los aislados
de fresa y naranjo nunca llegaron a causar el
sindrome de Aceituna jabonosa, aunque
otros autores no han observado diferencias
de sintomas (MUGNALI et al., 1993; TALHIN-
HAS et al., 2005). Los resultados obtenidos
muestran una notable especializacién pato-
génica de los aislados de olivo de Andalucfa.
Estas observaciones permiten sugerir que el
agente causal de la Antracnosis del olivo en
Andalucia puede tratarse de una forma espe-
cializada de Colletotrichum, como se ha
indicado en el sur y centro de Italia (AGOs-
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TEO et al., 2003; SCARITO et al., 2003). Sin
embargo, nuestros resultados contrastan con
investigaciones que muestran que la pobla-
cién que ataca al olivo en Catalufia y Portu-
gal estd formada mayoritariamente por C.
acutatum aunque ocasionalmente se aisla C.
gloeosporioides (MARTIN y GARCia, 1999;
TALHINHAS et al., 2005). Una tercera situa-
cién se da en Sicilia (Italia) donde todos los
aislados estudiados se ajustan a la especie C.
gloeosporioides (SCARITO et al., 2003). Las
diferencias observadas en los aislados de
Colletotrichum spp. entre las distintas zonas
oleicolas europeas puede deberse a un fené-
meno de especializacién geografica 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 sintoma anémalo para
Colletotrichum spp., pudo deberse al debili-
tamiento de la epidermis debido al estado de
sobremadurez de los frutos. Este sintoma
también ha sido observado por otros autores
(TALHINHAS et al., 2005).

La inoculacién 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) resulté poco viru-
lento, lo que contrasta con estudios previos
que destacan la mayor virulencia de los ais-
lados procedentes del mismo huésped
(LEGARD, 2000; FREEMAN et al., 2001). Nue-
vamente se trata de un aislado de referencia
antiguo que podria 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 patdgeno de cua-
rentena en la UE, ii) en las actuales planta-
ciones de fresa en Andalucia existe una ele-
vada homogeneidad genética con un predo-
minio de variedades sin resistencia (ej.
‘Camarosa’), iii) existen zonas agricolas
(Huelva) con plantaciones préximas de
fresa, naranjo y olivo. No obstante, la disper-
si6n de las conidias en condiciones naturales
se produce a corta distancia, mientras que la

dispersion a media y larga distancia est4 aso-
ciada a las labores agricolas y al estado
sexual del hongo (G. acutata), el cual nunca
se ha detectado en campo (LEGARD, 2000;
PERES et al., 2005). Asimismo, las inocula-
ciones artificiales se realizan en condiciones
Optimas para que se desarrolle enfermedad si
se comparan con las condiciones de infec-
cién natural. Lo anterior podria explicar el
que no se hayan encontrado evidencias de
que la infeccidon cruzada se produzca en
campo (FREEMAN er al., 1998).

Las diferencias de virulencia entre los dis-
tintos aislados inoculados en naranjas han
sido muy notables. Los dos aislados que pro-
cedian de naranjas fueron los mas virulentos,
destacando el Col-69 (C. gloeosporioides).
Los aislados de Colletotrichum spp. utiliza-
dos causaron lesiones minimas (< 10 mm) en
las naranjas. La especializacion patogénica
de las especies de Colletotrichum en diferen-
tes tejidos del naranjo ha sido descrita: los
aislados de C. gloeosporioides causan lesio-
nes deprimidas en la superficie de las naran-
jas, principalmente en posrecoleccién; mien-
tras que los aislados de C. acutatum infectan
a Jos pétalos e inducen la caida de frutos
pequefios y la formacién de célices persis-
tentes (AGOSTINI y TIMMER, 1992; TIMMER y
Brown, 2000). La no patogenicidad o escasa
virulencia de los aislados de olivo en citricos
también ha sido observada por otros autores
(CaBRAL, 1941; LatinoviC y VucINic, 2002;
MucNal et al., 1993).

En las almendras, el método utilizado per-
mitié 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 sirvié de
proteccion a las conidias de Alternaria sp.
que escaparon a la desinfestacion con lejia.
En cualquier caso, el reaislamiento de Colle-
totrichum de zonas alejadas al punto de ino-
culacién confirmd la infeccién y enfermedad
de las almendras. En estudios previos se
habia constatado la infeccién en almendra
por aislados de C. acutatum y C. gloeospo-
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, melocotén y manzana (ADASKAVEG y
FORSTER, 2000; FREEMAN et al., 1998). Por
otro lado, la escasa importancia econémica
que tiene la Antracnosis del almendro en
Espafia podria deberse a las condiciones de
aridez que se dan en las zonas de produccidn
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-
lomiceto (BERNSTEIN et 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 (GRANITI et al., 1993;
MUGNATI et al., 1993).

La inoculacién en hojas jovenes de adelfa
ha permitido separar los aislados de Colleto-
trichum spp. de olivo, que han resultado no
patogénicos o escasamente virulentos, del
restos de aislados ensayados. En estudios
anteriores se habia 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-
cata y naranjo si ocasionaron infeccién y
enfermedad (CaccioLa et al., 1996).

ABSTRACT

Puede concluirse que los aislados de Colle-
totrichum spp. causantes de la Antracnosis del
olivo en Andalucia, independientemente de su
tipo morfolégico, muestran caracteristicas
fisiolégicas préximas a la especie C. acuta-
tum. Asimismo, las inoculaciones realizadas
han mostrado que estos aislados poseen una
notable especializacién patogénica sobre
olivo si bien son capaces de infectar y desa-
rrollar sintomas en otros huéspedes. Actual-
mente, aislados con conidias atipicas, con uno
o los dos extremos redondeados, han sido
identificados como C. acutatum sensu lato en
base a criterios moleculares (GUERBER et al.,
2003). Por lo tanto, la caracterizaciéon mole-
cular puede ser clave en el esclarecimiento de
la etiologia de la Antracnosis del olivo en
Andalucia.
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Olive anthracnose, caused by Colletotrichum acutatum and C. gloeosporioides, is a

serious disease in many regions in the world, causing fruit rot and branch dieback. Isola-
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. acutatum and C. gloeosporioides 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
hydrolysis and were tolerant to benomyl, similar to C. acutatum isolates. Inoculation of
detached fruits of almond, apple, olive, orange. and strawberry, and leaves of oleander
with isolates of C. acutatum and C. gloeosporioides from three different hosts (olive,
orange and strawberry) showed great differences in virulence and some degree of host
specialization. Higher host specialization occurred with isolates from olive. On olive
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fruits, these isolates caused typical anthracnose symptoms and they were more virulent
than the rest of Colfetotrichum isolates. Olive isolates diftered in virulence on olive fruits,
although there were not differences between both Colletotrichum species. Mature olive
fruits were more susceptible than immature ones, but immature fruits showed higher dif-
ferences amongst isolates. Other important differential host for olive isolates was olean-
der. On oleander leaves. olive isolates were not pathogenic or scarcely virulent while iso-

lates from other hosts were highly virulent.

Key words: C. acutatum, C. gloeosporioides, Gloeosporium olivarum. Olea europaea.
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