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IDENTIFICACION DE LA ESPECIE DE COLLETOTRICHUM RESPONSABLE DE LA
ANTRACNOSIS EN LA MORA DE CASTILLA EN LA REGION CAFETERA

Identification of Colletotrichum specie responsable for antrhacnose of Andean blackberry in crops grown

in Colombia

RESUMEN

La antracnosis, causada por diferentes especies del género Colletotrichum, es
una enfermedad que ocasiona pérdidas entre 53% y 70% en cultivos de mora
(Rubus glaucus) en Colombia. Para el control de esta enfermedad se requiere
conocer la sintomatologia en los cultivos e identificar y caracterizar el agente
causal. Se llevo a cabo la colecta, cultivo y aislamiento del hongo, obtenido en
cultivos de los departamentos de Risaralda, Caldas y Quindio, se inici6 la
caracterizaciéon de 7 aislamientos de Colletotrichum  spp, mediante la
utilizacion de marcadores ITS (Internal Transcribed Spacers), y la evaluacion
de la patogénicidad de los aislamientos.

PALABRAS CLAVES: Antracnosis, Colletotrichum, mora de castilla (Rubus
glaucus).

ABSTRACT

Anthracnose is a disease that affects 53% to 70% of the Andean blackberry
(Rubus glaucus) crops grown in Colombia. It is caused by various species of
Colletotrichum spp. To generate an integrated control of the disease it is
necessary to know the symptoms among crops and to identified and
characterized the causal agent of Anthracnose. To obtain the monosporic
fungus for culturing, storage and isolation, field samples were collected in
Risaralda, Caldas and Quindio departments. The characterization of the seven
isolates of Collethotricum was conducted with molecular markers, ITS
(Internal Transcribed Spacers), and pathogenicity among isolates was
evaluated.

KEYWORDS: Anthracnose, Colletotrichum spp, Andean raspberry (Rubus
glaucus).
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Los frutales tropicales se perfilan como una de las
mejores opciones en la agricultura Colombiana por el
crecimiento de la demanda nacional e internacional que
se ha reportado en 3.75% anual en los ultimos cuatro
aflos y por la activacion de la industria post-cosecha
(jugos, mermeladas, etc.), cuya demanda es suplida en la
actualidad por importaciones [1]. La especie Rubus
glaucus, conocida comiunmente como mora de castilla, ha
sido identificada como uno de los frutales con mayor
potencial de desarrollo en la zona Andina colombiana,
sin embargo este cultivo no ha adquirido el grado de
desarrollo deseado, debido a la falta de un sustento
tecnologico adecuado y a la falta de esfuerzos de
mejoramiento. Los productores de mora en los
departamentos de Caldas, Risaralda y Quindio, estan
enmarcados dentro de una economia campesina,
empleando mano de obra familiar y contrataciéon de
personal en época de cosecha. Los cultivos se manejan en
forma tradicional, generalmente con escasa aplicacion de
tecnologia, lo que se refleja en el alto uso de plaguicidas

Fecha de Recepcion: 07 Septiembre de 2007
Fecha de Aceptacion: 07 Noviembre de 2007

quimicos con un impacto negativo en el ambiente y en la
salud humana. De esta manera ya que el cultivo de la
mora constituye un rengloén importante en la generacion
de empleo en la region, requiere de una demanda
permanente de tecnologia en el campo cientifico y socio
econdmico [2, 4].

En los ultimos afios el cultivo de la mora ha presentado
numerosos problemas fitosanitarios. La antracnosis,
causada por Colletotrichum spp, ha alcanzado una
incidencia promedio de 52,9% en los cultivos de la zona
cafetera, seguida por el mildeo polvoso (Oidium sp.)
42,50% y el moho gris (Botrytis cinerea) 42,35% [2].
Estos problemas han afectado fuertemente la economia
de los cultivadores de la zona.

La especie Glomerella cingulata, teleomorfo de
Colletotrichum gloeosporioides, fue identificada como la
causante de la enfermedad de antracnosis que destruye
las cafias de la mora de Castilla en la regién andina de
Venezuela [3]. El patéogeno produce lesiones de color
castafio-claro encerradas por un borde castafio-oscuro.
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Las lesiones usualmente se inician en la porciéon basal de
las espinas y en los sitios de insercion de las ramas, los
peciolos y los pedunculos[3], luego se produce el
secamiento y la muerte de la planta, esta enfermedad es
también conocida en Colombia como “Tuna negra” [4].
Sin embargo, en Colombia no se tiene claridad sobre el
verdadero agente causal de la enfermedad. Puede
encontrarse mas de una especie atacando frutos u otros
organos de un mismo hospedante [5]. En condiciones de
invernadero también produce lesiones en el estolon y en
los frutos, causando importantes pérdidas de la cosecha
[6]. Otras investigaciones en Rubus glaucus en el Valle
del Cauca [7] después de analizar los aislados colectados,
con secuencias ITS (Internal Transcribed Spacers) de
manera preliminar concluyen que el agente causal de la
antracnosis es Colletotrichum acutatum.

Se han desarrollado muchos trabajos para determinar la
complejidad  genética de aislamientos de C.
gloeosporioides que infectan frutas tropicales y
subtropicales, hay diferentes métodos moleculares
aplicados al estudio de este hongo, debido a que los
criterios morfologicos y taxondémicos no son lo
suficientemente precisos para discriminar entre especies
[8, 9, 10]. La secuencia GcpRI1 repetitiva de AND
nuclear de Colletotrichum lindemuthianum 'y la
secuencia A1T-rich de DNA han sido utilizadas para
agrupar varios aislamientos de C. gloeosporioides
obtenidos en fresas [11]. El andlisis con primers-PCR
arbitrarios (AP-PCR) se ha utilizado también para
diferenciar aislamientos de de C. gloeosporioides de
fresa [9, 11]; estos mismos marcadores se han usado en
aislamientos obtenidos en otras frutas tropicales como
citricos, aguacates, mangos y papayas [6,9, 12, 13, 16]

Los marcadores ITS -Internal Transcribed Spacers-
(ITS1 e ITS2) y el gen 5.8S rRNA fueron utilizados
para identificar 80 aislamientos de Collethotricum
obtenidos en cultivos de fresa , también se reporta que el
uso de la enzima endonucleasa Mvnl, permiti6
diferenciar  entre  Colletotrichum  fragariae 'y
Colletotrichum  gloeosporoides, ambos hongos son
responsables de la antracnosis en fresa, los cuales son
fenotipicamente indistinguibles [5, 9, 14].

Para el control de la enfermedad es necesario conocer la
sintomatologia y las caracteristicas del agente causal, en
vista de los pocos estudios realizados en el Eje cafetero
en mora de castilla, se pretende muestrear, aislar y
caracterizar morfologica y genéticamente el hongo en
diferentes cultivos de mora con y sin aguijon en los
departamentos de Caldas, Quindio y Risaralda.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Coleccion de muestras

Se obtuvieron muestras de hojas, ramas y frutos con los
sintomas tipicos de la enfermedad (Figura 1). EI

muestreo se realizé en diferentes fincas de municipios del
eje cafetero, conocidos por su produccion de mora de
castilla, el material colectado incluy6é plantas de mora
con y sin aguijon, las muestras fueron marcadas y
preservadas en nevera. La tabla 1 muestra los municipios
con sus respectivas veredas, en donde se colectaron
plantas afectadas por antracnosis.

Figura 1. Sintomas de antracnosis en tallos de mora.

No.
DEPARTA- | MUNICIPIO QII%\IA OBSERVACION
MENTO VEREDAS
TO.
Caldas Salamina 1 Con aguijon
Risaralda Pereira, La 5 Conuy sin
Bella aguijon
Santuario, Con v sin
Risaralda Planes de San 3 a ui'}cf)n
Rafael gul
Quindio Salento, 4 Con aguijon
Navarco Alto gul
Villa Maria, .y
Caldas La Paz 5 Con aguijon
Santa Rosa,
Risaralda | La Paloma, 6 Sin aguijon
San José
. Desquebradas, . .
Risaralda Rivera Alta 7 Sin aguijon

Tabla 1. Sitios de colecta de Colletotrichum spp. en cultivos de
mora

2.2. Aislamiento del hongo

En el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Facultad de Ciencias Ambientales de la UTP, se hicieron
cortes de las manchas oscuras que indican la presencia
del hongo, asi como de los aguijones afectados, esto
fueron puestos en etanol al 70 % durante un minuto y
lavados con agua destilada estéril, los aislamientos se
obtuvieron por siembra directa en medio Papa Dextrosa
Agar (PDA), acidificado con 4cido lactico. En caja de
petri fueron sembradas cinco partes de material vegetal
infectado, puestas en incubadora a 23 °C (Figura 2).
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Figura 2. Aislamientos de Colletotrichum sp provenientes de
cultivos de mora, cultivados en medio PDA

Posteriormente, para obtener cultivos monosporicos, con
un sacabocados se tomaron esporas del aislamiento puro
y se sembraron por agotamiento en tubos de ensayo con
medio PDA (Figura 3).

Los tubos fueron puestos en incubadora a 23°C en
completa oscuridad.

Figura 3. Crecimiento del hongo por agotamiento
2.3 Pruebas de patogenicidad

Se prepard una suspension de esporas agregando agua
destilada estéril a las cajas petri para resuspender las
esporas, posteriormente es filtrado en gasa para evitar el
paso de micelio y de medio.

Para la inoculacion se utilizaron estacas de 15 cm., hojas
y frutos de plantas de mora sanos con y sin aguijon, se
realizaron tres repeticiones por tratamiento, los
tratamientos efectuaron fueron:

a. Puncion de  estacas:  Mediante  aguja
hipodérmica, se realizaron ocho punciones,
seguidamente se asperjo con la suspension del
hongo (Fotografia 4).

b. Método de herida: Se realizd un corte con
bisturi, alli fueron puestos fragmento de medio
PDA con hongo, finalmente fueron sellados con
papel vinilpel.

c. Puncion en hojas: Se realizaron ocho punciones
a los tres foliolos igual que a las estacas ya
descritas anteriormente.

d. Aspersion en fruto.

En todos los tratamientos se hicieron controles con
material vegetal con y sin herida, asperjados solo con
agua estéril. Los cuatro tratamientos fueron puestos en
camara humeda a 23 °C, bajo condiciones de oscuridad
durante 15 dias.

Figura 4. Método de puncion de estacas

Para la evaluacion de las pruebas de patogenicidad, se
realiz6 una escala con el grado de lesion presentada
(manchas de coloracion café) asi:

0 Sin sintomas.

1 Sintomas leves.

2 Varios lesiones (Coalescencia).

3 Deterioro total (Muerte de tejidos).

Las evaluaciones para todas las pruebas se realizaron
cada dos dias durante 15 dias.

2.4 Caracterizacion de los aislamientos con
marcadores ITS (Internal Transcribed Spacers)

La caracterizacion de la diversidad genética de los
aislamientos de Colletotrichum se realizé siguiendo la
metodologia descrita por [14, 15, 16]

2.5 Amplificaciéon de la region ITS

Se realizarda la amplificacion con los cebadores
universales de la region conservada del gen ADNr
[16,17] y la cual involucraré tres cebadores ITS 1, ITS 4
e ITS 2. Para identificar el patégeno se utilizaran los
cebadores especificos Cglnt y Calnt2, estos ultimos
combinados con la secuencia ITS, ITS4 [16].

2.6 Caracterizacion de Cepas

Finalmente se hara un analisis con enzimas de restriccion
(PCR-RFLP) [7, 8, 15, 16], la visualizacion de los
fragmentos se realizard en geles de agarosa al 2%,
tefiidos con bromuro de etidio.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Aislamiento y cultivo del hongo, y caracterizacion
morfolégica.

Se obtuvieron 14 aislamientos de diferentes sitios del eje
cafetero, luego de 72 horas de incubaciéon se observa el
inicio de crecimiento del hongo, al cabo de ocho dias se
observd un completo crecimiento del hongo,
identificandose sus estructuras reproductivas.

Se identificaron dos tipos de crecimiento del hongo,
crecimiento rapido y micelio gris con relieve ondulado y
crecimiento lento con micelio blanco grisaceo, abundante
y esponjoso; estos tipos de crecimiento coinciden con los
descritos por [17] en estudios sobre la infeccion de
Colletotrichum gloeosporoides en guandbana en el Valle
del Cauca, aunque la autora menciona otro tipo de
crecimiento con esporulacion rapida de color naranja, al
parecer asociado a otra especie de Colletotrichum. Es
frecuente encontrar asociacion de dos especies de
Colletotrichum, (C. gloeosporiodes y C. acutatum) como
es el caso de Olivo [18], en el que encontraron las dos
especies. Asi mismo, [7, 21] en estudios realizados en
Colombia se han encontrado las dos especies del hongo,
en 83 aislamientos monosporicos de Colletotrichum spp.
procedentes de cultivos de mora de 10 municipios del
Valle del Cauca.

3.2 Pruebas de Patogenicidad

La primera evaluacion realizada a los dos dias (48 H) de
la inoculacion no muestra sintomas ni signos de la
enfermedad en los tejidos analizados; al cabo de cuatro
dias (96 H), se empiezan a notar los primeros sintomas
de enfermedad, como lesiones necroéticas en todos los
ensayos realizados, con los diferentes tipos de tejido,
como tallos, hojas y frutos. En peciolos de fresa
inoculados con C. fragariae, la germinaciéon de conidios
y formacién de apresorios ocurri6 entre 6-16 h'y 12-24 h
después de la inoculacion [19]. La penetracion del hongo
fue directa a través de las células epidermales y las
basales de los tricomas [20].

En los ensayos realizados en pruebas de laboratorio
utilizando frutos, hay abundante presencia del hongo, con
abundante esporulacion a los cuatro dias (96 H). Los
resultados coinciden con los de otros autores [3, 7, 21]
quienes en investigaciones en antracnosis en mora
describen que los sintomas en tallos empiezan cuatro dias
después de la inoculacion con lesiones café oscuras
alrededor del sitio de inoculaciéon, sin embargo los
mismos autores describen que en frutos, la presencia del
hongo so6lo ocurrié después de los 10 dias.

En la actualidad se estd evaluando el efecto del hongo,
sobre diferentes porciones de las plantas de mora, en
pruebas de laboratorio, de los diferentes aislamientos del

hongo colectados con el fin de determinar cual de ellos
tienen una mayor patogenicidad sobre la planta.

3.3 Caracterizacion de los aislamientos con
marcadores ITS (Internal Transcribed Spacers)

De acuerdo con la descripcion de [15,16]., la
amplificacién directa de secuencias de ADN ribosamal
de hongos, tiene importantes aplicaciones para aclarar
problemas filogenéticos y taxondmicos, esta técnica ha
sido utilizada para la caracterizacion de aislamientos de
Colletotrichum asociados a antracnosis en muchas frutas
tropicales y subtropicales.

En este trabajo se realiz6 la extraccion de ADN de los
aislamientos de Colletotrichum spp obtenidos en cultivos
de mora de la region, se evaluo la calidad y
concentracion del ADN de cada una de las muestras, se
obtuvo ADN de buena calidad y en concentracion
suficiente para la evaluacion con los ITS.

Se realizaron pruebas preliminares con los cebadores
ITS 1 e ITS 2, segun lo descrito por [7, 15], en estas
pruebas se han obtenido amplificaciones positiva con
todas las muestras, y con los dos cebadores ITS.

Conjuntamente con la caracterizacion morfologica y
microscopica, la caracterizacion molecular permitird
determinar el agente causal de la antracnosis en mora.

La evaluacion molecular aportard informacion muy
valiosa sobre la variabilidad genética del hongo en la
region cafetera, para lo cual la colecta de los aislamientos
del hongo se realizé tomando datos geo-referenciados.

Todos los resultados que se obtengan en esta
investigacion serviran para sentardn las bases de un
programa de control mas efectivo de la antracnosis, es
probable que se identifiquen también hongos
antagonistas asociados, que en el futuro se puedan
utilizar como control biolégico del Colletotrichum y asi
disminuir el uso de plaguicidas.

Esta informacion, sumada a las pruebas de patogenicidad,
sera de gran utilidad para la selecciébn de genotipos,
accesiones y/o variedades de mora con tolerancia o
resistencia a Colletotrichum spp. Estas plantas seran
posteriormente  evaluadas en  colaboraciéon con
agricultores de Risaralda; se conocen varios trabajos en
fresa y frambuesa, especies de la familia Roseaceae al
igual que la mora, en los cuales se ha encontrado
resistencia a Colletotrichum, [6, 22] se identificaron
genes de resistencia en frambuesa y  marcadores
moleculares asociados con el gen de Rca 2 que otorga la
resistencia para el grupo 2 de patogenicidad de
Colletotrichum acutatum, que causa la antracnosis a la
fresa [22].
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Otros trabajos de mucha importancia en el tema de la
genomica funcional en fresa [23] es el desarrollo EST
(secuencias de genes expresados) y SSR (secuencias
simples repetidas), se encontrd un grupo de secuencias de
genes putativos -1304- estos EST han sido desarrollados
y las transcripciones identificadas para aspectos
fisiolégico y de interés econdmico. Los analisis de
homologia de las secuencias indicaron que un 89.5% son
compartidas con proteinas funcionales y conocidas en
otras especies de Rosaceae. Los EST son fragmentos de
ADNCc que se obtienen de secuenciar la expresion de un
gen, o una cadena de RNA mensajero.

Las secuencias obtenidas por estos investigadores pueden
ser utilizadas para acelerar procesos de busqueda de
genes de importancia econdmica tanto en Fragaria como
Rubus y otras Rosaseae, basados en las herramientas
modernas de la Bio-informatica, y la gendmica
comparativa [23].

Tanto los resultados anteriores, sobre la presencia de
genes de resistencia en fresa, como la existencia de un
grupo de EST en Fragaria; son de gran valor para que a
muy corto plazo, nuestro grupo incursione en la
evaluacion de los EST relacionados con la resistencia a la
antracnosis en el germoplasma de mora.

Los métodos actuales de seleccion y busqueda de
resistencia, se basan en el aprovechamiento de las bases
de datos y en la gendmica comparativa, debido a que se
ha demostrado que los genomas de las plantas muy
cercanas  filogenéticamente, comparten  regiones
altamente conservadas, es de esperar entonces, la
existencia de genes de resistencia en Rubus, por
pertenecer a la familia Rosaseacae.

Hay muchos reportes sobre la presencia de un
importante numero de especies de Rubus en los Andes
Colombianos [24, 25, 26]; adicionalmente ha sido
documentada, mediante la utilizacion de marcadores
moleculares, una amplia variabilidad genética intra-
especifica en la especie Rubus glaucus, como también la
probable interaccion genética entre las especies de Rubus
silvestres con la especie de interés comercial [27, 28].

El amplio y diverso germoplasma de mora presente en el
eje cafetero, ha sido estudiado de manera extensa por
nuestro grupo utilizando marcadores moleculares RAPD,
AFLPy SSR [27, 28].

4. CONCLUSIONES

Se estan efectuando pruebas de patogenicidad a nivel de
laboratorio, logrando estandarizar el método de
inoculacién en diferentes porciones de la planta en
camara huimeda, obteniendo el tiempo de aparicion del
hongo en los diferentes inoculados.

Se realizo la extraccion de ADN, de los aislamientos en
cultivo, se observo su buena calidad y concentracion, se
han realizado evaluaciones preliminares con los ITS, y se
ha obtenido amplificacion positiva.

Desde el punto de vista de la aplicacion practica de
nuestros resultados y su transferencia a los agricultores se
puede concluir, de manera preliminar, que antes de cuatro
dias de iniciado el proceso infectivo es preciso hacer un
control de la enfermedad en campo. Dicho control puede
contemplar la aplicacién de un fungicida sistémico y la
realizacion de podas y destruccion de ramas y tallos que
se encuentren afectados, buena aireacion con la poda de
ramas improductivas y las ramas que ya estén
fructificadas.
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