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|. RESUMEN

La presente investigacion se realiz6 entre los meses de agosto del 2016 a marzo
del 2017 en la Finca San Pedro y en las instalaciones del Laboratorio de Control
Biologico del Departamento Agricola de Comercial Exportadora (COEX), en el

departamento de Santa Ana.

Se caracterizé la morfologia y patogenicidad de dos cepas del género
Colletotrichum causante de antracnosis en el cultivo del café (Coffea arabica),
desarrollandola en tres fases: la fase inicial, consisti6 en la recoleccion,
aislamiento y purificacion de una cepa obtenida de tejidos enfermos de hojas y
una cepa de tejidos de ramas. Posteriormente la segunda fase se inici6 con la
caracterizacion morfolégica de ambas cepas donde se describen las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas. En la ultima fase se realiz6 un
ensayo para evaluar la patogenicidad de la cepa aislada de tejidos de hojas, este
consistié en inocular el area foliar de 30 plantas sanas de café de siete meses de
edad de la variedad Bourbon. La duracién del ensayo de patogenicidad fue de 45
dias, donde se registraron los datos de periodo de incubacion, incidencia y

sintomatologia.

Las cepas obtenidas de Colletotrichum fueron analizadas mediante analisis
molecular ITS, confirmado que la cepa aislada de tejidos de hojas corresponde a
la especie Colletotrichum gloeosporioides y la aislada de tejidos de ramas a

Colletotrichum theobromicola.

La caracterizacibn macroscopica y microscopia de C. gloeosporioides y C.
theobromicola, detallan que las colonias presentan variabilidad morfoldgica, siendo
evidente en el color del frente y revés de las colonias, setas y tamafio de conidias.
Asimismo se comprobd que la cepa de C. gloeosporioides inoculada sobre hojas
es patogénica, mostrando a través de los postulados de Koch, los sintomas y
signos caracteristicos de la enfermedad de antracnosis en hojas, nudos y

entrenudos de las plantas de café.



2. INTRODUCCION
En el Salvador el parque cafetalero tiene una gran importancia ecoldgica e

hidrolégica, ademas proporciona bienes ambientales como: fuente de energia,
captura de carbono y conservacion de la biodiversidad de la flora y fauna; y a
pesar de las diferentes probleméaticas que ha enfrentado continda siendo de vital

valor ya que representa un aporte al Producto Interno Bruto del pais (CSC 2013).

Existen diversas enfermedades que afectan la produccion del cultivo de café, entre
ellas se encuentra la antracnosis, producida por un hongo oportunista del género
Colletotrichum spp, considerada la segunda enfermedad de gran importancia para
el cultivo debido a que en los Ultimos afios a causado grandes pérdidas a la
produccion (Gutiérrez et al. 2003, PROCAFE 2014). Debido a las caracteristicas,
mecanismos de infeccién y adaptacién del medio en que se encuentra, los
sintomas que ocasionan son muy variables, en muchos casos suelen ser
confundidos con sintomas causados por otros factores o por otras enfermedades
(Gutiérrez et al. 2003).

El género Colletotrichum es considerado uno de los hongos patégenos de plantas
de mayor distribucion a escala mundial por tener un amplio rango de hospederos
para sobrevivir y pueden ser parasitos o saprofitos Martinez & Zambrano (1992),
tienen una gran variacion morfologia y patogénica, es por ello que es bastante
dificil establecer un diagnéstico especifico para el manejo y control de la
enfermedad (Gutiérrez et al. 2003).

La importancia econdémica de la enfermedad y la escasa disponibilidad de
informacion local sobre la caracterizacion morfoldégica y patogenicidad de las
especies del género Colletotrichum, hace que este estudio represente una
alternativa de solucion, ya que al determinar las especies y la sintomatologia de la
enfermedad, permitira realizar un diagnéstico fitopatolégico oportuno. Por lo que la
investigacion se realiz6 con el objetivo de caracterizar la morfologia vy
patogenicidad de dicho hongo, teniendo en cuenta que este conocimiento es
fundamental para el desarrollo e implementacion de estrategias efectivas para el

tratamiento, control y manejo integrado de la enfermedad.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General.

- Caracterizar la morfologia y patogenicidad de Colletotrichum spp. causante
de antracnosis en el cultivo de café en la Finca San Pedro, Santa Ana, El

Salvador.

3.2 Objetivos Especificos.

- Detallar la caracterizacion morfolégica de Colletotrichum spp. causante de
antracnosis en el cultivo de café en la Finca San Pedro, Santa Ana, El

Salvador.

- Describir la sintomatologia causada por Colletotrichum spp. en plantas de

café de la variedad Bourbon.

- Establecer la patogenicidad de Colletotrichum spp. en plantas de café de la

variedad Bourbon.

- ldentificar las especies de Colletotrichum presentes en el cultivo de café en

la finca San Pedro, Santa Ana, El Salvador.



4. FUNDAMENTO TEORICO.
4.1 Antecedentes

Martinez & Zambrano (1992), realizaron un estudio sobre Variantes Morfol6gicas
de cepas del género Colletotrichum, asociadas al cultivo del café, en diferentes
pisos altitudinales en Venezuela, donde estudiaron caracteristicas culturales del
género. Las muestras de tejidos infectados fueron recolectados en diferentes
altitudes, registrando que Colletotrichum se encuentra diseminado con mayor
incidencia en altitudes superiores a los 1200 msnm y asociados al café en forma
sapréfita o parasita, las colonias presentaron diferentes variantes morfoldgicas
cuyas caracteristicas culturales coinciden con las especies C. gloeosporioides y

Glomerella cingulata.

Waller et al. (1993), realizaron la investigacion titulada: “Caracterizacion del
patégeno de la enfermedad del fruto del café, Colletotrichum kahawae”. donde
compararon muchos aislamientos de Colletotrichum, incluido el patégeno de la
enfermedad del CBD o del fruto y cepas de C. gloeosporioides de otros cultivos
tropicales, finalmente reportan que los aislamientos comparados tienen
caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y patogénicas comunes. Ademas los
investigadores mencionan que se discute la posicion taxonémica para cepas de
Colletotrichum aisladas de frutos, actualmente se introduce el nuevo nombre de C.
kahawae para estos. Los mismos autores mencionan que al menos 3 distintas
especies de Colletotrichum se asocian comunmente con las plantas de café, las
cuales son C. gloeosporioides, C. acutatum y C. kahawae.

En El Salvador, los estudios sobre antracnosis en café son practicamente
escasos. Para el afio 1997 solamente se disponia de un boletin técnico titulado:
Manejo integrado de la antracnosis del cafeto causada por el hongo Colletotrichum
sp. elaborado por PROCAFE, donde se describe y proponen las técnicas para el

manejo integrado para el combate de la enfermedad.

Orozco (2003), realizé la investigacion titulada: Caracterizacion morfoldgica,

molecular, bioquimica y patégena de aislados de Colletotrichum spp. asociados al



café, comparado con Colletotrichum kahawae. Dicha investigacion registra
aspectos fisicos de las colonias como: crecimiento micelial, dimensiones de
conidios, variacion entre valores de pH; con base a las caracteristicas registra que
los aislados de Colletotrichum pertenecen a las especies C. acutatum y los
reaislados a C. gloeosporioides. En cuanto a la patogenicidad de las cepas sobre
frutos verdes de café con algunos aislados de CBD (Coffee Berry Disease),
registra que el porcentaje de frutos necrosados y tiempo de aparicion de sintomas

son variables de acuerdo con los aislados y cultivares.

Paresqui (2003), en su estudio sobre Patogenicidad de Colletotrichum
gloeosporioides Penz. en café (C. arabica L.), realiz6 pruebas de patogenicidad,
utilizando tres aislados de Colletotrichum, los cuales fueron inoculados en plantas
con y sin lesion, de tres meses de edad. Registrando finalmente que las plantas
inoculadas no manifestaron sintomas, sin embargo al realizar el proceso de
reaislamiento, comprueba que el organismo penetr6 en los tejidos, al obtener
nuevamente al patdégeno. A partir de estos resultados, concluye que C.
gloeosporioides puede permanecer latente y que presenta relaciéon endofitica en

los tejidos de café.

Oliva (2009), en Guatemala, realizo su trabajo de grado titulado, Caracterizacion
Morfologica, Patogénica y Bioquimica de aislamientos de Colletotrichum spp.
asociados al cultivo de café (C. arabica), la investigacibn establece una
variabilidad morfolégica en los aislamientos de Colletotrichum y registra a la
especie C. gloeosporioides. La prueba de patogenicidad de C. gloeospoioides
sobre las variedades de café Caturra, Catuai, Pache colis y Catimor, confirma que
el hongo es patogénico en frutos verdes y no en hipdcotilos de café. Ademas el
autor determina que la prueba bioguimica de &cido citrico y tartrato de amonio es

efectiva para determinar la especie C. gloeosporioides.

Weir et al. (2012), hasta la fecha reportan 16 especies de Colletotrichum que
afectan los cultivos de café, las cuales son C. acutatum, C. boninense, C. capsici,
C. gloeosporioides, C. karstii, C. walleri, C. asianum, C. fructicola, C. siamense, C.

cuscutae, C. theobromicola (sinonimo de C. fragariae), C. gigasporum, C.



costarricense, C. queenslandicum, C. kahawae, sub sp. kahawae.

Freitas et al. (2013), estudiaron a Colletotrichum boninense causando antracnosis
en cafetales, en Brasil. Con el fin de confirmar a C. boninense, los investigadores,
secuenciaron la regiéon de ARNr del espaciador transcrito interno (ITS) y el gen de
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y las compararon con
secuencias de una base de datos de C. boninense, confirmando definitivamente C.

boninense sensulato.

Para verificar la patogenicidad de C. boninense y un aislado representativo de C.
gloeosporioides, inocularon hojas y frutos de plantas de café. En los resultados C.
gloeosporioides causé sintomas muy graves en menos tiempo en comparacion
con C. boninense, ambos hongos causaron necrosis en hojas jovenes, pero no en
hojas maduras, presentando acérvulos en las lesiones producidas por el hongo,
finalmente el hongo se recuper6é de los tejidos inoculados, cumpliendo los
postulados de Koch. Dado que los sintomas de C. boninense fueron similares a
los causados por C. gloeosporioides, se concluye que ambas especies estan

asociadas a la enfermedad en plantaciones comerciales de café en Brasil.

El dltimo diagnostico sobre La Caficultura en El Salvador, realizado por PROCAFE
(2014), menciona que la produccion 2013/2014 fue la méas baja debido a los
ataques severos del hongo Hemileia vastatrix, agente causal de la roya y como
una segunda enfermedad fungosa la incidencia de antracnosis causada por
Colletotrichum sp. Ademas, reportd que la antracnosis es causada por hongos
parasitos oportunistas del género Colletotrichum, para esa fecha la enfermedad

habia afectado el 32.9 % de las areas cafetaleras que fueron atacadas por la roya.

Cristobal et al. (2016), investigaron la diversidad de especies de Colletotrichum en
plantaciones de café, en Meéxico, reportando oficialmente a cinco especies
de Colletotrichum asociadas con sintomas de antracnosis foliar en café. Las
especies reportadas fueron: C. gigasporum, C. gloeosporioides, C. karstii, C.
siamense y C. theobromicola. La especie causante de la antracnosis del fruto del

café no fue reportada. Esta investigacion fue el primer informe de un complejo de



especies que afectan a las plantas de café en la misma area geografica en

México.

Mazariego (2017), en su investigacibn sobre aislamiento y patogenicidad de
poblaciones de Colletotrichum spp. causante de antracnosis en El Salvador, aislé
cuatro cepas diferentes de Colletotrichum clasificadas por el tejido de procedencia,
registr0 caracteristicas morfologicas y evalué la patogenicidad de las cepas
comprobando los postulados de Koch sobre plantas de café en las variedades
Catisic, Cuscatleco, Catimor, Lempira y Borbon.

En sus hallazgos reporta que al menos 3 cepas poseen diferencias morfoldgicas
entre si. Ademas determiné que los periodos de incubacion de las cepas fueron de
3y 4 dias y los periodos de latencia de 7 y 8 dias. También obtuvo resultados de
la sintomatologia de antracnosis en hojas y ramas; en hojas la sintomatologia se
presentd como manchas hundidas cloréticas que se tornan necroticas y de color
café rojizo a medida avanza la enfermedad y en las ramas se presentan manchas
cloréticas que se vuelven necréticas, causando muerte descendente de tallos y en

los entrenudos de las plantas.

4.2 Clasificacion taxonémica del café

La base de datos en linea de la flora de Nicaragua (2017) establece la siguiente

clasificacion taxonémica para el café.

Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Asteranae
Orden: Gentianales
Familia: Rubiaceae
Geénero: Coffea
Especie: arabica L.



4.3 Morfologia del café Coffea arabica L.

Las plantas de café son arbustos glabrescentes que llegan a medir hasta 8 m de
alto, segun la Flora de Nicaragua (2017).

e Hojas: poseen hojas opuestas, eliptico-oblongas de 8 a 15 cm de largo y 2.5 a
10 cm de ancho, apice acuminado, base aguda a acuminada, son brillantes en
el haz, con 7 a 10 pares de nervios secundarios; peciolos de 6 a 5 mm de
longitud; y estipulas de 3 a 12 mm de largo (Flora de Nicaragua 2017).

e Ramas: comprenden el eje vertical o rama ortotropica, esta produce yemas
vegetativas que originan ejes laterales o plagiotropicos, llamadas “bandolas”
gue son las ramas primarias, luego estas dan origen a ramas secundarias, a la
vez pueden salir ramillas terciarias en diversos angulos, dando una forma
conica a la planta (ANACAFE 2006).

¢ Inflorescencias: miden hasta los 2 m de largo, poseen flores subsésiles, con
bractéolas; limbo calicino de 0.5 a 1 mm de largo; tubo corolino 5 a 11 mm de
largo y lobos 5, 9—-20 mm de largo (Flora de Nicaragua 2017).

e Flores: en glomérulos o fasciculos axilares y sésiles, bracteadas; limbo calicino
5-8 lobado o reducido; corola hipocrateriforme de color blanca a rosada, lobos
5-8, convolutos; ovario 2-locular, évulo 1 por l6culo (Flora de Nicaragua 2017).

e Frutos: es una drupa polisperma, es carnoso, de color verde cuando es
inmaduro, pero al madurar es rojo o purpura, raramente amarillo. Es llamado
cereza de café, tiene forma ovalada o elipsoidal ligeramente aplanada. Las
partes del fruto del interior al exterior son: el embrién, endospermo, endocarpio,
mesocarpio y epicarpio (Ramos et al. 2010). La Flora de Nicaragua (2017),
reporta que es un fruto drupéceo, elipsoide, carnoso, de color rojo; pirenos 2,
plano-convexos, 1-loculares. Miden de 10 a 16 mm de largo y 8 a 13 mm de
ancho.

e Semillas: esta consta de dos nucleos, cada uno de ellos con un grano de café
con forma plana-convexa, el grano esta encerrado en un casco semirrigido
transparente de aspecto apergaminado, que corresponde a la pared del nucleo.

Una vez retirado el grano de café verde se observa rodeado de una piel



plateada adherida, que corresponde al tegumento de la semilla (Ramos et al.
2010).
C. arabica es una planta nativa de Etiopia, cultivada en las zonas humedas
tropicales, comunmente es llamada “café”. Las semillas de la C. arabica son

producidas preferiblemente para el comercio (Flora de Nicaragua 2017).

4.4 Variedades de café cultivadas en El Salvador.

PROCAFE (2014), establece que en El Salvador la especie de café cultivada es C.

arabica y las principales variedades son:

- El Bourbon, que comprende el 52.2 % del area total de café cultivada.

- Pacas, representa el 33.4% (variedad salvadorefia proveniente de una
mutacion natural del Bourbon).

- Variedad Cuscatleco, con una representacion de 7.0% (hibrido salvadorefio
resultante del cruce entre Pacas y Maragogipe, con excelentes propiedades
de taza).

- Variedades en menor cuantia como Catisic 2.0%, Catuai 1.5%, cartimor y
otros.

4.5 Enfermedades comunes del café.

Actualmente en El Salvador, el parque cafetalero esta siendo afectado por muchas
enfermedades producidas por hongos y plagas, afectando a las plantas en
diferentes fases del desarrollo, en algunos casos los fuertes ataques de las
enfermedades provocan la muerte de raices, ramas, hojas, flores y frutos del café
(PROCAFE 2014). Los hongos son los organismos que mas afectan a este cultivo

por las pérdidas econdmicas que genera (Guerra 2004).

PROCAFE (2014), reporta que entre las enfermedades fungosas mas comunes en

el parque cafetalero destacan las siguientes:

- Roya del cafeto (Hemileia vastatrix), afectando el 88.1% del area cultivada con

variedades susceptibles.



- Antracnosis (Colletotrichum sp), como la segunda enfermedad mas frecuente
en los cafetales presentdndose cuando hay ataques de roya. Para esa fecha
afecto al 32.9% del area cafetalera.

Otras enfermedades reportadas para los cafetales en El Salvador son: el derrite

(Phyllosticta sp), mancha de hierro o cercospora (Cercospora coffeicola), ojo de

gallo (Mycena citricolor), rosellinia o podredumbre negra de la raiz (Rosellinia sp) y

otras que generan menor dafio.

4.6 Generalidades de Colletotrichum spp.

Colletotrichum spp. es un hongo oportunista, debido a que aprovecha cualquier
fuente de entrada para penetrar, se establece en cafetales con deficiencia
nutricional, suelos pobres en materia organica, falta de agua, herbicidas, plagas y
enfermedades que facilitan la entrada del hongo (Gutiérrez et al. 2003, Mendoza
et al. 2008).

Las especies de este género son consideradas como las mas exitosas dentro de
los hongos patogenos de plantas, se pueden encontrar en zonas templadas y
tropicales, afectando gran parte de tejidos en los érganos de las plantas. Su
capacidad para causar infecciones latentes o quiescente los ubican dentro de los
patbgenos mas importantes (Jeffries et al. 1990).

4.7 Taxonomia de Colletotrichum spp. asociado al cultivo de café.

Noack (1902) citado por Oliva (2009), mencionan que la taxonomia de
Colletotrichum asociada al cultivo de café es muy indeterminada. Desde las
primeras investigaciones en Brasil, el hongo fue clasificado por Noack como
Colletotrichum coffeanum, esta designacion fue utilizada por méas de 70 afos, para

todos los aislamientos de este género asociados al café.

Agrios (2005) determina la siguiente clasificacion taxondmica para Colletotrichum.

Dominio: Eukaryota

Reino: Fungi
Phylum:  Ascomycota
Clase: Filamentous Ascomycetes (lll), Deuteromycetes u Hongos
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Monosporicos.
Género: Colletotrichum (Estado anamorfo)
Glomerella (Estado Teleomorfo)

Segun National Center for Biotechnology Information (NCBI) 2017, establecen la
siguente clasificacion taxondmica de acuerdo a la Caracterizacion Molecular por
Espaciadores de Transcripcidn Internos (ITS por sus siglas en inglés).

Dominio: Eukaryota

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Subphylum: Pezizomycotina

Clase: Sordariomycetes

Subclase: Hipocreomycetidae

Orden: Phyllachorales

Familia: Phyllachoraceae

Subfamilia:  Phyllachoraceae mitospoéricos
Género: Glomerella (Estado Teleomorfo)

Colletotrichum (Estado anamorfo)

Uno de los problemas con la taxonomia de Colletotrichum spp, se debe a que
produce conidias secundarias provenientes de las colonias de germinacion inicial.
Estas esporas secundarias generalmente son variables en tamafio y dificultan la
identificacion, por lo tanto los criterios morfotaxonémicos no son precisos
(Freeman & Katan 1997).

Colletotrichum gloeosporioides es un clado (agrupacién de organismos que tiene
una herencia de un ancestro comun) diverso en términos de morfologia e incluye
un numero importante de patégenos en plantas (Rojas et al. 2010). Este clado
encierra a 22 especies diferentes, dentro de los cuales se incluyen C. asianum, C.
cordylinicola, C. fructicola, C. gloeosporioides, C. horii, C. subsp kahawae.
kahawae, C. musae, C. nupharicola, C. psidii, C. siamense, C. theobromicola, C.
tropicale, C. xanthorrhoeae, C. aenigma, C. aeschynomenes, C. alatae, C.
alienum, C. aotearoa, C. clidemiae, subespecie C. kahawae. ciggaro, C. salsolae y
C. queenslandicum. Todos los taxones se definen genéticamente sobre la base de

filogenias multi-gen (Weir et al. 2012).
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4.8 Métodos de identificacién de Colletotrichum sp.

Los métodos tradicionales para diferenciar especies de Colletotrichum se han
basado principalmente en la morfologia, analizando caracteristicas tales como
tamafo y forma de las conidias, color de la colonia, presencia o ausencia de setas
y el estado sexual o telemorfo del hongo. Sin embargo, estos criterios no siempre
son los adecuados para la diferenciacion confiable de las especies debido a las
influencias medioambientales en la estabilidad de las caracteristicas morfolégicas
y la existencia de formas intermedias (Freeman & Katan 1997, Rodriguez 2007,
Oliva 2009). Por otra parte Oliva (2009), menciona que las caracteristicas varian a
través del tiempo y pierde sus caracteristicas culturales iniciales cuando es

manipulado en el laboratorio.

La reaccion en la cadena de polimerasa (PCR), al usar primer con secuencias
especificas, es una técnica molecular rapida y confiable para determinar especies
de dicho género. Otro método molecular para la identificacion de especies es por

la region ITS, util para determinar especies y razas (Freeman & Katan 1997).

4.9 Morfologia general de Colletotrichum spp.

Colletotrichum generalmente presenta micelio enrramado inmerso, septado de
coloracién hialina a castafio palido. Los acérvulos son separados en forma de
discos o de cojin, de textura serosos y se pueden ubicar en forma subepidermal,
epidermal y subcuticular, comunmente con setas 0 espinas de color negro en los
bordes o entre los conidioforos; estan formados de pseudoparénquima con
paredes delgadas o gruesas. Los conidi6foros pueden ser simples o elongados
(figura 1) (Barnett & Hunter 1980, Agrios 2005, Reyes 2006).

Las conidias son producidas en los acérvulos, son de coloracion hialinas,
aseptadas de forma falcada, cilindrica o fusiforme, de una sola célula, durante la
germinacion se tonan de color castafio palido, se septan y foman el apresorio.
Cuando las esporas son muy numerosas pueden formar masas brillantes de color
rosado o salmon (Agrios 2005). Al aislar conidias de este género, las conidias

pueden presentar varias formas y variaciones en el tamafio, donde se demuestra
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una heterogeneidad entre y dentro del género (Rodriguez 2007).
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Figura 1. Acérvulo de Colletotrichum.
Fuente: Barnett & Hunter 1980.

Las setas pueden estar presentes 0 ausentes, originadas irregularmente desde el
pseudoparenquima, no presentan ramificacion, tiene un apice agudo u obtuso,
suave y con una pared gruesa septada en algunos casos (Barnett & Hunter 1980,
Agrios 2005, Reyes 2006).

4.10 Antracnosis en café por Colletotrichum spp.

La literatura reporta que los dafios de este hongo se limitan a zonas altas,
himedas y con abundantes lluvias, diseminado con mayor incidencia en zonas
con altitudes superiores a los 1200 msnm, asociados al café de forma saprofita o
pardsita y ademas las especies de este género puede tener un amplio rango de

hospederos para sobrevivir (Martinez & Zambrano 1992).

Goéngora (1991) y Torres et al. (1994), determinan que la enfermedad esta mas
relacionada con el efecto de las condiciones ambientales en el agroecosistema
cafetalero y el estado nutricional de las plantas; presentandose, desde zonas

bajas y secas hasta zonas altas y himedas

Waller et al. (1993), menciona que al menos tres distintas especies de
Colletotrichum se han asociado con las plantas de café estas son C.

gloeosporioides, C. acutatum y C. kahawae.
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El CBD (Coffee Berry Disease) es una enfermedad que infecta directamente a los
frutos de café, tiene por agente causante al hongo C. kahawae (Cadena & Gaitan
2006). Esta especie ataca al fruto en todos los estados de desarrollo desde las
floraciones hasta cerezas maduras y en ocasiones afecta a las hojas. Su principal
dafio econdmico lo causa al infectar frutos verdes, especialmente en desarrollo
(Gil et al. 2002).

En laboratorio las colonias de C. kahawae se distinguen de otras especies de
Colletotrichum por su color oscuro, menor tasa de crecimiento y por su
incapacidad de utilizar citrato y tartrato como Unica fuente de carbono (Waller et al.
1993).

4.11 Condiciones ambientales para el desarrollo de especies de
Colletotrichum spp.

Los factores ambientales que favorecen el desarrollo del hongo son: temperatura,
humedad, luz, nutrientes y pH del suelo (Gutiérrez et al. 2003, Mendoza et al.
2008).

Las temperaturas minimas y maximas para la germinacion del hongo son de 22°C
y 32°C, asi como una humedad relativa mayor al 92% (Baquero & Pérez 2002).
Bajo condiciones de laboratorio in vitro, las temperaturas Optimas para el
crecimiento micelial de C. gloeosporioides Penz. son entre 21°, 24° y 28 °C. ya
qgue el llenado de la caja Petri ocurre en menos tiempo (Reyes-Amado & Morales-
Garcia 2007).

La presencia de agua es imprescindible ya que permite que las conidias se
dispersen, germinen y penetren en la planta, dando inicio al periodo infeccioso
(Reyes 2006, Mendoza et al. 2008). En la época lluviosa, el hongo infecta con
mayor facilidad los tejidos jovenes de ramas, tallos y hojas, en donde permanece
durante la época seca, convirtiendose en la principal fuente de inoculo para la

proxima epidemia (Mendoza et al. 2008).

PROCAFE (2001), establece algunos factores que favorecen a la antracnosis:
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- Excesiva nutricion nitrogenada

- Deficiencias nutricionales de los cafetos, principalmente falta de fésforo y
potasio.

- Sistema radical dafiado por hongos, insectos o nematodos.

- Raices deformes y con deficiencias en el sistema radicular.

- Sombra excesiva del cafetal.

Mendoza et al. (2008) determina otros factores como: el poco vigor inicial en los
alméacigos por deficiencias de nutrientes, suelos pobres en materia organica,
variaciones abruptas del clima, podas drasticas o perdidas de los arboles de
sombra, estrés hidrico, alta produccion y dafios por otras plagas. Son numerosos
los factores ambientales que predisponen a la planta al ataque de la enfermedad o

gue se consideran intimamente asociados.

4.12 Epidemiologia

Las conidias o esporas de Colletotrichum se adhieren al tejido vivo o muerto, estas
se ven favorecidas con la lluvia, desprendiéndose rapidamente para ser liberadas
y diseminadas en ramas, hojas, flores y frutos. Otra manera de diseminacion es a
través del transporte de material enfermo, herramientas de poda y por el hombre

durante las labores agricolas (Reyes 2006).

Contreras (2006), menciona que los insectos de los 6rdenes Diptera, Coleoptera y
Homoptera también pueden ser dispersores de las esporas cuando estas se
adhieren a su cuerpo. Ademas el autor menciona que las plantaciones son mas
susceptibles a la antracnosis cuando se encuentran localizadas en zonas muy

altas.

4.13 Mecanismos de infeccion de Colletotrichum spp.
4.13.1 Germinacion y formacion del apresorio.

Las dos fuentes de inOculo para iniciar la infeccion son los conidios que se
producen en los acérvulos o las ascosporas producidas y liberadas del peritecio.

El in6culo llega a su hospedero por medio del agua o por dispersion de los
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conidios que se adhieren rapidamente a la cuticula del hospedante (figura 2)
(Alarcén 2012).

Muerte regresiva
bandolas / frutos

Figura 2. Ciclo de la enfermedad de la antracnosis en el cultivo de café, C. arabica.
Fuente: Mendoza et al. 2008.
La germinaciéon de los conidios ocurre en un periodo de un dia, luego produce un
tubo germinal antes de formar el apresorio terminal que penetra la cuticula. La
formacion del apresorio es necesaria para la penetracion directa a la superficie del
hospedero ya que juega un rol importante para que el patégeno pueda sobrevivir.
Los procesos de germinacion de conidios, formacion del apresorio y la formacion
de hifas infectivas son procesos independientes que actian como estimuladores o

inhibidores en las plantas hospederas (Alarcén 2012).

4.13.2 Estrategias de penetracion.

Perfect et al. (1999) y Rodriguez (2007), establecen que la penetracion ocurre
después de la formacion del apresorio, para ello acontecen dos estrategias de

penetracion, las cuales se detallan a continuacion:
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1. Penetracion intracelular hemibiotrofica: Al penetrar las células epidérmicas
del hospedante, las hifas aumentan de tamafio, formando vesiculas de infeccién
y una hifa primaria amplia, alrededor de la cual se invagina la membrana plas-
matica. La vesicula de infeccion y la hifa primaria estan rodeadas por una matriz
interfacial, por lo que el protoplasto del hospedante se mantiene vivo durante
esta etapa de la interaccidén; posteriormente, la hifa primaria coloniza
progresivamente nuevas células epidérmicas y mesofilas, a partir de las hifas
primarias se forman hifas necrotroficas secundarias delgadas, las cuales se
expanden rapidamente y degradan las paredes celulares mediante enzimas, lo
que ocasionan lesiones necroticas.

2. Penetracion necrotréfica intramural, subcuticular: después de la
penetracion, el patbgeno se desarrolla debajo de la cuticula formando una red
de hifas intramurales. Durante las etapas posteriores de infeccion, las hifas inter
e intracelulares penetran células epidérmicas y mésofilas, lo que ocasiona la

muerte del hospedante.

Colletotrichum spp. puede entrar al hospedero de diferentes maneras, esta puede
ser a través de aperturas naturales de los estomas, a través de heridas y por
penetracion directa de la barrera cuticular, esta ultima es la forma mas frecuente
(Contreras 2006).

4.13.3 Infeccion y colonizacién de los tejidos vegetales.

Las especies de Colletotrichum en su proceso infectivo presentan dos fases:

- Fase asintomatica: Se establece en los tejidos y 6rganos del hospedero como:
hojas, ramas, partes terminales de los tallos y frutos. En esta fase asintomética el
patogeno invade las células sin matarlas, razéon por la que se considera a varias
especies de Colletotrichum como hemibiotréficas intracelular (PROCAFE 2001,
Alarcén 2012).

- Fase destructiva visible: crece bajo la cuticula y disuelve extensamente la
matriz péptica de las células epidérmicas; el desarrollo intramural se asocia a la

hinchazén y disolucion de las paredes celulares.
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4.14 Sintomatologia de antracnosis en café.

Los sintomas en las plantas dependen de las cepas, el hospedero y la interaccion
entre ellos, asimismo depende de las condiciones del ambiente y fisioldgicas de la
planta (Pérez et al. 2003, Agrios 2005). El periodo de incubacion de C.
gloeosporioides puede comenzar desde los 7 hasta los 24 dias después que

ocurre la infeccion (Gutiérrez et al. 2003, Mendoza et al. 2008).

En plantulas, aparecen manchas necréticas hundidas de color oscuro en las hojas
cotiledénales y en hipécotilos (tallito), cuando esto ocurre, las hojas cotiledonales
se marchitan y mueren. En los hipdcotilos las manchas lo rodean progresivamente

hasta causar la muerte de la plantula (Torres et al. 1994).

En hojas verdaderas de plantas jovenes y adultas, los sintomas inician en los
bordes y apices, causando lesiones necréticas de color café oscuro a negro,
rodeadas de un anillo café rojizo alrededor de la mancha. En las lesiones se
observan puntos negros que son estructuras reproductivas del hongo y un aspecto
deshidratado. (PROCAFE 1997, Guerra 2004, Martinez et al. 2006 y Ortiz-Romero
et al. 2014).

En el campo puede haber variaciones en los sintomas de la hoja, los cuales se
conocen como sintomas atipicos. Algunas veces se observa que la lesion inicia de
forma circular similar a la provocada por la mancha de hierro (Cercospora
coffeicola Berk & cooke), sin embargo, puede verificarse el color café rojizo en el
borde de las manchas, esta es una caracteristica principal de antracnosis. Cuando
la mancha ocurre en el borde de la hoja, presenta una forma irregular con borde

café y con un anillo amarillo muy delgado (Mendoza et al. 2008).

En la parte apical de las ramas se produce una coloracion negra cuya intensidad
va disminuyendo hacia la base, donde se aloja gran cantidad de acérvulos o
puntos negros (Fernandez 1996). La enfermedad puede iniciar en los entrenudos,
donde se observan lesiones hundidas de color café claro a oscuro de forma
irregular. Este ataque se inicia en los sitios donde cae el inOculo y encuentra

condiciones favorables para causar la infeccion. El “paloteo” es una muerte de la
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planta que se genera por la caida de las hojas, la muerte regresiva de ramas y
tallos (PROCAFE 2001, Mendoza et al. 2008).

En plantas en produccién, el hongo afecta tanto frutos maduros como verdes.
Cuando el dafio ocurre en los frutos verdes, el sintoma se inicia en el pedunculo
ocasionando la caida prematura, en algunos casos, el fruto se pone negro
produciendo necrosis total, mientras que en frutos maduros o llegando a madurar
aparecen areas necroéticas que pueden cubrir al fruto, provocando la caida. El
sintoma inicial de la enfermedad comienza con pequefias lesiones hundidas de
color café a amarillenta que se extienden rapidamente hasta cubrir todo el fruto;
con el tiempo se torna color negro y se secan, produciéndose una momificacién
(Orozco 2003, Mendoza et al. 2008).

Los frutos son mas susceptibles a partir de la sexta semana después de la
floracidbn, momento en el cual el ovario del fruto comienza su fase de expansion
volumétrica; la susceptibilidad aumenta més entre la octava y la duodécima
semana después de la floracion (Mendoza et al. 2008). Algunas veces aparecen
nuevas lesiones en la fase de pre maduracién y maduracion del fruto. Cuando la
infeccion ocurre sobre frutos maduros, el atague del hongo se restringe a la pulpa,
sin dafiar el grano, pero dificulta el despulpado y la calidad del grano (Torres et al.
1994, Mendoza et al. 2008).

Colletotrichum spp. estd presente normalmente en la corteza de café
aparentemente sana aunque en ocasiones pueden colonizar capas mas profundas

y causar necrosis en la parte interna de la corteza (Van de Graaf et al. 2002).

4.15 Control preventivo.

Los controles preventivos relacionados con las podas de limpieza, manejo de
sombra y otras no son muy significativos por los caficultores, es por ello que deben
integrarse otros métodos para disminuir la incidencia de las enfermedades. El
control quimico es frecuentemente el mas utilizado para las enfermedades

fungosas principalmente de la roya y antracnosis (PROCAFE 2001).
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4.15.1 Productos de contacto

Estos productos son aplicados a la planta, forman una pelicula protectora sobre la
hoja impidiendo que la espora del hongo germiné. Los productos de contacto no
penetran el tejido vegetal, pero puede ocurrir cuando hay aplicaciones de dosis

altas o porgue la hoja se encuentra lesionada (CENTA 2016).

El control quimico utilizado para el manejo eficaz de esta enfermedad incluye los
productos a base de cobre; oxicloruro de cobre 50%, hidréxido de cobre 50%,
sulfato de cobre llamado caldo bordelés o caldo sulfocalcico (Gutiérrez et al. 2003,
Mendoza et al. 2008). Algunos son recomendados por CENTA (2016) conocidos
por sus nombres comerciales como Cupravit, Kocide 101 E.C., Antracnol 70% WP

y otros de contacto.

4.15.2 Productos Sistémicos.

Estos fungicidas se caracterizan por ser productos que pueden penetrar en la
planta y se distribuyen a través del xilema y floema circulando por toda la planta.
Los productos fungicos sistémicos mas utilizados en el pais son: Caporal, Opus,
Alto 100 SL, Amistar xtra, Royzell 25 EC, Onix 25 EC, Soprano-C, Opera,
Propicon 25 EC, Ciproconazol y otros productos sistémicos (CENTA 2016).

! Comunicacién personal. Ing. Agronomo, Mazariego, E. 2017. Técnica
Investigadora de la Division CENTA-CAFE. CENTA [Centro Nacional de
Tecnologia Agropecuaria y Forestal "Enrique Alvarez Cérdova"].
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5. METODOLOGIA.

5.1 Ubicacion geogréfica del &rea de estudio.

El &rea de estudio se encuentra ubicada en el departamento de Santa Ana, en el
municipio de Santa Ana, en Finca San Pedro (Figura 3 y Cuadro 1).
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Figura 3. Ubicacion geografica de los sitios de estudio, laboratorio COEX y Finca San
Pedro, en el municipio de Santa Ana, Departamento de Santa Ana.
Fuente: autor, elaborado en el programa Qgis 2.8 wien. Junio 2017.

Cuadro 1. Coordenadas geograficas de Finca San Pedro y Laboratorio COEX, Santa Ana,
2017.

sit Altitud Coordenadas geograficas
itios
(msnm) Latitud Norte Longitud Oeste
Finca San Pedro 1150 13°53'51.8” 89°35'7.9”
Laboratorio Control oA’ » 0nn ”
Biolégico (COEX) 632 14°00°15.3 89°32’55.0
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Finca San Pedro.

Esta ubicada en el cantdbn Ochupse Arriba, jurisdiccion del municipio de Santa
Ana, departamento de Santa Ana, geograficamente se encuentra en las
coordenadas 13°53'51.8” Latitud Norte y 89°35'7.9” Longitud Oeste, a una altura
de 1,150 msnm. La Finca esta dividida en tres tablones llamados; San Pedro con
15 Mz, La Loma con 10 Mz y el tablon Santa Raquel con 9 Mz. La variedad de
café cultivada es Bourbon, en un 100%, con una edad de aproximadamente 25
anos. El tipo de suelo es franco, en el afio se realizan tres fertilizaciones en la
finca; la primera es de Nitrato de Amonio, la Segunda y tercera aplicacion de

férmula completa NPK.

La finca esta comprometida con la responsabilidad ambiental, econémica y social,
por esta razon, esta adquiere el sello de la certificacion Rainforest Alliance.
asegurando a los consumidores que los productos vienen de fincas manejadas
bajo el estdndar de la Red de Agricultura Sostenible (RAS), disefiado para
proporcionar a los trabajadores y sus familias condiciones de seguridad, proteger

la vida silvestre y los cuerpos de agua.

El manejo y control de la finca se enfoca en un conjunto de actividades de manejo
integrado como: control de maleza, manejo de sombra, fertilizacion, control de
plagas y enfermedades, de acuerdo a Martinez (c.p?). A pesar de las practicas
agricolas implementadas, la plantacion presenta enfermedades fungicas y algunas

plagas debido a que la variedad de la plantacién es susceptible.
Laboratorio de Control Biolégico (COEX).

El Laboratorio de Control Bioldégico del Departamento Agricola de Comercial
Exportadora (COEX), esta ubicado en Carretera Internacional Santa Ana, Km 67-
68, Municipio de Santa Ana, Departamento de Santa Ana, a una altura de 632
msnm, en las Coordenadas 14°00°15.3” LN y 89°32’55.0” LO (Figura 4).

Z Comunicacion personal, Francisco Martinez, mandador en la Finca San
Pedro. Empresa Exportadora (COEX). Santa Ana. El Salvador.
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Figura 4. Ubicacion Geografica del Laboratorio de Control Biolégico (COEX). Municipio de
Santa Ana, Santa Ana.

Fuente: Google Earth 2017.

De acuerdo al perfil climatologico del MARN (2017), en el departamento de Santa
Ana predomina el clima calido semihimedo, la temperatura promedio anual es de
24°C, con una temperatura que oscila alrededor de los 19 °C como minima y 33°C
como maxima. La velocidad promedio anual de los vientos es de 7.8 kilbmetros

por hora y el promedio anual de la humedad relativa oscila entre 70% y 79%.

5.2 Fase de campo.
5.2.1 Recoleccion del material enfermo de plantas de café.

Para la recoleccion del material con sintomas de antracnosis en hojas y ramas de
plantas de café, se aplicdé la metodologia propuesta por Guharay et al. (2000) la

cual consiste en:

- Delimitar la finca en bloques (tablones).

- Seleccionar cinco puntos.

- En cada punto se eligieron dos estaciones de cinco plantas cada una,
alrededor de un punto de referencia.
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- Finalmente en cada planta, se seleccion6 una rama, alternando entre el
estrato bajo y alto entre planta y planta (Figura 5), hasta completar 10

ramas (figura 6).

Estrato Alto

Estrato Medio

Estrato Bajo

Figura 6. Forma de recoleccién del material enfermo. En cada planta, alternar entre el
estrato bajo y alto entre planta y planta.
Fuente: Guharay et al. (2000).

Los sintomas caracteristicos de antracnosis que se observaron durante el
muestreo son:
e Manchas necroéticas hundidas en los margenes de las hojas.
e Manchas necrdticas hundidas en ramas.
e Areas oscuras en los nudos de las ramas, acompafiadas de necrosis en
el peciolo y la parte basal de la hoja la cual produce secamiento en
puntas de las ramas, esto es conocido comunmente como muerte

descendente.

24



e Puntos negros en las areas dafiadas del tejido que corresponden a
estructuras reproductivas del hongo (acérvulos) (Castellanos et al.
2011).

Posteriormente se utilizé una tijera de podar previamente desinfectada con alcohol
al 70% para cortar el material enfermo. Las muestras infectadas fueron envueltas
en papel toalla y colocadas en bolsas de papel para evitar la acumulacién de
humedad en el interior y disminuir el crecimiento de microorganismos saprofitos
(Castellanos et al. 2011).

Para recolectar las muestras se establecié un intervalo de tiempo de 8:00 am a
10:00 am.

5.3 Fase de laboratorio.

El material recolectado se trasladé al laboratorio Control Biolégico COEX, donde
fueron procesadas las muestras, para corroborar que los sintomas observados
eran ocasionados por especies de Colletotrichum. Posteriormente se procedio a
efectuar la metodologia y técnicas microbiolégicas con las que se pueden
comprobar los postulados de Koch (French & Hebert 1980, Agrios 2005, Fuentes
& Blanco 2007). Para garantizar la pureza de los aislamientos de las muestras de
material enfermo, se trabajé en una camara de flujo laminar (Castellanos et al.
2011).

5.3.1 Aislamiento de Colletotrichum spp., a partir de las muestras
recolectadas de plantas de café.

» Paso 1l

Se cortaron fragmentos de tejido enfermo, con presencia de manchas oscuras que
indican la presencia del hongo para la obtencion y aislamiento de Colletotrichum
spp. (Agrios 2005). En las hojas, se cortaron secciones de 0.5cm? y en ramas,

fragmentos de 0.5 cm de largo por 0.5 cm de ancho (French & Hebert 1980).

> Paso 2

Desinfeccion de los cortes, siguiendo el siguiente orden:
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e Sumergir la muestra en agua destilada durante un minuto.
e Sumergir la muestra en alcohol al 70 % durante un minuto.
e Finalmente, la muestra se sumerge en agua destilada estéril, durante un

minuto (Ortiz-Romero et al. 2014)

» Paso 3
Secado; para disminuir el exceso de humedad, las muestras de tejido se colocaron

sobre papel filtro estéril, durante 10 minutos (Castellanos et al. 2011).

» Paso 4
Siembra; se utilizé6 una pinza esterilizada para tomar los pedazos de tejido ya

desinfectados, después se procedié a sembrar las muestras en cajas Petri de 9
cm de diametro, con medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA) previamente
esterilizado en autoclave a 120 °C, 15 Ib de presion, durante 20 minutos
(Castellanos et al. 2011). Para el caso de las muestras de rama, se sembraron 3
fragmentos por caja Petri, mientras que para las hojas, fueron 4 fragmentos por
caja Petri.

Las cajas Petri se sellaron con plastico sellador, se rotularon y se incubaron a
temperatura entre 22 °C a 24 °C durante 8 dias para que el hongo se desarrollara
(figura 7) (French & Hebert 1980).

Proceso de desinfeccion

Corte de tejido r\ r‘\

.v/""\) D gy, VO Sy S
NI —
7 S~—— S—— — 4 Y-
Corte d20.5 em Aguadestilada Alcohol al 70 % Aguadestilada
- Disminuir el exceso dehumedad
en papel toalla durante 10 minutos

Se procedid a sembrar de 3 a4 fragmentos
delas muestras dentro de cajas Petri

Se dejaron incubar hasta que el hongo se desarrollo

Las cajas Petri se sellaron con
cinta parafilm y se rotuld

Figura 7. Procedimiento del aislamiento de Colletotrichum spp., a partir de muestras
recolectadas de plantas de café.
Fuente: autor
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5.3.2 Purificacion del hongo Colletotrichum spp.

Pasado 8 dias de incubacién, se observo el crecimiento morfologico del hongo y
se procedié a realizar preparaciones microscépicas para observar al microscopio
optico de campo claro, las caracteristicas morfolégicas del micelio, esporas, hifas,
estructuras de reproduccion (acérvulos) y espinas (setas) correspondientes a
Colletotrichum sp., posteriormente con una pinza previamente esterilizada se tomo
una parte de micelio aislado y se coloc6é nuevamente en cajas Petri con medio de
cultivo PDA (French & Hebert 1980).

Cuando el crecimiento micelial alcanz6 su maximo desarrollo, nuevamente se
realizaron preparaciones microscopicas para reconocer caracteristicas
morfolégicas del hongo, finalmente, se tomé una parte del micelio aislado, de
aproximadamente 0.5 mm? y se realizaron repiques (cada vez que fue necesario)
en cajas de Petri con medio de cultivo PDA, hasta obtener una cepa pura de
Colletotrichum, aislada tanto de hoja como de rama (French & Hebert 1980).

5.4. Identificacion del género Colletotrichum.

La identificacion del género se sustentd en las estructuras microscopicas mediante
el uso de la clave taxondmica de Barnett & Hunter (1980), libro de Agrios (2005),
visitas a la pagina web del NCBI; gen bank en linea, consulta virtual con expertos
en identificacion de Colletotrichum y uso del documento actualizado sobre The

Colletotrichum gloeosporioides species complex.

Para determinar la identificacion de las especies de Colletotrichum, las cepas
obtenidas fueron enviadas al laboratorio de Técnicas Moleculares del Centro de
Investigaciones en Proteccién de Cultivos (CIPROC) de la Universidad de Costa
Rica, para su posterior analisis por secuenciacion mediante las regiones de

Espaciadores de Transcripcion Interna (ITS, por sus siglas en ingles).

5.5 Caracterizacion morfolégica y crecimiento micelial de las cepas de
Colletotrichum.

Utilizando la metodologia de Than et al. (2008), se llevd un registro de las

caracteristicas morfolégicas del hongo para la caracterizacion macroscopica y

27



microscoépica de la colonia, las cuales se anotaron en la hoja de registro (anexo 1

y 2) con los siguientes aspectos:

a) Morfologia macroscopica.

a.l. Color de la colonia

a.2. Patrén de crecimiento.

a.3. Contorno.

a.4. Tipo de micelio.

a.5. Aspecto del micelio.

a.6. Coloracién del fondo o revés de la colonia.
a.7. Crecimiento micelial de las cepas.

Para el Crecimiento del micelio en milimetro por dia se realizé lo siguiente:

- Se utilizaron 20 cajas Petri (para cada cepa) con medio de cultivo PDA, luego
se marcoé sobre el reverso de las cajas Petri cuatro radios equidistantes a partir
del centro, enumerando cada radio a favor de las manecillas del reloj y se les
asigno una letra a, b, c y d (figura 8) (French y Hebert 1980).

- Con una pinza estéril, en el centro de cada una de las cajas Petri, se inoculd
aproximadamente 0.5 mm?del in6culo purificado.

- Seguidamente se dejaron incubar en un lugar aséptico, a temperatura entre
22°C a 24 °C en oscuridad.

- El crecimiento del hongo en la caja de Petri se observé diariamente.

- Con una regla graduada en mm, se marcé y midié el crecimiento de la colonia,

los datos se registraron hasta llenar la caja (anexo 3y 4).

Figura 8. A) crecimiento radial de la colonia, B) fondo de la placa con las marcas
realizadas para observaciones de crecimiento: a, b, ¢ y d son los radios de medicion.
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b) Morfologia microscépica.

b.1. Acérvulos, peritecios y setas: presencia o ausencia.
b.2. Conidias: forma y tamafo

Para la descripcién de acérvulos, peritecios, setas y conidias, se realizd lo
siguiente.

A los 10 dias de incubacion se observaron las cajas Petri y se realizaron
preparaciones de micelio al fresco, con el fin de observar presencia o ausencia de
setas, acérvulos y conidias. Para medir el tamafio y determinar la forma de las
conidias, se utilizd equipo apropiado del Centro Nacional de Tecnologia
Agropecuaria y Forestal Enrique Alvarez Cordova (CENTA).

Para la medicién, se preparé una suspensién de esporas en agua destilada,
posteriormente se utilizd6 una lamina de calibracion (Figura 9) y un microscopio
Optico con una camara digital Moticam 10 (resolucién real de 10.0MP) acoplada
(Figura 10). Seguidamente con el programa Motic Images Plus 2.0 se capturo la
micrografia y se registraron las medidas de las conidias. El tamafio de las conidias

se determina midiendo el largo y el ancho de 50 conidias escogidas al azar de

cada cepa, expresando un rango de medidas (Figura 11) (Harp et al. 2008).

Figura 9. Lamina de Figura 10. Microscopio Figura 11. Realizacion de
calibracion con 5 puntos para Optico con camara digital medicion de conidias
medidas en pm. Moticam 10.

La forma de las conidias observadas, se determind utilizando la categoria de
forma de conidia de Colletotrichum spp., descritas por Smith & Black (1990)

(anexo 5).
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5.6 Prueba de patogenicidad a partir de la cepa purificada de Colletotrichum,

aislada del tejido de hoja.

El ensayo de patogenicidad se realiz6 en el Departamento Agricola de COEX, con
el proposito de establecer la patogenicidad de la cepa, en plantas sanas de café

de la variedad Bourbon, de 7 meses de edad.

Para el ensayo se utilizé6 dos estructuras tipo invernadero (figura 12); una para el
ensayo de patogenicidad y otra para el control. Cada estructura se construy6 con
las medidas de 6x4 m y con una altura de 2.5 m, dichas estructuras se cubrieron
con plastico flexible para evitar la dispersion del in6culo y la introduccion de otros
microorganismos, asimismo, para reducir la radiacion solar y proporcionar las

condiciones adecuadas para el desarrollo del hongo.

Figura 12. Estructura construida para realizar la prueba de patogenicidad.
Fuente: fotografia del autor.

Dentro de cada invernadero se colocaron 30 plantas sobre tarimas de madera de
2.5 x 1.5 m, estableciendo 6 hileras de plantas con una distancia de 30 cm entre
cada planta (figura 13).
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Figura 13. Blogue de plantas de café para el ensayo de la prueba de patogenicidad.

Fuente: fotografia del autor.

5.6.1 Preparacion del in6culo utilizando la cepa de Colletotrichum aislada

del tejido de hoja.

Se inocularon 20 cajas de Petri conteniendo medio de cultivo PDA, con la cepa
aislada de hoja y se dejé crecer, sin conocer la especie de esta. Pasados 15 dias
de crecimiento se procedié a preparar una suspension de esporas agregandole 15
ml de agua destilada a cada placa, seguidamente se raspo el cultivo de
Colletotrichum con una asa bacteriologica para remover las esporas (Castellanos
et al. 2011).

A continuacioén, la suspension obtenida se vertio en un Erlenmeyer de 1000 ml
para totalizar una suspensién de 1 L, después fue filtrada en tela de gasa
esterilizada para eliminar el paso de micelio y medio de cultivo, finalmente dicha
solucién se agité durante un minuto (Figura 14) (Marulanda et al. 2007).
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Agua destilada l 15 mL ' - ‘ B
A cadaplaca Petri X F ; ¢

@@@@@

ceeas
S ecesaas

Concentracion de conidios
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Raspado de micelio

Cuenta en Camara de Neubauer

Figura 14. Preparacion del in6culo para el ensayo de patogenicidad.

5.6.2 Recuento de conidios en camara de Neubauer.

Para realizar el conteo de esporas se utilizd una camara de Neubauer (Figura 15).
Con una pipeta, se tomd una gota de la suspension, luego se colocé en cada uno
de los dos depdésitos de la camara de Neubauer, finalmente se realiz6 el conteo a
través del microscopio (Figura 16) (Gilchrist et al. 2005). EI in6culo fue
previamente ajustado a una concentracién aproximadamente de 1 x 10°
conidios/ml (French & Hebert 1980, Pérez et al. 2003).

Figura 15. Camara de Neubauer Figura 16. Conteo de esporas a
través del microscopio Optico.

Para determinar la concentracién de esporas de 1 x 10° conidios/ml, se hizo el
recuento de 5 cuadros de la camara de Neubauer, de acuerdo al siguiente orden:

Primero: los extremos derecho e izquierdo de la parte superior
Segundo: el cuadro central

Tercero: los extremos izquierdo y derecho de la parte inferior (Gilchrist et al. 2005).
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La concentracion de conidias de la suspension se calcul6 de la siguiente manera:
NC = (SC /5) *50000
Donde:

NC= Numero de conidias/ml de suspension.
SC= Sumatoria de las conidias contenidas en los cinco cuadros de lado de la

camara de Neubauer.

Dado un volumen final del in6éculo que se asperjo y dada la concentracién de
conidias del in6culo original; para calcular el volumen requerido de este inéculo
original y preparar el de la aspersion, se utilizé la siguiente férmula: V1 x C1 =V 2
x C 2.

De donde:

V1 = Volumen 1

C1= Concentracion 1

V2= Volumen 2

C2= Concentracién 2 (Castellanos, et al .2011)

La concentracion de indculo utilizada asegura una infeccion y un desarrollo
adecuado de la enfermedad (Hood & Steward 1997).

5.6.3 Inoculacién de esporas de la cepa aislada de hoja, en plantas sanas
de café.

Una vez preparada la suspension de conidias de la cepa de hoja, el inéculo fue
depositado en un aspersor manual, llenandolo hasta completar 1500 ml de
indculo, para posteriormente aplicar 50 ml de indculo en el area foliar de cada una
de las 30 plantas sanas de café de la variedad Bourbon (Figura 17) (Baquero &
Pérez 2002). A las 30 plantas testigo se les aplicé 50 ml de agua destilada

(cuadro 2).

Antes de iniciar la inoculacion para la prueba de patogenicidad, las hojas fueron
lavadas con agua destilada y se eliminé cualquier maleza alrededor de las

plantas.
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Cuadro 2. Ensayo para la prueba de patogenicidad a partir de la suspension de
esporas de la cepa de Colletotrichum, aislada de tejidos de hojas.

Cepa N de plantas. Variedad
o
= Colletotrichum (hoja) 30 Bourbon
n
c
- Testigos 30 Bourbon

Debido a que el periodo de latencia del hongo es muy corto, el patdgeno se
inoculd cada quince dias (1, 15 y 30 dias) utilizando las mismas plantas durante
todo el ensayo, aplicando la misma cantidad de inéculo en ml con la concentracion
antes descrita la cual es de 1 x 10° conidios/ml aproximadamente (Castafio 2002)
( Cuadro 3).

Cuadro 3. Periodo de inoculacion de esporas de Colletotrichum (hoja) en el
ensayo de patogenicidad.

Periodo de inoculacion de Cantidad de Concentracion
Colletotrichum in6culo
. 1x10°
24 de noviembre de 2016 50 mi .
conidios/ml
6
09 de diciembre de 2016 50 ml 1.X.10
conidios/ml
6
24 de diciembre de 2016 50 ml 1.X.10
conidios/ml

La aplicacion del indculo se realizé durante la tarde, entre las 4:30 pm a 5:30 pm,
con el fin de favorecer las condiciones de germinacion y penetraciéon de las
conidias en el hospedero. Después de la inoculacién, las plantas se cubrieron con
bolsas transparentes de polietileno, durante un periodo de 48 horas para aumentar
la humedad relativa al interior de la camara (Figura 18). Para mantener la
humedad en las plantas se aplicé diariamente agua destilada al follaje.

Antes de llevar a cabo la inoculacion, las plantas de café permanecieron 30 dias
en el invernadero para aclimatarlas y permitir su adaptacion a las nuevas
condiciones. Asimismo, para que el hongo actue, las plantas no fueron fertilizadas,

para someterlas a un estrés ya que el hongo ataca de forma oportunista.

34



Figura 17. Inoculacion de Colletotrichum en  Figura 18. Plantas cubiertas con bolsas,
plantas sanas de café (C. arabica). para aumentar la humedad relativa al
interior de la camara.

5.6.4 Reaislamiento del hongo patdégeno.

Para corroborar que los sintomas y signos que se produjeron en las plantas de
café, fueron ocasionados por la cepa de Colletotrichum inoculada, se procedié a
realizar un reaislamiento del hongo con las plantas que desarrollaron la

enfermedad y las plantas testigos utilizadas durante la prueba de patogenicidad.

Para el proceso de reaislamiento, se cortaron hojas infectadas y se siguio la
misma metodologia utilizada para el aislamiento del hongo (ver pag. 25) (French y
Hebert 1980).
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6. PROCESAMIENTO DE DATOS.

6.1 Crecimiento del micelio en mm.

El crecimiento del micelio (mm) versus el tiempo (dias), se presenté mediante
grafica de barra y representacion lineal, para esto se empled la hoja de calculo de
EXCEL 2010.

El promedio de la medicion del diametro del micelio se obtuvo en la direccion

vertical y horizontal de las cajas Petri.

6.2 Prueba de patogenicidad.

6.2.1 Periodo de incubacion (PI)

El Pl es el tiempo comprendido desde la inoculacion, infeccion hasta el
aparecimiento de sintomas visibles. Permite demostrar un aumento de la
incidencia de la enfermedad al aumentar la duracion del periodo de incubacion
(Castafio 2002). Esta variable se registré diariamente hasta que aparecieron los

sintomas.

6.2.2 Incidencia.

Los registros de incidencia de Colletotrichum en porcentaje se realizaron a los 15,
30y 45 dias; para dicho célculo, se utilizé la formula siguiente de French & Hebert
(1980).

) ) Numero de plantas enfermas
Incidencia = —; * 100
Numero de plantas evaluadas

6.2.3 Sintomatologia.

La sintomatologia de C. gloeosporioides se describe de acuerdo a los signos y
sintomas que presento la planta, basandose en las observaciones realizadas

diariamente en el ensayo de patogenicidad, durante 45 dias.
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7. RESULTADOS

7.1 Aislamiento e identificacion del hongo Colletotrichum a partir de las
muestras recolectadas de plantas de café.

Se obtuvieron dos cepas, correspondientes a especies de Colletotrichum aisladas

a partir de fragmentos de tejidos de hojas y de ramas. La caracterizacion

macroscopica, microscopica, prueba de patogenicidad y analisis molecular (ITS)

confirman que la cepa aislada y reaislada de hoja corresponde a la especie C.

gloeosporioides, mientras que la cepa aislada de rama, a C. theobromicola, de

esta Ultima no se realizd prueba de patogenicidad. El resultado del analsis

molecular, se muestra en el Anexo 6.

7.2 Caracterizacién morfoldgica de las especies de Colletotrichum.

Cuadro 4. Morfologia macroscopica de C. gloeosporioides y C. theobromicola.

Especie

C. gloeosporioides
(NUm. de accesion JX258732.1)

C. theobromicola
(NUm. de accesion KC512126.1)

Color

Al inicio presenta un color
blanco cambiando a gris oscuro
a medida que la edad del
cultivo aumenta.

Anaranjado por la abundancia
de masas conidiales. A los 15
dias la colonia forma sectores,
siendo mas notorios a medida
gue envejece la colonia del
hongo. Los sectores presentan
micelio color gris y blanco.

Patrén de
crecimiento

Radial, formando entre 6 a 7
anillos concéntricos. Debido a
la maduracion del acérvulo, en
el centro de la colonia se
forman masas conidiales
dispersas de color anaranjado
(se observan a los 5-6 dias de
crecimiento).

Radial, formando 5 a 6 anillos
de masas de conidios de forma
concéntrica. Crecimiento con
esporulacion rapida de color
anaranjado.

Contorno de la
colonia

Se presenta de forma regular.

Se presenta de forma regular.

Tipo de Micelio Supe_:rflual, penetrando el Superficial.
medio.

As_pef:to del Algodonoso. Algodonoso.

micelio
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Coloracion del Masas de esporas de color
fondo o revés | Gris oscuro. anaranjado producidas en un
de la colonia patron de anillos concéntrico.

Figura 19. Morfologia macroscopica de las especies de Colletotrichum en PDA. C.
gloeosporioides (a) parte frontal y (b) parte dorsal (envés), C. gloeosporioides
REAISLADO (cy d) y C. theobromicola (e) parte frontal y (f) parte dorsal (envés).
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7.2.1 Crecimiento micelial en mm de las especies de Colletotrichum

Las cepas de Colletotrichum presentaron crecimiento lineal durante 8 dias. La

cepa correspondiente a C. gloeosporioides aislado de hoja tuvo mayor velocidad

de crecimiento radial con un promedio de 4450 mm, mientras que C.

theobromicola aislado de rama, el crecimiento radial promedio fue 42.10 mm

(promedios correspondientes al octavo dia), a temperatura entre 22 a 24°C para

ambas especies.

Cuadro 5. Crecimiento radial promedio (mm) de C. gloeosporioides aislado de hoja y C.

theobromicola aislado de rama en medio de cultivo PDA.

Tiempo (dias)

1 2 3 4 5 6 7 8
Crecimiento(mm)
C. gloeosporioides
. 5.80 | 11.90 | 17.90 | 24.00 | 28.80 | 33.90 | 38.60 | 44.50
(hoja)
C. theobromicola
5.05 | 10.10 | 14.95 | 19.90 | 24.65 | 30.90 | 35.65 | 42.10

(rama)

45.00 -
40.00 -
35.00
30.00
25.00 -
20.00
15.00 11.90

Crecimiento radial (mm)

10.00 A
5.00 -

0.00 -

24.00

19.90

4

28.80

24.65

5

Tiempo (dias)

33.90
30.90

Crecimiento radial promedio de C. gloeosporioidesy C. theobromicola

44.50
42.10

38.60
35.65

m C. gloeosporioides
m C, theobromicola

Figura 20. Crecimiento radial en mm de C. gloeosporioides y C. theobromicola durante 8

dias en medio PDA.
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Cuadro 6. Morfologia microscopica de C. gloeosporioides y C. theobromicola.

C. gloeosporioides

C. theobromicola

Especie (NUm. de accesion JX258732.1) | (NUum. de accesion KC512126.1)

Hifas o .
Septadas y hialina. Septadas y hialina.
Subepidermicos, de color café- Subepidermicos, de color cafe

Acérvulos | ©SCUro. dentro de los acérvulos se oscuro con  NUMErosos
observé la presencia de setas, | COnidioforos y conidias.
numerosos conidioforos y conidias.

Setas o

. Color negro, alargada y septada. Ausente.
espinas

Conidioforos

Simples, cortos y erectos.

Simples, cortos y erectos.
Forman células conidiales.

Hialinas, aseptadas,

unicelulares
de forma cilindrica; su citoplasma

Hialinas, aseptadas, unicelulares
de forma cilindrica; algunas con
un extremo redondo y el otro

. X punteado, su citoplasma es
es uniforme observandose que| .
uniforme, obsevandose que
- presentan vacuolas de gran
Conidias - - . presentan vacuolas de gran
tamafio. Asimismo, las conidias se ~ -
. tamafio. Las conidias se
producen sucesivamente, se :
. producen sucesivamente, se
acumulan en los acérvulos vy .
. acumulan en los acérvulos y
forman masas de color anaranjado.
forman masas de color
anaranjado.
e Largo entre 14.29 ym y 22.79| e Largo entre 14.25 pmy 21.11
. romedio 17.31 um). m (promedio 17.06 pm).
Medidas de (p Hm) um (p Hm)
e Ancho entre 3.15 pm y 6.79| ¢ Ancho 3.17 pm a 6.37 pm
las esporas

pm (promedio 5.08 um) (figura

23y Anexo 7).

(promedio 5.06 um) (figura 24
y Anexo 7).
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Morfologia microscopica de la colonia de C. gloeosporioides

Figura 21. Morfologia microscépica de C. gloeosporioides. A) Hifas, B) Acérvulo (Ac), C)
espinas o setas (St), D) conidioforos, E) Conidias cilindricas y F) Apresorio.
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Morfologia microscoépica de la colonia de C. theobromicola

Figura 22. Morfologia microscépica de C. theobromicola. A) Acérvulo, B) células
conidiales; conidiéforos (Co), C) clamidosporas, D) Conidias forma cilindrica y algunas
con un extremo redondo y el otro punteado, E) Masas de esporas, F) Masa de esporas

extirpada.
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Largo: 16.18 pm | Largo: 17.19 um
LS E) M0

LAncho: 3.24 um \Ancho: 4.09 um)

L16
MML3 icho: 6.61 um)|
Largo: 22.39 um;|

20
Ancho: 4.88 pm:

MM L5
Largo: 18.30 um |

Largo: 14.39 pm;| Largo: 16.76 pm|
"
(Ancho: 3.15 um |

ncho: 4.65 Largo: 14.37 pm

N7
Largo: 15.73 um)|

Mg
|Ancho: 5.02 um},

HNLS
Largo: 15.04 pum|
WY 16
Ancho: 4.67 um| O 117
ILargo: 22.79 um;
LIS
IAncho: 5.59 um

Figura 23. Medidas del largo y ancho (um) de conidias de C. gloeosporioides,
aislada de hoja, con un microscopio Motic 6ptico con camara incorporada;

imagen captada con el programa Image Plus 2.0. Vista a 40 X.

L0
Largo: 14.38 un
S| 10012
I | Ancho:3.17 um
WML
[Largo: 14.43 pm -

WML
|Ancho: 3.84 um
LS
Largo: 14.38 um | &
RS
Ancho: 5.15 um
WHML1S W
argo: 21.11 um) 3 i
ILalgo: A
MNL1E L
Ancho: 637 um) WMLl
Ancho: 4.47um|
LI
iLargo: 1425 pm

WhLI3 nig
Largo: 1435 pm ) : 346 um)

LS E
| iAncho: 327 um|

Figura 24. Medidas del largo y ancho (um) de conidias de C. theobromicola,
aislada de rama de café, con un microscopio Motic 6ptico con camara
incorporada; imagen captada con el programa Image Plus 2.0. Vista a 40 X.
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7.3 Patogenicidad a partir de la cepa purificada de C. gloeosporioides.

Con el ensayo de patogenicidad se establece la interaccion del hongo con la

planta de café.

7.3.1 Periodo de incubacion
En los primeros 5 dias no se apreciaron cambios, fue hasta el sexto dia que se

observaron los primeros sintomas de la enfermedad en las plantas de café,

confirmando la susceptibilidad de C. arabica a C. gloeosporioides.

7.3.2 Incidencia
El aparecimiento de sintomas de C. gloeosporioides, fue el parametro para dar

inicio al registro de los datos, determinado el porcentaje de incidencia en las
plantas. Se observé que en los primeros 15 dias después de la inoculacion, se
registrd una incidencia inicial del 40 %; en la segunda evaluacion, a los 30 dias, la
incidencia fue del 80 % vy finalmente, en la ultimo registro la incidencia fue del
100% (cuadro 7). Se pudo observar que el mayor porcentaje de incidencia se
registro en la primera y segunda evaluacion.

Cuadro 7 Porcentaje de incidencia en plantas de café C. arabica, inoculadas con C.
gloeosporioides, en condiciones de invernadero, Santa Ana.

Dias después de la Plantas infectadas Porcentaje de incidencia
inoculacion
0al5 12 40%
15a30 24 80 %
30 a45 30 100 %
100 2
8 80 %
8 80
(«B]
2 60
= 40 %
o 40
©
QQ, 20
0
0a1l5 15a30 30a45
Dias

Figura 25. Porcentaje de incidencia de plantas que presentaron sintomas de antracnosis.
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7.3.3 Sintomatologia causada por C. gloeosporioides.

La sintomatologia de C. gloeosporioides, cepa aislada de tejidos de hojas, se
manifestd inicialmente en las hojas maduras, siendo mas visibles en el apice,
bordes y la parte central de la hoja. Los sintomas muestran manchas cloroticas
que luego cambian a un color café oscuro a gris. Las lesiones comunmente
presentaron borde amarillo a café rojizo muy definido que separa el tejido sano del
enfermo; en la lesion se presentd hundimiento del tejido. A medida que pasaban
los dias, la enfermedad intensifica su dafio viéndose afectadas algunas hojas

jovenes.

Cuando el hongo se ha establecido dentro del tejido foliar, a los 15 dias después
de la inoculacion, aparece un signo caracteristico, que son las estructuras
reproductivas del hongo (acérvulos) observandose en ambos lados de la hoja,
pero frecuentemente en el haz, las cuales se encuentran fuertemente adheridas y
dispersas por toda la lesién en forma de puntos negros. Ademas conforme avanza
la infeccion la hoja se deshidrata, mostrando a los 28 dias aproximadamente, un
aspecto seco o tostado que se rompe con facilidad. La defoliacion en las plantas
comienza a los 40 dias después de ser inoculadas, ocasionado la muerte
aproximadamente a los 50 dias. (Figura 26). Todas las plantas inoculadas

presentaron en las hojas la sintomatologia antes descrita.

C. gloeosporioides también afecto a los nudos y entrenudos de las plantas (figura
27), mostrando manchas irregulares de color café a negro, presencia de acérvulos
y hundimiento del tejido lesionado, por lo tanto se completd el ciclo de vida del

hongo.

Los sintomas de la enfermedad fueron similares a las registradas en el cultivo
original, por lo que se puede afirmar que hubo penetracion y colonizaciéon del
hongo en el tejido de las hojas de café y que el hongo es capaz de desarrollar
patogenicidad. Las plantas testigos no manifestaron ningun tipo de sintoma,
tampoco presentaron crecimiento del hongo, es decir, se mantuvieron sanas hasta

el final del ensayo; cumpliéndose de esta manera los postulados de Koch.
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Figura 26. Sintomatologia de C. gloeosporioides en plantas de C. arabica de 7 meses de
edad. A) en el apice, B) en el borde, C) y D) en el centro de la hoja, E) borde amarillo a
café rojizo que separa el tejido sano del enfermo, Fy G) Acérvulos en el haz y envés de la
hoja, H) Hoja deshidratada con aspecto papeloso seco o tostado.
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Figura 27. Sintomatologia de C. gloeosporioides, en nudos y entrenudos de plantas de C.
arabica.

REAISLAMIENTO

El hongo C. gloeosporioides fue reaislado de las hojas infectadas, de las plantas
de café utilizadas en el ensayo. Confirmandose nuevamente a C. gloeosporioides
mediante la metodologia de aislamiento, identificacion macroscépica,

microscopica y analisis molecular (ITS).
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8. DISCUSION

En esta investigacion se aislaron y caracterizaron dos cepas de Colletotrichum
mediante morfologia macroscopica y microscépica, a partir de tejidos de hojas y
ramas de café lo que permitié establecer la patogenicidad de la cepa aislada de
tejidos de hojas tal como lo realizd, Paresqui (2003), Freitas et al. 2013 y
Mazariego (2017).

La identificacion a nivel de especies del hongo, a partir de sus caracteristicas
morfologicas, no fue posible debido a la amplia variabilidad genética de
Colletotrichum, por lo que, para ambas cepas la identificacion se determiné por
analisis molecular (ITS), lo cual concuerda con Rodriguez (2007), quien establece
que solo las caracteristicas morfologicas no permiten una identificacién clara de
las diferentes especies, por las variaciones morfolégicas y genéticas que se
presentan entre las especies de Colletotrichum en el cultivo del café. Asimismo,
Oliva (2009), concluye que hay gran variabilidad en cuanto a caracteres
morfolégicos entre aislamientos de Colletotrichum, ademéas recomienda utilizar

otras pruebas para la determinacién de especies.

Se identificaron dos especies de Colletotrichum, las cuales fueron; C.
gloeosporioides y C. theobromicola (nimero de accesion JX258732.1 vy
KC512126.1). Esto coincide con el primer informe de Cristébal et al. (2016) que
reportan la presencia de estas especies, incluyendo las siguientes: C. gigasporum,
C. karstii y C. siamense, en hojas de café en plantaciones de México. Por otra
parte, Martinez & Zambrano (1992), quienes estudiaron las variantes morfologicas
de cepas del género Colletotrichum, asociadas al cultivo del café, en diferentes
pisos altitudinales; reportan a C. gloeosporioides en su estado asexual y a
Glomerella cingulata, este ultimo es el estado sexual del hongo, ambos en

muestras foliares.

Con base a lo anterior y mediante el analisis molecular de la regién ITS del ADNr
realizado, se puede confirmar que las especies reportadas corresponden al
complejo Colletotrichum gloeosporioides, confirmacion que es apoyada con la

investigacion de Weir et al. (2012), a través de sus andlisis filogenéticos vy
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multigénicos, donde reportan 16 especies de Colletotrichum que afectan los
cultivos de café, las cuales son C. acutatum, C. boninense, C. capsici, C.
gloeosporioides, C. karstii, C. walleri, C. asianum, C. fructicola, C. siamense, C.
cuscutae, C. theobromicola (sinbnimo de C. fragariae), C. gigasporum, C.
costarricense, C. queenslandicum, C. kahawae, sub sp. kahawae. EI mismo autor
reitera que el limite del complejo de especies Colletotrichum gloeosporioides se
define genéticamente, sobre la base de un clado fuertemente compatible dentro
del arbol del gen Colletotrichum ITS.

En relacién a la caracterizacion morfolégica de las cepas obtenidas en esta
investigacion, los resultados concuerdan con los reportes de Barnett & Hunter
(1980) y Agrios (2005) referidos al género Colletotrichum, los cuales mencionan
que el género presenta: conidiéforos cortos y simples, conidios cilindricos, micelio
hialino y acérvulos con setas o espinas. A nivel de especie concuerda con los
resultados de Smith & Black (1990), Agostin (1992), Contreras (2006) y Cristobal
et al. (2016) que describen una colonia de color blanco a gris claro o gris oscuro,
micelio de tipo algodonoso, acérvulos, masas de conidios de color salmén y

conidios unicelulares de forma cilindrica.

Las caracteristicas morfolégicas de las colonias de C. theobromicola, en esta
investigacién, presentaron color anaranjado por la abundancia de masas
conidiales, formacién de sectores; los sectores presentaron micelio color gris y
blanco en ambas caras, este resultado concuerda con los de Agostin et al. (1992).
En contraste, Batista (2016) menciona que la especie en diferentes medios de
cultivos puede presentar micelio de color gris y verdoso, también puede ser de
color gris oscuro, en el frente y reverso, con abundante esporulaciéon de color
anaranjado; asimismo la colonia puede presentar en ambos lados coloracion
oscura, con sectores blancos. Por su parte, Rojas et al. (2010) y Cristébal et al.
(2016), mencionan que esta especie presenta en ambos lados de la colonia
micelio de color gris oscuro, abundantes conidiomas con masa de conidios

anaranjados.

Los conidios de C. gloeosporioides en esta investigacion fueron de 17.31um de
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largo x 5.08 um de ancho. Sin embargo, se evidencia variabilidad en el tamafio de
las conidias, tal como lo establecen Rodriguez (2007), que reporta conidios de
menor tamafo de 12.8 x 3.7 um, Martinez et al. (2016), conidios de tamafio 13.56
- 14.24 x 4 - 4.02 ym. Agostin et al. (1992), registré6 medidas de 9 a 24 um de
largo y de 3 a 4.5 um de ancho, por su parte Oliva (2009), reporta conidias con un
promedio de 14.77 um y ancho de 4.63 um, los cuales son mas similares a los
obtenidos en este estudio. Con relacién a la forma de conidios, fueron cilindricos y
de nucleo bien definido, tanto en estos resultados como en la de los autores
anteriores, lo cual concuerda con las descripciones de Barnett & Hunter (1980),
Smith & Black (1990) y Weir et al (2012).

Los conidios de C. theobromicola, en este estudio presentaron un lado redondo y
otro punteado, tal como lo reporta Weir et al. (2012), donde establece que para
esta especie predominan conidios rectos, cilindricos, con apices redondeados,
siendo uno mas estrecho que el otro, esto concuerda con lo que establece Smith &
Black (1990), en su tabla de categora de forma de conidios, Cristobal et al. (2016),
estable para esta especie forma sub-cilindrica. Weir et al. (2012), sefala que las
mediciones de los conidios son de 12.4 x 5.1 um, mientras que en esta

investigacion corresponde a 17.6 x 5.06 pm.

En cuanto al crecimiento micelial, los resultados de este estudio determinan que
C. theobromicola fue mas lento comparado con C. gloeosporioides, pero mas
rapida su capacidad de esporulacién, lo que concuerda con Agostin et al. (1992),
quienes establecen que las colonias de C. gloeosporioides presentan un
crecimiento mas répido. El resultado de esta investigacion fue de 44.50 mm a los
ocho dias de inoculado, Weir et al. (2012), con igual nimero de dias, registro un

crecimiento micelial entre 30-40 mm en PDA.

Rodriguez (2007), con similar temperatura para el crecimiento del hongo reporta
gue C. gloeosporioides asociadas al café, tiene un crecimiento rapido, de 3-6
mm/dia, los resultados de esta investigacion, estan dentro de estos rangos, la cual

fue de 5.56 mm/dia. Ruiz (2016), determina que C. theobromicola, alcanza un
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crecimiento de 30 mm a los ocho dias, contrario a los resultados de esta

investigacion, el cual fue de 42.10 mm.

En esta investigacion se encontré al género Colletotrichum diseminado en zonas
con altitudes superiores a los 1150 msnm, altitud del lugar en la que se realiz6 la
investigacion, lo que concuerda con Martinez & Zambrano (1992) quienes
establecen que el género Colletotrichum se encuentra distribuido ampliamente en
las zonas cafetaleras con altitudes de 1000 y 1300 msnm y asociados al café en
forma saprdfita o parasita.

Otros autores como Gongora (1991) y Torres et al. (1994) en sus estudios
realizados en Nicaragua, establecen que este hongo no se limita a esas
condiciones, ya que la enfermedad se presenta en todas las zonas cafetaleras,
desde zonas bajas y secas hasta zonas altas y humedas. En cuanto a C.
theobromicola generalmente esta restringido a ambientes tropicales calidos (Rojas
et al. 2010).

En relacién al periodo de incubacién de C. gloeosporioides, los sintomas en las
plantas pueden manifestarse, dependiendo de las condiciones ambientales y
susceptibilidad de la planta. En esta investigacion el aparecimiento de los
sintomas o periodo de incubacion ocurri6 al sexto dia. En los trabajos de Gutiérrez
et al. (2003) y Mendoza et al. (2008), establecen que el periodo de incubacion de
C. gloeosporioides puede comenzar desde los 7 hasta los 24 dias después que
ocurre la infeccion. Mazariego (2017), determin6 que los periodos de incubacién
de las cepas fueron de 3 y 4 dias, por lo que en este caso, concuerda mas con los

primeros autores.

La incidencia de la enfermedad en las plantas, es un dato util para estudiar la
velocidad y patron de avance de la enfermedad, en este estudio se observo que al
aumentar el numero dias, mayor es el porcentaje de plantas infectadas, ya que
basto con una pequefa porcién de tejido infectado, para considerar una planta con

sintomas de la enfermedad, esto en consideracion a la metodologia de French y
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Hebert (1980) quienes establecen que incidencia es el numero de unidades de

plantas afectadas, expresadas en porcentaje.

En la prueba de patogenicidad, los sintomas que produjo C. gloeosporioides en las
plantas por la inoculacion de la cepa aislada de hoja, concuerdan con las de
Gutiérrez et al. (2003) y Mendoza et al. (2008), quienes manifestaron que el dafio
por Colletotrichum, es mas evidente en las hojas maduras, siendo mas visibles en
el apice, bordes y luego en la parte central de la hoja, mientras que en las hojas
jovenes infecta con mayor facilidad en la época lluviosa. Contrario a Agrios (2005)
y Gonzales et al. (2006), que mencionan que el desarrollo de sintomas en las
hojas maduras es limitado y por lo general permanece latente hasta que algun

cambio fisioldgico o algun dafio a los tejidos estimulen su fase patogénica.

Freitas et al. (2013), también contradicen los resultados de sintomatologia en esta
investigacién, ya que en su investigacion sobre la patogenicidad de C. boninense
y un aislado de C. gloeosporioides en hojas de café, ambos hongos causaron
necrosis en hojas jévenes, pero no en hojas maduras. Paresqui (2003), contrasta
al mencionar en sus resultados, que las plantas inoculadas con el patégeno no
pueden manifestar sintomas, sin embargo, él comprob6é que al reaislar tejido
inoculado, el organismo penetr6 en los tejidos, al obtener nuevamente al
patdogeno. Concluyendo que el organismo puede permanecer latente y presentar

relacion endofitica en los tejidos de C. arabica.

También se comprobd con esta investigacion que C. gloeosporioides afecto a los
nudos y entrenudos de las plantas, la sintomatologia fue similar a la presentada en
las hojas, se observé la presencia de acérvulos por lo tanto se completa el ciclo de
vida del hongo, en los estudios de Gutiérrez et al. (2003), mencionan que la
enfermedad puede iniciar en los entrenudos, ya que el ataque puede iniciar en

donde cae el in6culo y encuentra condiciones favorables para causar la infeccion.

Dado que en esta investigacion los sintomas producidos por C. gloeosporioides en
nudos, entrenudos Yy tallos son similares a los causados en las hojas, se puede

afirmar que C. theobromicola estd asociada a esta enfermedad, tal como lo
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establece Freitas et al. (2013), al reportar que C. boninense y C. gloeosporioides
reproducen sintomas comunes, caracteristicos de la enfermedad, por lo tanto, las

estrategias de control deben considerar la ocurrencia de C. theobromicola.

El hongo posiblemente actué como un oportunista, el hecho de no haber fertilizado
a las plantas durante el ensayo probablemente fue un factor que produjo
deficiencia nutricional, por lo tanto favorecio la susceptibilidad de la planta a la
enfermedad, este resultado concuerda con Mendoza et al. (2008), quienes
manifiestan que deficiencias nutricionales de elementos (N, P, K, B y Zn), factores
ambientales (lluvia, temperatura y humedad relativa), ataques de plagas y
enfermedades, suelos pobres en materia organica, estrés hidrico etcétera, son

factores que favorecen la enfermedad.

La variedad Bourbon fue susceptible a C. gloeosporioides, lo cual concuerda con
Guerra (2004), Mendoza et al. (2008), quienes reportaron que la enfermedad
ataca diversas variedades de café, pero es mas susceptible en la variedad
bourbon. Ferreira et al. (2009), inéculo C. gloeosporioides sobre hojas de café,
variedad Catuai Red, reportando sintomas similares a los resultados de esta

investigacion y confirma que la Var. Catuai Red es susceptible a la enfermedad.

C. theobromicola es una especie que se ha reportado como agente causal de
antracnosis en diferentes especies de plantas como Fragaria sp, Stylosanthes sp,
Theobroma cacao y Coffea arabica (Rojas et al. 2010, Weir et al. 2012 y Martinez
et al. 2016), otros investigadores como James et al. (2014), reportan que C.
theobromicola fue identificado a partir de dos plantas de C. arabica, en
ubicaciones geograficamente diferentes y asociadas con sintomas de la
enfermedad, pero que actualmente no hay evidencia en el literatura que indique
gque esta especie sea un patogeno de cultivo de café, mientras que Cristébal et al.

(2016), mencionan que esta especie es un posible patégeno del café.

En El Salvador C. kahawae no ha sido reportada. Sin embargo, es de preocuparse
porque tiene importancia comercial porque afecta al fruto y ocasiona

sintomatologia semejante a C. gloeosporioides (Cristobal et al. 2016).
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9. CONCLUSIONES

A patrtir de la caracterizacion morfolégica y el analisis molecular de la region ITS
del ADNr se logr6 identificar a las especies C. gloeosporioides aislada de hojas y

C. theobromicola aislada de ramas de café (Coffea arabica).

Las especies identificadas C. gloeosporioides y C. theobromicola corresponden a
un 99% de similitud con secuencias depositadas en el GenBank, se recomienda
utilizar la técnica molecular ITS en futuras investigaciones para la identificacion de

especies.

Para El Salvador, este es el primer informe donde se describen y reportan dos
especies causantes de antracnosis en el cultivo de café, ambas correspondientes
al género Colletotrichum: C. gloeosporioides antracnosis foliar y C. theobromicola,

antracnosis en rama.

Se encontré variabilidad morfoldgica tanto a nivel macroscépico como a nivel
microscoépico de C. gloeosporioides y C. theobromicola, siendo méas evidente en la

forma y color de la colonia, en el micelio y en el tamafio de las conidias.

La caracterizacibn macroscopica y microscépica, sumada con la prueba de
patogenicidad, sera de gran utilidad para la seleccién de variedades de café con
tolerancia o resistencia a Colletotrichum spp.

Se constato que la cepa de C. gloeosporioides inoculada sobre plantas de la Var.
Bourbon de 7 meses de edad es patogénica, comprobando los postulados de
Koch, ya que se obtuvo una incidencia del 100% bajo condiciones de ambiente

controlado.
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El ciclo de vida de C. gloeosporioides inicia con un periodo de incubacién de 6
dias donde muestra los primeros sintomas y el periodo de latencia comienza

desde el dia 6 hasta el dia 15, donde produce estructuras reproductivas.

El porcentaje de incidencia de C. gloeosporioides es proporcional al tiempo,
posterior a la inoculacion; y es suficiente un periodo de 45 dias para evidenciar y

evaluar el ciclo de la antracnosis en plantas de café.

La sintomatologia en plantas de café de la variedad Borbdn, es tipica de la
antracnosis provocada por Colletotrichum, iniciando en las hojas maduras, desde
el borde hasta el centro de la lamina, afectando también a los nudos, entrenudos y

tallos.
Con la prueba de patogenicidad, se comprobé que C. gloeosporioides es capaz de

producir la enfermedad de manera independiente en varias partes de la planta,

afectando nudos, entrenudos, tallos y las hojas en plantas de café.
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10. RECOMENDACIONES

Realizar estudios similares en otras fincas o regiones del parque cafetalero que
permitan confirmar la presencia de las especies reportadas en este estudio, con el

fin de controlar la antracnosis.

Continuar las evaluaciones de patogenicidad de C. gloeosporioides y C.
theobromicola en diferentes érganos (ramas, flores, frutos verdes y maduros),

estados fenoldgicos, variedades y estrato altitudinal del cultivo de café.

Caracterizar las especies de C. gloeosporioides con respecto a sintomatologia en
diversos hospederos o aplicando otras técnicas moleculares como analisis
filogenéticos y multigénicos, para la identificacion a nivel de especies y mantener

una base de datos microbiana mas especifica.

En las pruebas de patogenicidad, mantener las tarimas con las plantas a mayor
altura, con el fin de evitar que patdégenos del suelo alteren los resultados

esperados.

Elaborar manuales ilustrativos de la sintomatologia provocada por C.
gloeosporioides; que facilite su deteccidn y poder promover estrategias de control

y manejo integrado de la enfermedad, tomando como base estos resultados.

Realizar estudios sobre variantes morfoldgicas de aislamientos del género

Colletotrichum, asociadas al cultivo del café.
Realizar comparaciones entre las fincas certificadas versus fincas sin certificacion

con el proposito de evaluar el efecto del manejo sobre la incidencia de

antracnosis.
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ANEXOS

Anexo 1. Hoja de registro de aspectos de morfologia macroscopica de
Colletotrichum, aislada del tejido de hoja de C. arabica.
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Anexo 2. Hoja de registro de aspectos morfologia macroscopica de Colletotrichum,
aislada del tejido de rama de C. arabica.
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Anexo 3. Hoja de registro del crecimiento micelial de Colletotrichum, aislada del
tejido hoja de C. arabica.
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Anexo 4. Hoja de registro del crecimiento micelial de Colletotrichum, aislada del
tejido rama de C. arabica.
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Anexo 5. Categoria de formas de las conidias de Colletotrichum spp. (Smith &
Black 1990).

Forma Descripcion

Falcada Lados ahusados en ambos extremos.

Fusiforme Lados rectos, con un extremo punteado y el otro redondo.

Cilindrica Lados rectos y ambos extremos redondeados.




Anexo 6

; I.aboratorlo de i
UNIVERSIDADDE  Centro de Investigaciones ~ -o°0ratorio de § écni Cl! L3
COSTA R]CA en Proteccion de Cultivos Técnicas Moleculares § v
aplicadas a la Fitoproteccion “ll ‘I“S
16 de noviembre 2017
TM-501
Sefiorita,
Yanci Angel

Universidad de San Salvador

Caracteristicas de la muestra:
Génerolespecie/variedad: hongos aislados
Recolectada por: se ignora
Clausula: ninguna

El analisis del ADN se realiz6 a partir de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés). Se analizo la region ITS del ADNr. Los resultados fueron confirmados mediante
electroforesis en gel de agarosa (0.8%). La secuenciacion se realizd mediante producto de PCR purificado
a una concentracion de 50 ng/ul. Los resultados pueden ser enviados como archivos adjuntos al correo
electronico si son solicitados, incluyendo los cromatogramas.

Los resultados segun el BLAST (GenBank-NCBI) muestran los siguientes resultados:

ID: #HM, para un total de 1402 bases analizadas, 1396 corresponden a un 99% de similitud con muestras
de Colletotrichum gloeosporioides (nimero de accesion JX258732.1).

ID: #RR, para un total de 1402 bases analizadas, 1396 corresponden a yn 99% de similitud con muestras
de Colletotrichum gloeosporioides (nimero de accesion JX258732.1).

ID: #RAMA, para un total de 1402 bases analizadas, 1396 corresponden a un 99% de similitud con muestras
de Colletotrichum theobromicola (nimero de accesion KC512126.1).

Atentamente,

Laboratorio de Tecmcas Moleculares Aphcadas a la Fitoproteccion

Teléfonos: (506) 2511-8750 / (506) 2511-8748
Email: monica.blancomeneses@ucr.ac.cr, labfitopatologia.ciproc@gmail.com



Anexo 7. Mediciones de cepas de Colletotrichum

Cepa 1 (aislada de hoja) Cepa 2 (aislada de rama)
mediciones Largo Ancho Largo Ancho
1 16.18 4.24 14.38 3.17
2 22.29 4.95 15.02 4.47
3 14.39 3.15 14.35 3.27
4 15.04 4.67 16.83 5.49
5 15.73 5.02 20.91 6.01
6 18.30 6.61 21.11 6.37
7 14.37 4.99 14.43 3.84
8 16.76 5.61 16.97 5.21
9 22.79 6.59 14.25 3.46
10 17.19 5.90 15.87 6.58
11 16.69 5.63 20.07 6.21
12 14.29 4.81 15.94 4.54
13 16.18 4.36 17.98 5.37
14 14.42 3.17 16.93 5.23
15 15.12 5.10 20.82 6.01
16 16.01 5.86 17.63 5.45
17 14.61 3.27 14.38 5.15
18 19.47 5.36 15.93 4.23
19 18.53 5.42 15.42 4.37
20 18.11 3.12 18.92 5.54
21 19.28 5.41 21.02 6.11
22 21.07 6.55 17.49 5.27
23 18.61 5.96 16.93 5.34
24 17.62 6.67 16.94 5.34
25 18.77 6.78 15.96 5.59
26 16.68 4.24 14.48 3.17
27 21.29 6.95 15.62 4.97
28 14.39 3.15 14.65 3.97
29 14.44 4.67 16.30 5.49
30 14.81 4.02 20.21 6.25
31 16.30 5.61 21.00 6.19
32 14.57 4.88 14.63 3.64
33 17.76 5.31 16.67 5.21
34 21.23 6.39 14.65 3.98
35 17.22 412 15.97 5.38
36 17.00 5.73 21.67 6.31
37 14.20 4.81 15.44 4.14
38 16.13 4.56 16.88 5.37
39 14.32 3.17 17.03 5.23




40 15.12 5.10 19.72 5.01
41 18.01 5.86 18.93 5.45
42 14.29 3.57 15.38 5.15
43 19.37 4.63 14.90 4.23
44 18.13 5.42 15.92 4.37
45 29.12 6.21 18.28 5.54
46 17.08 3.41 21.00 6.11
47 19.01 5.55 17.99 5.20
48 19.00 5.96 16.64 5.34
49 17.06 6.69 16.94 5.14
50 17.17 4.69 15.70 4.75
Promedio 17.31 5.08 17.06 5.06




GLOSARIO

Acérvulo: cuerpo fructifero asexual, subepidérmico, en forma de plato que

produce conidios en conidiéforos cortos.

Aislado: una sola espora o cultivo y los cultivos que se derivan de ellos. Se utiliza
también para indicar las colecciones de un patdgeno obtenidas a diferentes

tiempos.

Aislamiento: separacion de un patdgeno a partir de su hospedante y su cultivo en

un medio nutritivo.

Antracnosis: enfermedad que se manifiesta como lesiones negras profundas de
la hoja, tallo o fruto y que es causada por hongos que producen sus esporas

asexuales en un acérvulo.

Apresorio: extremo hinchado de una hifa o tubo germinativo que facilita la fijacién
y penetracion de un hongo en su hospedante.

Asca: célula en forma de saco de una hifa que pasa por meiosis y que contiene a

las ascosporas (por lo comun, ocho).

Biotrofo: organismo que puede vivir y multiplicarse solamente en otro organismo

Vivo.

Cepa: progenie de un solo aislamiento en un cultivo puro; aislado; grupo de
aislados similares; una raza. En los virus de las plantas, es un grupo de aislados

virales que comparten en comun la mayoria de sus antigenos.

Clamidospora: espora asexual de pared gruesa que se forma por la modificacion
de una célula de las hifas de un hongo.

Clorosis: amarillamiento de los tejidos normalmente verdes, debido a la

destruccion de la clorofila o a la imposibilidad de sintetizarla.

Conidio: espora asexual de un hongo formada en el extremo de un conidiéforo.

Estructura resultante de la reproduccion asexual de los hongos.



Conidioforo: hifa especializada sobre la cual se forman uno o mas conidios.

Enfermedad: cualquier mal funcionamiento de las células y tejidos del
hospedante, que resulta de la irritacidn continda por un agente patogénico o factor
ambiental y que lleva al desarrollo de sintomas.

Enfermedad infecciosa: enfermedad que es causada por un patégeno y que se

desplaza desde una planta enferma hasta una sana.
Fitopatdgeno: microorganismos que producen enfermedades en las plantas.

Haustorio: proyeccion de hifas de un hongo que actiia como 6rgano de absorcion

en las células del hospedante.
Hifa: ramificacion simple de un micelio.

Hospedante: planta que es invadida por un parasito y de la cual éste obtiene sus

nutrientes.
Infeccion: establecimiento de un parasito dentro de una planta hospedante.

~ latente: etapa en la que un patégeno infecta a su hospedante sin que este

altimo muestre sintoma alguno.
Inoculacion: arribo o transferencia de un patégeno sobre su hospedante.

Inocular: mecanismo por el que se pone en contacto un patégeno con una planta

hospedante o con un érgano de ésta.

In6culo: partes de los patdgenos que entran en contacto con el hospedante.
Intercelular: que se localiza entre las células.

Intracelular: que se localiza dentro de las células.

Invasion: diseminacion de un patdgeno en su hospedante.

Lesion: dafo sufrido por una planta debido al ataque de un animal o de un agente

fisico o quimico.



Micelio: hifa 0 masa de hifas que constituyen el soma de un hongo.

Micrometro (um): unidad de longitud que equivale a una milésima parte de un

milimetro.

Muerte descendente: muerte progresiva de retofios, ramas y raices que por lo
general se inicia en la parte superior de la planta.

Necroético: muerto y decolorado

Necrosis: sintoma de enfermedad en las plantas caracterizado por la muerte
prematura de las células de un tejido u 6rgano.

Patogenicidad: capacidad que tiene un patdgeno para producir enfermedad.
Patégeno: organismo que causa enfermedad.

Periodo de incubacion: periodo comprendido entre la penetracibn de un

patégeno en su hospedante y la aparicién de los primeros sintomas en este ultimo.

Raza: en una especie, grupo de apareamiento genéticamente distinto (con
frecuencia también en el aspecto geografico) // Grupo de patégenos que infectan a

una serie dada de variedades de plantas.

Signo: patégeno, sus partes o productos que se observan sobre una planta

hospedante.

Sintoma: reaccion o alteracion interna y/o externa que sufre una planta como

resultado de su enfermedad.

Susceptibilidad: incapacidad de una planta para resistir el efecto de un patégeno

u otro factor perjudicial.

Tejido: conjunto de células de estructura similar que llevan a cabo una funcién

especial.

Latente: organismo que no induce la aparicion de sintomas en su hospedante.



