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Iniciadores especificos para detectar las especies
de Colletotrichum causantes de la antracnosis de los olivos

M. P. MARTIN, F, GARCIA-FIGUERES, A. TRAPERO

Colletotrichum acutatum y C. gloeosporioides son los agentes causantes de la an-
tracnosis de los olivos en Fspafia. En este trabajo se presentan los iniciadores especifi-
cos disciiados que. junto con el iniciador general I'T84, permiten discriminar a ambas
especies mediante Ja reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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INTRODUCCION

I.a “Aceituna jabonosa”, conocida tam-
bién con |os nombres de antracnosis, lepra,
vivillo o momificado, es una grave enfcrme-
dad del olivo (Olea europaea L.) en muchas
regiones olivareras del mundo en las que s¢
cultivan variedades susceptibles (GRANITL Yy
LavioLa, 1981). El efecto principal sobre el
huésped es la podredumbre de las aceitunas,
asociada con una notable pérdida de peso y
su caida prematura, lo que origina aceites de
elevada acidez y pésima calidad (“aceites
colorados™) (ANDRES, 1991).

Tradicionalimente, el agente causal de esta
enfermedad sc ha identificado como Colle-
totrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. et
Sacc. (=Gloeosporium olivarum Alm.), y su
teleomorto Glomerella cingulata (Stone-
man) Spauld. ez Schrenk sc ha observado
sOlo una vez en el cultivo de un aislamicnto
procedente de la India (MUGNAL ef al., 1993).

Recientemente, la especie Colletotrichum
acutarum J. H. Simmonds (tclcomorfo: Glo-
merella acutata) ha sido también identifi-
cada como agente causal de la antracnosis
del olivo en China (MARGARITA et al., 1986),
India (MUGNAL ef al., 1993), Espafia (MAR-
TiN y GARCIA-FIGUERES, 1999; Figs. 1 y 2) ¢
Italia (AGOSTEO ¢t al., 2000).

En Espaiia, los ataques de esta enferme-
dad se han localizado exclusivamente en las
aceitunas (MATEO-SAGASTA, 1968; ANDRES,
1991; GARCIA-FIGUERES, 1998). Sin em-
bargo, en otros paises, como Italia y Portu-
gal, también se han observado intensas defo-
liaciones asociadas con infecciones de hojas
y ramas (GRANITI ¢z al., 1993). En las graves
cpidcmias de Aceituna jabonosa registradas
en los dltimos afios (1997-2000) en Andalu-
cia, los olivos afectados mostraron, ademas
de los sintomas caracteristicos de podredum-
bre y momificado de las accitunas, una in-
lensa defolacién y desecacion apical de las
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Fig. Lo Sintomas de antracnosis en olivo,

ramas (TRAPERO et al., 1998; TRAPERO y
BrANCO, 2001). En estas epidemias, casi to
dos los aislamientos de Colletotrichum oble-
nidos de aceitunas, pedunculos, hojas y ra
mas de olivos afectados fueron identificados
como Colletotrichum sp. y tan solo una pe-
quena proporcion de los aislamientos (3.7%)
se identificaron como C. gloeosporioides en
base a sus caracteristicas morfologicas
(Bounmipt, 1999).

La identificacion de C. acutatum como
agente causal de la antracnosis del olivo
anade nuevos interrogantes sobre esta enfer
medad, como el origen de dichos aislamien
10s, 0 bien, su papel en el desarrollo de la en

Fig. 2. Detalle de aceituna infectada

por el agente causal de la aceituna jabonosiy

Colletetrichum acelatum

fermedad. En este sentido, investigaciones
recientes han puesto de maniliesto una clara
diferencia de virulencia entre ambas espe-
cies, C. acutatum y C. gloeosporioides, en
diferentes variedades de olivo, resultando
mds virulenta C. acutatum atendiendo al
porcentaje de aceitunas afectadas, aunque no
se observaron diferencias en cuanto a la su
perlicie colonizada por aceiluna infectada
(GARCIA-FIGUERES et al., 2000). OLIVEIRA ¥
TrAPERO (2001) han demostrado que las di-
ferencias de virulencia entre C. acutatum y
C. glocosporioideys estan determinadas por
[a temperatura. Asi, C. acutatum resulto mis
virulento que C gloeosporioides a altas tem
peraturas (25, 30°C); mientras que el efecto
contrario se observo para temperaturas igua
les o inferiores a 20°C.

El presente trabajo forma parte de un es
tudio sobre la caracterizacion de aislamien
tos de Colletotrichum causantes de laantrac
nosis del olivo y su principal objetivo es
ensayar los iniciadores especificos ya publi
cados (MiLLS et al., 1992; MiLLS ¢t al.,
1994; SREENIVASAPRASAD et al., 1996) para
valorar su efectividad en detectar ¢ identifi
car C. acutatum 'y C. gloeosporioides a partir
de extracciones de aceitunas con sintomas
de antracnosis: asi como disenar nuevos ini
ciadores que fueran mas eficientes.

MATERIAL Y METODOS
Material

Se han utilizado las extracciones de DNA
de las colecciones mencionadas en MARTIN
& GARCIA-FIGUERES (1999) conservadas en
la Unidad de Sanidad Vegetal (Barcelona) y
se han efectuado nuevos aislamientos de
DNA de 13 colecciones procedentes de Cor
doba (Tabla 1).

Identificacion

Para la identificacion de las nuevas co-

lecciones se han seguido los protocolos
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Tabla 1.—Origen de los aislamientos de Colletotrichum sp.
(CORCOL-01 a CORCOL-13)

C?odlg(') Idcnlnlngucmn Orlgc31 Hospedante Identificacién
aistamiento previa geogrifico molecular
CORCOL.-01 Colletotrichum. sp.  Almodavar, Cérdoba, S Olea europaea (peddnculo) C. acutatum

CORCOL-02 C.sp.
CORCOL-03 C. sp.

Almodévar, Cordoba, S
Sta. Cruz, Cordoba, S

C. acutatum
C. acutatum

Olea europaea (tallo)
Olea europaea (pedinculo)

CORCOL-04 C. sp. Sta. Cruz, Cdrdoba, S Olea europaea (pedinculo) C. acutatum
CORCOL.-05 C. sp. Sta. Cruz, Cordoba, $ Olea europaea (pedinculo) C. acutatum
CORCOLA6 C.sp. Antequera, Mdlaga, S Olea europaea (pedinculo) C. acutatum
CORCOL-07 C. sp. Montilla, Cordoba, S Olea enropaea (truto) C. acutatum
CORCOL-08 C.osp. Villavista, Cordoba, § Olea europued (fruto) C. acutatum
CORCOL-09 . sp. Rute, Cérdoba, S Olea curopuca (fruto) C. acutatum
CORCOL-10 C. sp. Rute, Cordoba, S Olea ewropaeu (tfruto) C. acutatum
CORCOL-11 C. sp. Rute, Cordoba, S Olea curopaca (tallo) C. acutatum
CORCOL-12 C.sp. Rute. Cordoba, 8 Olea europuea (pedinculo) C. acutatum
CORCOL-13 o sp. ? Olea curopaea (fruto) C. acutatum

descritos en MARTIN y GARCIA-FIGUERES
(1999) quc sc describen brevemente a con-
tinuacion.

Los aislamicntos se realizaron en tres me-
dios: a) PDA (ADSA micro, ret, 1-438), b)
Czapek-Dox (BIOLIFE S.r.l., code 1360) y
¢) el medio CHM (Hidrdlisis de la Caseina)
preparado de acuerdo con PATERSON y BRIDGE
(1994) que permite a las 72 h determinar la
actividad proteolitica.

La identidad de los aislamientos se con-
firmo por PCR-RFLP de las regiones ITS y la
subunidad 5.8S del rtDNA. Para ello se reali-
zaron extracciones de DNA a partir de 20 mg
de micelio fresco en PDA mediantc EZNA
Fungi DNA miniprepkit (Omega Biotck) de
acuerdo con las instrucciones del labricante,
pero sin incluir B-mercaptoctanol en el tam-
pan de extraccion. Las amplificacionces se lle-
varon 4 cabo con Ready-to-Go® PCR Beads
(Amersham-Pharmacia) y ¢l par de iniciado-
res ITSIF (GARDES & BRUNS, 1993) ¢ I'TS4
(WHITE et al., 1990) en un termociclador
Techne (Progene). Alicuotas de los amplime-
ros (5 pl) se someticron por separado a diges-
tion enzimdtica (2 unidades para un volumen
total de 20 pl) con Alu 1 (Promega), Hae 1L,
Map Ly Tag 1 (GeneCrall).

Iniciadores especificos

Se ensayaron los iniciadores especificos
Gglnt de MiLLs er al. (1992) para detectar C.

gloeosporioides, y los iniciadores Calntl y
Calnt2 descritos cn MILLS et al. (1994), SRE-
ENIVASAPRASAD et al. (1996) para C. acuta-
tum. Basindonos ¢n las secuencias obteni-
das del Banco Genético (EMBL.), asi como
de las publicadas en MARTIN y GArcia-Fi-
GUERES (1999), se disefiaron los iniciadores
COL-1 (5"..cgg gea ggp caa gee tet ¢.3") y
COL-2 (57..aag cct ctec geg gge cte cee 1.37).

Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador Techne (Progene), mediante
el protocolo estandar y por rcacciones indi-
viduales con Ready-10-Go® Beads siguiendo
las condiciones de amplificacion menciona-
das en MARTIN y GARCIA-FIGUERES (1999).
En cada amplificacién se incluyeron contro-
les negativos (agua estéril).

L.os productos dc amplilicacion se visua-
lizaron por electroforesis en geles de agarosa
al 1.2-2% (SERVA en tampdn | x TAE du-
rante 30 min a 5V ¢cm'. EL DNA se Giié con
bromuro dc ctidio presente en los geles (0.4
pg mlt). La longitud de los amplimeros se
estimo por comparacién con un marcador de
peso molecular conocido (kb ladder, Gibeo
BRL).

RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacion

Todas las colecciones mencionadas en la
Tabla | procedentes de Cordoba y Milaga
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Fig. 3.—Test de hidrélisis de la caseina (medio CHM). lzquierda positivo: la colonia
de Colletotrichum acutatum produce un zona clara a las 72-96 horas de crecimiento.
Derecha negativo: la colonia de C. glocosporivides no produce ningunan zona clara.

presenlaron unos caracleres de cultivo y
una tasa de crecimiento en PDA y Czapck
similar a la cepa de referencia de C. acuta-
tum mencionada cn MARTIN y GARCIA-FI-
GUERES (1999). También fueron positivas al
test de Hidrélisis de la Caseina (Fig. 3).
Aunque, en general, los aislamientos de oli-
vos con aceituna jabonosa se han identifi-
cado como C. gloeosporioides, sobre la
base de sus caracteres morfolégicos, en la
descripcién original de Glocosporium oli-
varu, aparccen conidios con un extremo
agudo, que corresponden mds a los del tipo
de C. acutatum que a los de C. gloeospo-
rioides.

Los patrones de PCR-RFL.P, de los pro-
ductos obtenidos con los iniciadores
ITS1F/ITS4 de los aislamientos menciona-
dos en la Tabla I, fueron idénticos a los vi-
sualizados en MARTIN y GARCIA-FIGUERES
(1999) para la cepa de referencia de C.acu-
tatum. Sin embargo, CACCIOLA ef al. (2001)
sefialan que los aislamicntos causantes de la
antracnosis del olivo en varias regiones oli-

vareras italianas constituyen un grupo gené-
ticamente distinto de C. dcutatum y de C.
gloeosporioides.

Iniciadores especificos
Calntl y Calnt2

En los primeros cnsayos con los inicia-
dores especificos para C. acutarum de
MiLLS et al. (1994) y SREENIVASAPRASAD ¢!
al (1996), el par de iniciadores Calnt1/1TS-
4 dié mejores resultados (Fig 4, arriba) que
el par Calnt2/ITS4 (Fig. 4, abajo); ya que
con este dltimo, aparecian bandas inespeci-
ficas, tanto dc las cxtracciones que se ha-
bian identificado previamente como C. glo-
eosporioides (GLOCQL-4 aislamiento de
Citrus aurantium) como de los controles
negativos.

En posteriores ensayos, con los iniciado-
res Calnt1/1TS-4 se obtuvieron muy bucnas
amplificaciones de todos los aislamientos
identificados previamente como C. acutatum
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Fig. 4—Amplificaciones con los iniciadores
CaINT-HITS-4 (arriba) y CalNT-2/ITS-4 (abajo).
M: Marcador de peso maolecular.

1: C. gloeosporidoides (GLOCOL-4).

2: C. acuwtatum (GLOCOL-Y).

3-4: Controles acgativos. §: C. acutatum (SPCQOL-2).
Las abreviaturas de las cepas de acucrdo
con Martin y Garcia-Figueres (1999).

(Fig. 5, carriles 1,3,4,6,8,9 y 10): sin ecmbar-
goy, s¢ visualizaron bandas menos intensas
en las amplificaciones procedentes de ex-
tracciones identificadas como C. gloeospo-
rivides, incluida la de la cepa de referencia
(Fig. 5§, carril 2).

Iniciadores especiticos
COL-1y COL-2

L.os iniciadores especificos disefados en
este frabajo para C. acutatum (COL-1 y
COL-2) presentaron también un grado de
especificidad distinto, A partir de las
muestras ensayadas, COL-1/1TS-4 permi-
116 discriminar C. acutatum (Fig. 6 arriba,
carril 1 'y 2) de los aislamientos ideatifica-
dos como C. glocosporioides (Fig. 6 arriba,
carril 3y 4) y C. fragariae (Fig. 6 arriba,

12 3 456 7 8 9 10M
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Fig. S—Amplificaciones con los iniciadores
CaINT-11TS-4 (arriba) y COL-1/ITS-4 {abajo).
M: Marcador de peso molecular.

1: C. acutatum de referencia (ACUCOL-R).

2: C. gloeosporioides de referencia (GLOCOL-R).
3: C. acutatum (GLOCOL-07).

4: C. acutarun (GLOCOL-06).

5: C. acutatum (SPCOL.-1), 6:

C. acutatum (G1L.OCOI.-10).

7. C. glocosporioides (GILOCOILL-08.1),

8: C. acutatun (GLOCOI .-08.2).

9: (. acutatum (CORCOL-07).

10: C. acutatum CORCOL-03.

Las abreviaturas de las cepas de acuerdo con Martin
y Gareia-Figueres (1999) y la Tabla 1.

carril 5). En cambio, con COL-2/ITS-4 se
obtuvo, por cjemplo una buena amplifica-
cién del aislamiento de C. acutatum de re-
ferencia (Fig. 6 abajo, carril 2), pero tam-
bi¢n se visualizaron amplificaciones
incspecificas de los controles negativos de-
bido, probablemente, a hibridaciones entre
los iniciadores.

En los posteriores ensayos se elegio el par
de iniciadores COL-1/1TS-4 (Fig. 7 abajo);
ya que, aunque de algunas extracciones
identificadas antcriormente como C. acuta-
tuni, y aisladas de (resas, no se obtuvieron
muy buenas amplificaciones (Fig. 7, carril
5), nunca se visualizaron amplificaciones a
parlir de los aislamientos de C. gloeospo-
rivides (Fig. 7 abajo, carril 2) ni de otras es-
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Fig. 6. —Amplificaciones con los iniciadores
COL-I/1TS4 (arriba) y COI.-2/ITS4 (abajo).

M: Marcador de peso molecular. 12 C. acutatum
(GLOCOL-1). 2: C. acutatum de referencia
(ACUCOL-R). 3: C. gloeasporidoides de relerencia
(GLOCOL-R). 4: C. fragariae de referencia
(FRACOL-R). §: Colletotrichum sp. (SPCOL-4),
6: control negativo. Las abreviaturas de las cepas de
acuerdo con Martin y Garcfa-Figueres (1999).

6 7 89 10 11 12 12

Fig. 7—Amplificacioncs con los iniciadores CgINT-
I/ITS-4 (arriba) y COL-1/IT54 (abajo). M: Marcador de
peso molecular. 1: C. curatum (GLOCOI.-03). 2: C.
acutatum (GLOCOL-05). : C. acutatum (SPCOL.A12). 4
C. acutatum (GLOCOL-02), 5: C. gloeosporioides
(GLOCOL-04). 6: C. glocosporioides (G1LLOCOL-16).
7: Colletotrichum sp. (GLOCOL-12). 8: C. coccodes
(COCCOI-01). 9: C. crussipes (CRACOI-1). 10: C.
tricheltum CURICOL-1), 11: C. gloeosporioides
(GLOCOL-08.1). 12: C. acutaturn (GLOCOL-08.2).
13: control negativo). Las abreviaturas de las cepas de
acuerdo con Martin y Garcfa-Figueres (1999).

Fig. 8.—Ampblicaciones con los iniciadores
ITS-TF/ITS4 (arriba). CgIN'T-1/ITS-4 (centro) y
COL-1/1TS4 (abajo). M: Marcador de peso molecular.
1-7 cepas de C. acutatum mencionadas en la Tabla |
(CORCOL-01 a CORCOL-0T).

pecies de Colletotrichum, como C, coccoi-
des (Fig. 7, carril 8), C. crassipes (Fig. 7, ca-
rril 9) y C. trichellum (Fig. 7, carril 10), ni
de los controles negativos.

Iniciadores CgINT-1

[l par de iniciadores Cgint1/ITS4 permi-
tio detectar a C. gloeosporivides (Fig. 7
armba, carril 5,6 y 1 1) de las extracciones no
amplificadas con COL-1/ITS-4 (Fig. 7,
abajo, carril 5, 6y 11).

Los pares de iniciadores CgInt1/ITS4 y
COL-1/1TS-4 resultaron muy efectivos in-
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cluso para detectar y discriminar cntre las
dos especices aisladas de una misma aceituna
(Fig. 7, carril 11: C. gloeosporioides: carril
12; C. acutatum), asi como de las extraccio-
nes directas de accitunas (dato no mostrado).

Tal y como muestra la Fig. 8, para la
deteccion e identificacion de C. acutatum
y C. gloeosporioides con un grado de fia-
bilidad del 100%, dc las aceitunas con
sfntomas de antracnosis se aconseja cfec-
tuar tres amplificaciones por separado.
Una con los iniciadores generales I'TSI-
F/ITS-4 para confirmar que tenemos DNA
del hongo en la extraccidn, y dos posterio-
res con los especificos Cglnt1/1TS4 para
identificar a C. gloeosporioides y COL-

ABSTRACT

1/1TS-4 o Calnt1/1TS4 para detectar a C.
aculatum,
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