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

M. P. MARTÍN, F. GIIRCÍII-FI0UERES, A. TRAPERO 

Co/ldo/rie/1II111 lII'u/a/lIIn ye g/oeosf'orioides son los agentes causantes de la an­
traenosis de "" olivos en España. En este trabajo se presentan los iniciadores específi­
cos diseñados que. Junto con el ¡nidador general rrS4, permiten discriminar a amhas 
especies mediante la reacción en cadena de la polilllerasa (PCRl. 
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rahtbras clave: Co/l,'/o/rir:hulII anl/tl/UlII. e f!/o/'osporioid/'s. G/ol'O.\fJoriulII o/i­
1'0rUIII. O/ea cUIVpa,'a. antracnllsis, aceituna jabonosa, ITS rUNA. peRo 

INTROl>lJCCIóN Recientemente, la especie Colletolrichum 
acula/um J. H. Simmonds (tc!eomorfo: Glo­

La "Aceituna jabonosa", conocida tam­ merella aculala) ha sido también identifi­
hién con los nombres de antracnosis, lepra, cada como agente causal de la antracnosis 
vivillo o momificado, es una grave enICrme­ del olivo en China (MIIKOIIJ{ITA el al., 1986), 
dad del olivo (Olea europaea L.) en muchas India (MUGN!II e/ u/., 1993), España (MAR­
regiones olivareras del mundo en las que se TÍN Y GIIRCíll-FtoUERES, 1999; Figs. 1 y 2) e 
cultivan variedades susceptibles (GRANITI y Italia (AOOSTEO l'l ul., 2(00). 
LIIVIOLII, 1981). El efecto principal sobre el En España, los ataques de esta enferme­
huésped es la podredumbre de las aceitunas, dad se han localizado exclusivamente en las 
asociada con una notable pérdida de peso y aceitunas (MATEO-SAGA.5TA, I96l:l; ANDRÉS, 
su caída prematura, lo que origina aceites de 1991; GIIRCIIl-FIOUEKES, 1998). Sin em­
elevada acidez y pésima calidad ("aceites hargo, en otros países, como Italia y Portu­
colorados") (ANI)R~:S, 1991). gal, tamhién se han observado intensas defo­

Tradicionalmente, el agente causal de esta liaciones asociadas con infecciones de hojas 
enfermedad se ha identificado como CO/ll'­ y ramas (GRANITI el al., 1993). En las graves 
/o/richum fl,IOl'os¡Jorioides (Penz.) Penz. el epidemias de Aceituna jabonosa registradas 
Sacc. (=G/ol'Os¡Jorium o/ivarum Alm.), y su en los últimos años (1997-2000) en Andalu­
te[eomorfo Glomerella dI/Rula/a (Stone­ cía, los olivos afectados mostraron, además 
man) Spauld. l'l Schrenk se ha ohservado de los síntomas característicos de podredum­
sólo una vez en el cultivo de un aislamiento hre y momificado de las aceitunas, una in­
procedente de la India (MUGNAI el al., J993). tensa defoliación y desecación apical de las 



M. P ,11\1(( i ,I'. (i;\i{cíA l'I(;IIl:i{I'S, A. 'J'i{i\I'I·.RO 

r;1I11a~ (TI~ \¡'U'O I't (11" !lJI,IX; TI< \PI'i{O y 
HI AN(,O, 200 1), En ':-.la~ 'riu 'Illia:-., 'a:-.i lO 

dll~ Iw, ai:-.lami<,;nlo~ lk Colle/(ltric!llllll nhl " 
niull\ u . al: '1IUllas, pcuunnliO\, hojas y ra­
mas dc oli\'os afccladlls fucron idcnlificauos 
'omo ('ollc'/otridllllll ,p. y tall solo una [le­
qUl.'ña prop()J'l:i(ín dc los ai~1;.lInicnl()S (,l7(f,) 

s' iJcnlificaron cnm( C. ~/o('1J111fIrilJirl('_\'n 

hasl: a :-'u, c:wll:lcrí'lil:a fTIorfollígie<ls 
(B( l( 111\111 JI, 19L)<»). 

La id 'nlif¡ 'a 'i61l dl.' C. (1('11/11/1111I como 
agelllc l:;lusal ue 1:1 ;llllr;lcllosi~ dcl oli\'o 
aliade nu '\'os II11I.:ITII¡;;llltcs sohre esla enrcr­
medad, elll1 o d ong 'Il d . didHl\ aislamil:ll­
los, ( hi 'n, su P'II d cn d dcsanllllo d' 1;1 '11 

h~, 2. )) 'I,llle ,k ,11.','111111,1 1111t',l.ld,1 

11IH ., ,1t!I..'nt· l..-,Iu',lllh: 1.1 .1l:l.'IIIIlI.1 1..lhtJIH''''.l 

( t ,IIt'lull tt Itum Cl~ .'llIluIII 

rermcdad, [:n '.·IC scnlido, invt:slil..!,al:ionl:s 
rt:l:lentes han (1u 'sto dl: manilil:slo una clara 
dikn:lleia Jc virul'neia 'ntr' :ll11ha:-. CSPl:­
l:i '~, C. (lI'II/a/1I111 y C. gl(l{'IJ.I'/IOri(lic!I'.I', l:n 
dikr 'lItcs varil:dades ..1 ' olivo, l' 'sull:lf1uo 
III:í:-. I iruic'III:1 '. (lCU(Ii/fllfl al 'nui 'Ildo al 
por 'cnlajc uc ae 'iltlllas :11" 'lau"s, allnq l: no 
s' ohs '1' :11011 dilcrcllcias CI) 'uanto" la SLI­
p 'rliei "()\()ni/ada por:1 'eillllla inr 'elad" 
((j KCI¡\-FICil"'!(I.S {,( !lI" 20()O). 01 IVI IRI\ v 
TI< 1'1 RO (_001 han d 'nloslra¡Jl) quc la\ di­
krell '¡as eJe l'irui'llu:Il:llln: C. lIcl//allUII 

C. gllll'{',I//()l'IlIir/l's csl;Ín de! 'rI1lllladas 101' 

la ll:IIlp 'ralma, Así. C. ({('{I(I/(IIIII re\1I111') Ill;í'i 

vlnJI 'ni\) 111' (' glll/'(lI'I)()rillitln a alta\ 11:111­

peralllras (2), lO"CJ: Ini 'nlras qu 'cl 'I'c 'lo 
l'(lnlrari(l Sl' (lhs TVI) p'lel 1 'IUI 'ralUr:l~ i 'ua 
'e~ o illr 'ri JI' 's a 2(j"C, 

El pI' 'scllte lrabajl f(lrnla parlc L1' un cs­
lu lioohr' la ';¡rael 'ri/u 'ilÍn de al~lal1li 'n­
Ins dc ('{Ilft,tlltridulIlI caus;iIllt'\ de la anlme­
nosi\ d '1 olivo su prill'ipal objcti n es 
cnsayar 10:-' iniei:ldor's cspccífi 'os a publi­
cldo:-. (Mil I.S e( al .. 1~9_; 111 1 " ('/ al., 
19\) : SI<I'\ '1 'i\l'R/\S¡\1J c/II/.. 1<)96) para 
\-alorar su ·fe '1 ividau cn del 'elar e id 'ni i fi­
';11 C. {/{,I//IIIIIIII C. gl{l{'(I,I/'lIrillic!l'I a ranir 
d' 'xlral:cionc~ le ;lu:itUII:IS eoll "ílltoll1as 
de anlra 'IHl is: ;",í l'lllllO disciiar 1l1lC\OS ini­
ciadol e~ qu ' ru 'ran 111:IS 'Iiu '111 '\, 

MATERIAL Y MltTODOS 

Material 

So.: Ii:tn lItdl/;ldn I:l~ nlran.:iollcs l' I>N¡\ 
do.: I;I~ '(\ll:ecioll 's II1CIIl;llllla I:\s 'n \I! 1I 

& Ci \1 ('lA 1:110111 1<1 S (1991) 'ollscr\,;IIJa" en 
la lIniuad (iL' Sanidad cgel;d (Barcelona) y 
sc han el'cctuado IlUl'\ os 'lI:-.lall1lclltos de 
nNA do.: 1'\ ¡;olecl:lones prucCdClllC:-' de l'¡ír 
doh" (Tabla 1). 

Idenlilicacilín 

!'ara la i entilú:,ll'i"lll k las IlUC 'as eo­
IctTiones ~c hall scguido los prolocnlll\ 
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'I\\ola l.-Origen de los aislamientos de Colletotríchum sp. 
(COKCOL-UI a COKCOL-13) 

Código Identi licación Origen Identiticación
Hospedante

aislamiento pn;via geográfico molecular 

CORCOL-OI 
CORCOL..OZ 
CORCOL-03 
CORCOL-04 
CORCOI.-OS 
CORCOI.-Oh 
CORCOL-07 
CORCOL·OH 
CORCOL-O'l 
CORCOL-IO 
CORCOL-II 
CORCOL-IZ 
CORCOL-13 

Colletolril'hum. sp. Allllodóvar, Córdooa. S Olea eumpaea (pedúnculo) C. aculalum 
C. sr. Alrnod,ívar. Cúrdoba. S O/ea eumpaea (tallo) C. acutatum 
C. sr. Sta. Cruz, Córdoba. S U/ea eumpal'a (pedúnculo) C. acutatum 
C. sr. Sta. Cruz. Córdoba. S U/ea eumpara (pedúnculo) C. aculalum 
C. sp. Sta. Cruz, Córdoba, S O/m europ/lI'" (pedúnculo) C. aculalum 
C. sp. Antcqucra, M,í1aga, S O"'a ('UI'II/"'I''' (pedúnculo) C. al'ulalum 
C. sp. Montilla. C,írdoba. S O/ea ellmpaea (fruto) C. acutatum 
C. sp. Villavista, Cúrdoba. S O/ea ellmpaea (fruto) C. aculatum 
C. sp. Rute, Córdooa, S O/ea ellmpllea (fruto) C. acularum 
C. sp. Rut", C<írdooa. S O/ea eumfllll'U (fruto) C. aculalum 
C. sp. Rllt", C<írdooa. S O/eUeump'lI'a (tallo) C. aculalum 
C. sp. RUle. Clínloba, S O/m ellmpaea (pedúnculo) C. aculatum 

__ .S·'. sp.·) 

descritos en MARTíN y (;ARCIA-FIUUERES 
(1999) quc se describen brevemente a con­
tinuacilÍn. 

Los aislamientos se realizaron en tres me­
dios: a) POA (AOSA micro, ref, 1-438), b) 
Czapek-Dox (H IOLlI'+: S.r.I., code 1360) y 
c) el medio CHM (Hidrólisis de la Caseína) 
preparado de acuerdo con PATERSON y BRIIl( a..: 
(1994) que permite a las 72 h determinar la 
actividad proteol ítica. 

I,a identidad de los aislamientos se con­
firmó por PCR-RPLP de las regiones lTS y la 
subunidad 5.SS del rDNA. Para ello se reali­
zaron extracciones de DNA a partir de 20 rng 
de micelio fresco en PDA mediante EZNA 
Fungi ONA miniprepkit (Omega Biotek) de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
pero sin incluir B-mercaptoetanol en el tam­
pón de extracción. Las amplilicaciones se lle­
varon a caho con I{eady-to-(io@ PCR Beads 
(Amcrsham-Pharmacia) y el par de iniciado­
res ITS IF (GARIlES & BRUNS, 1(93) e ITS4 
(WHITE el al., 1990) en un termociclador 
Techne (Progene). Alícuotas de los amplíme­
ros (5 f-II) se someticron por separado a diges­
tión enzimútiea (2 unidades para un volumen 
total de 20 f-II) con Alu I (Promega), Hm' 111, 
Msp I y 'Ii¡q 1((icneCran). 

Iniciadores especíticos 

O/ea eU./Y-'J.'!It'{j (fruto) C. aculalum 

gloeo!i[illrioides, y los iniciadores Calnt 1 y 
Calnt2 descritos en MILLS et al. (1994), SRE­
ENIVASAPRASAO el al. (1996) para C. acuta­
tumo Basándonos en las secuencias obteni­
das del Banco Genético (EM RL), así como 
de las publicadas en MARTíN y GARcíA-FI­
GUERES (1999), se diseñaron los iniciadores 
COL-I (5' ..cgg gca ggg gaa gcc tct c ..3') y 
COL-2 (5' ..aag cct ctc gcg gge etc cee t..:r). 

Las amplifieaeioncs se realizaron en un 
termoeiclador Teehne (Progene), mediante 
el protocolo estándar y por reacciones indi­
viduales con Ready-to-Go® Reads siguiendo 
las condiciones de amplifieaeilÍn menciona­
das en MARTÍN y GARCíA-¡-;I<>lJEKES (1999). 
En cada ampliticación se incluyeron contro­
les negativos (agua estéril). 

Los productos de amplificación se visua­
lizaron por electroforesis en geles de agarosa 
al 1.2-2'Yr:, (SEI{VA en tampón 1 x TAE du­
rante 10 min a') V cm '. EL ONA se tiñó con 
bromuro de etidio presente en los geles (0.4 
f-Ig mi"). La longitud de los amplímeros se 
estimó por comparación con un marcador dc 
peso Illolecular conocido (kb ladder, Gibco 
HI{L). 

~ESlJLTADOS y DISCUSIÓN 

Identificación 

Se ensayaron los iniciadores específicos Todas las colecciones mencionadas en la 
Gglnt dc MILLS er al. ( 1992) para detectar C. Tabla I procedcntcs de Córdoba y Múlaga 
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Fig. 3.-T",,¡ d", hidrólisis de la caseína (medio el 1M). Izquicrda positivo: la colonia 
de CullelutrichwlIllcutatum produce un zona clara a las 72-C)6 horas dc crccimiento. 
Derecha negativo: la colonia dc C. Ii/ocos/}()riuidcs no produce ningunan mna clara. 

presentaron unos caracteres de cultivo y 
una tasa de crecimiento en POA y Czapek 
similar a la cepa de referencia de C. (/Claa­
tum mencionada en MARTÍN y (JARCÍA- .... '­
GUERES (1999). También fueron positivas al 
test de Hidrólisis de la Caseína (Fig. 3). 
Aunque, en general, los aislamientus de oli­
vos con aceituna jabonosa se han identifi­
cado como C. gloeosporioÚJes. sobre la 
base de sus caracteres morfológicos, en la 
descripción original de Glueosporium oli­
varu, aparecen conidios con un extremo 
agudo, que correspunden más a los del tipo 
de C. acutatum que a los de C. g/ocosJlo­
rioides. 

Los patrones de PCR-R .... LP, de los pro­
duelos obtenidos con los iniciadores 
TTS IFJTTS4 de los aislamientos menciona­
dos en la Tabla 1, fueron idénticos a los vi­
sualizados en MARTíN y GARCÍA-FIGlIERES 
(1999) para la cepa de referencia de C.acu­
tatum. Sin embargo, CACCIOLA et al. (200 1) 
señalan que los aislamientos causantes de la 
antraenosis del olivo en varias regiones oli­

vareras italianas constituyen un grupo gené­
ticamente disti nto de C. aculalum y de C. 
gloeos¡Jorioides. 

Iniciadores específicos 
CaIntl y Calnt2 

En los primeros ensayos con los inicia­
dores específicos para C. aculalum de 
MILLS et al. (1994) Y SREENIVASAPRASAO el 
al ( J996), el par de iniciadores Calnt IJITS­
4 dió mejores resultados (Fig 4, arriba) que 
el par Calnt2JITS4 (Fig. 4, abajo); ya que 
con este último, aparecían bandas inespecí­
ficas, tanto de las extraccioncs que se ha­
bían identilicado previamente como C. ¡flo­
eosporioide.\· (GLOCOL-4 aislamiento de 
C;lru.l' aurantium) como de los controles 
negativos. 

En posteriores ensayos, con los iniciado­
res Calnt IJlTS-4 se obtuvieron muy buenas 
amplificaciones de todos los aislamientos 
identitieados previamente como C. acutatum 
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Fig. 4.-Amplificaciones con los iniciadores
 
CaINT-I/ITS-4 (arriba) y CaINT-2/ITS-4 (abajo).
 

M: Marcador dc pcso molecular.
 
1: e lI'o(,o,'I><"'/do/d<,,, (ULOCOL-4l.
 

2: e am/a/UIII (GLOCOL-9).
 
3-4: Controlcs ncgativos. 5: C. (/CU/<llUm (SPCOL-2).
 

Las abrcviaturas de las cepas de acucrdo
 
con Martín y Garcia-Figueres (1999).
 

(Fig. 5, carriles I,3,4,6,X,<J y 10): sin cmbar­
goy, sc visual izaron bandas menos intensas 
en las amplificaciones procedentcs dc ex­
tracciones identificadas como C. g!ocos!Jo­
rioidcs, incluida la de la cepa de referencia 
(Fig. 5, carril 2). 

Iniciadores específicos 
COL-l y COL·2 

I,os iniciadores cspecíficos disefiados en 
este trabajo para C. acutlllum (COL-\ y 
CÜL-2) presentaron también un grado de 
especificidad distinto, A partir de las 
muestras ensayadas, COL-I /ITS-4 permi­
tió discriminar C. aculalum (Pig. 6 arriba, 
earril I y 2) de los aislamicntos identifica­
dos como C. g!o('o,l'{lorioidcs (Fig. 6 arriba, 
carril 3 y 4) Y C. fragariac (Fig. 6 arriba, 

Fig. 5.-Amplificaciones con los iniciadores
 
CaINT-lnTS-4 (arriba) y COL-I/ITS-4 (ahajo).
 

M: Marcador de peso molecular.
 
1: C. aculalum tle referencia (ACUCOL-R).
 

2: C. II/ol'osporioides de refercncia (ULOCOL-R),
 
3: e acu/a/I/m (GLOCOL-07).
 
4: e a('l/lall/lII (GLOCOL·06).
 
5: C. aCl/lall/1II (SPCOI,- J l, 6:
 
C. amla/um (el .OCOI ,-) O).
 

7: C. glo<'''-'[Jorioides (el .OCOI ,-08.1).
 
8: C. <lmlafum (GI.OCOI .-08.2).
 
'J: e acu/atum (CORCOL-07).
 
10: C. amlalwll COKCOL-OJ.
 

Las abreviaturas dc las cepas de acuerdo con Martín
 
y García-Figueres (J 9(9) Yla Tabla l.
 

carril 5). En cambio, con CüL-2/ITS-4 se 
obtuvo, por ejemplo una buena amplifica­
ción del aislamiento de C. aculalum de re­
ferencia (Fig. 6 abajo, carril 2), pero tam­
bién se visualizaron amplificaciones 
incspecíficas de los eontroles negativos de­
bido, probablemente, a hibridaeiones entre 
los iniciadores. 

En los posteriores ensayos se elegió el par 
de iniciadores COL-I /ITS-4 (Fig. 7 abajo); 
ya que, aunque de algunas extracciones 
identificadas anteriormente como C. acula­
1U/1l, y aisladas de fresas, no se obtuvieron 
muy buenas arnplifieaciones (Fig. 7, carril 
5), nunca se visualizaron amplificaciones a 
partir de los aislamientos de C. g!o('ospo­
rioides (Fig. 7 abajo, carril 2) ni de otras cs­
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Fig. /\.-Amplificacioncs con los iniciadores
 
COL-I/ITS4 (arriba) y COI.-2/IT54 (ahajo).
 

M: Marcador de peso mole<.:ular. 1: C (u.·utatuJll
 
(GI,OCOL-I). 2: C. llcutalUm de referencia
 

(ACIJCOL-R). 3: C. ¡:/ol'lI.I,!,oridoides de referen<.:ia
 
(GLOCOL-R). 4: C. fra/iariae de referen<.:ia
 

(I'RACOL-R). 5: Colif'totri{'/¡um sp. (SPCOL-4),
 
6: controlnegalivo. Las ahrcviaturas de las cepas de
 

acuerdo <.:on Martín y Garcfa-Figucres (1999).
 

Fig. 7.-Amplilícacioncs con los iniciadores CgINT­
IIlTS-4 (arriba) y COL-I/ITS4 (a!:mjo). M: Marcador dc 

peso molccular. 1: C. aCUlllIllm (GL.OCOI.-03). 2: C. 
acutatum (GLOCOL-OS). : C. aCUlalllm (srCOL-02). 4: 

C arutatum (GLOCOL-02), S: C. g/oeosl'0rioid"s 
(GLOCOL-04). /\: C. ¡:/oeosl'orioides (G1.oCOL-IM. 
7: Co/l"lolrichum sp. (0I-OCOL-12). X: C. coccode.\ 
(COCCOI-O 1). 9: C cmssíl''''\' (CRACOI-I). 10; C. 

Irídll'lIum (TRICOL-I). 11: C g/oemp"rioidl'.1 
(GLOCOL-08.1). 12: CacutatuJIl (GLOCOL-OX.2). 
13: control negat.ivo). Las ahreviat.uras de las ccpas de 

acuerdo con Martín y García-Figueres (1999 l. 

Fig. X.-ArnpliJícacioncs con los iniciadores
 
ITS-I F/ITS4 (arriba). CgIN'lc I/ITS-4 (centro) y
 

COL-IIITS4 (ahajo). M: Marcador de peso molecular.
 
1-7 cepas Lic C. a{'u/afum mencionadas en la Taola I
 

(CORCOL-OI a CORCOL-07).
 

pecies de Colletotrichum, como C. ('o('coi­
des (Fig. 7, carril 8), C. crassipes (Fig. 7, ca­
rril 9) y C. trichellum (hg. 7, carrillO), ni 
de los controles negativos. 

1niciadores CgINT-l 

El par de iniciadores Cglnt1/1TS4 permi­
tió detectar a C. t-;lueoyporioides (Fig. 7 
arriba, carril 5,6 y I 1) de las extracciones no 
amplificadas con COL-1 IlTS-4 (Fig. 7, 
abajo, carril 5, 6 Y JI). 

Los pares de iniciadores CgInl1/ITS4 y 
COL-I /11'5-4 resultaron muy efectivos in­

mn
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cluso para detectar y discriminar cntre las lIITS-4 o Calntl/ITS4 para detectar a C. 
dos especies aisladas de una misma aceituna aculalum. 
(Fig. 7, carril 11: C. ¡,:/ol'O,\porioides: carril 
J2: C. acutatum), así como de las extraccio­

nes directas de aceitunas (dato no mostrado). AGRADECIMIENTOS
 

Tal y como muestra la Fig. R, para la 
detección e identificación dc C. acutatulll Agradecemos sinceramentc el inestimable 
y C. M!o('osporioide.\' con un grado de fia­ trahajo en el suministro de muestras por parte 
bilidad del 100%, de las aceitunas con de los técnicos de las Agrupaciones de De­
síntomas de antracnosis se aconseja efec­ fensa Vegetal del olivo en las comarcas del 
tuar tres amplificaciones por separado. Baix Ebre y Montsia en Catalunya. Las in­
Una con los iniciadores generales ITS 1­ vestigaciones sobre las epidemias dc antrae­
FIITS-4 para confirmar que tenemos DNA nosis en Andalucía han sido linam:iadas por 
del hongo en la extracción, y dos posterio­ los proyectos AGL96- J OH2 Y AGL2000­
res con los específicos Cglnt I/lTS4 para 1725 de la Comisión Interministcrial de 
identificar a C. ¡,:/o(,o.l'porioit1es y COL- Ciencia y Tccnología (CICYT), 

AUSTRACT 

MAllTíN, M. P., U¡\KciA-FIGUI'RI'S, F, TRAl'l'llO, A. 2001: Iniciadores e.>pecíl"icos 
para <.1clcclar las especies de Col/eWI"ic!zum causanles de la anlracnosis de los olivos. 
tlol. Sall. Y,'Ii. Pllllia.l, 28: 43·50. 

Colll'lol,.ichull1 </('Ulalum and e liü,,,o.I'I,,,"¡oides are lhe causal agents 01" lhe anlh­
racnose on olive trees I"rom Spain. In lhis work, lhe specific primers designe<.1lo discri­
minate both species are disl'Usse<.1. 

Key words: Collelol,.ic!zum acu/alum. C. IiloeOSI",,.ioid<,.<, Dlo('ospo,.ium olivo­
,.um.Oleo europaeo, alllhracnose. I'I'S rnNA. PCR 
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