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Caracterizacion morfoldgica, patogénica y bioquimica de aislamientos de Colletotrichum
spp. asociados al cultivo de café (Coffea arabica) en Guatemala.
Resumen

En la produccién del cultivo de café, enfermedades tienen incidencia en la calidad del grano
y economia de los productores. Colletotrichum spp. es un hongo que afecta la planta de café.
Causa secamiento de puntas de ramas, antracnosis en hojas y frutos. Se encuentra ampliamente
distribuido en las regiones cafetaleras humedas y célidas de Guatemala. El estudio de la biologia
de dicho patégeno y aspectos de patogenicidad, sirve para brindar recomendaciones de manejo
de la enfermedad.

Se estudiaron las caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y patogenicidad de aislamientos
de Colletotrichum spp., provenientes de regiones productoras de café y la determinacién de la
especie del hongo. Se obtuvo material vegetal enfermo de café de 9 zonas cafetaleras de
Guatemala. El estudio se llevo a cabo en el laboratorio de proteccion vegetal, de ANACAFE en el
afio 2007.

Se observo variabilidad en cuanto a caracteres morfologicos de los 9 aislamientos
estudiados, dicho comportamiento corresponde a la especie Colletotrichum gloeosporioides. En
cuanto a la patogenicidad de los aislamientos del hongo, estudiada en hipocétilos de las
variedades Caturra, Catuai, Pache colis y Catimor, no se consideraron patogénicos basado en el
criterio de Waller et al. (1993). Sin embargo, cuando se hizo inoculacién de conidias en frutos
verdes, fueron patogénicos. La variedad menos susceptible fue Pache colis y la mas susceptible
fue la variedad Catuai. En la prueba de medicion de pH del medio liquido utilizado en el
crecimiento de los aislamientos, se observo cierta tendencia a la alcalinizacion del medio. El
comportamiento de los aislamientos de Colletotrichum spp. en cuanto a utilizar fuentes de carbono
fue positivo, todos metabolizaron citrato y tartrato de amonio, considerada efectiva como paso
inicial para determinar especie y complementada con los caracteres morfolégicos. Segun pruebas
realizadas, los aislamientos caracterizados corresponden a la especie C. gloeosporioides. Se
recomendo realizar inoculacion de conidias del hongo en frutos verdes de café como prueba para
determinar patogenicidad de aislamientos de Colletotrichum spp. y determinar resistencia de
genotipos de café. La prueba bioquimica de acido citrico y tartrato de amonio es efectiva para

determinar especie del hongo.



1. Introduccion

Centro América es la tercera region cafetalera de importancia econdmica mundial, después
de América del Sur por el volumen que produce. En Guatemala, el café se cultiva en zonas
montanosas de la boca costa del Pacifico y en menor escala en la del Atlantico. Su produccién
oscila entre 4 a 5 millones de quintales oro, el mayor en el istmo centroamericano y quinto

productor a nivel mundial.

La caficultura como negocio agricola se ve afectada por factores bidticos o abidticos que
inciden en la produccion de café. Entre estos los principales problemas se tienen con la presencia
de enfermedades fitopatoldgicas. Algunos problemas asociados en plantaciones de café
observados son caida de frutos y hojas, necrosis en frutos y hojas y secamiento de ramas, los
cuales coinciden con las épocas de alta humedad relativa y precipitacion en las plantaciones de
café. Esos sintomas se asocian a dafios ocasionados por el complejo de patégenos del género

Colletotrichum spp.

Colletotrichum es un hongo fitopatégeno importante en todo el mundo, debido a las
pérdidas econdmicas que ocasiona en diversos cultivos agricolas. Para el cultivo de café se
reportan las especies C. acutatum, C. gloeosporioides y C. kahawae. Dentro de estas especies, la
que ocasiona mayores problemas patogénicos es C. kahawae, que de acuerdo a la literatura, aun

no se reporta para Latinoamérica.

En la presente investigacion se estudiaron las caracteristicas morfologicas, patogénicas y
bioquimicas de nueve aislamientos de Colletotrichum spp. provenientes de nueve regiones
cafetaleras de Guatemala y se identificd la especie. Fueron obtenidos a partir de hojas, ramas y

frutos del café con sintomas de antracnosis.

En la morfologia de Colletotrichum spp. se estudié las caracteristicas de indice de velocidad
de crecimiento micelial (IVCM), coloracién de colonias, dimension de conidias y porcentaje de
germinacion. La coloracion que presento la colonia de los aislamientos fue color ceniza obscuro y
claro. En cuanto al aspecto del micelio se obtuvo un 50% algodonoso y 50% superficial. EI IVCM
que predomind fue el relacionado con la categoria de crecimiento rapido in vitro. La dimension de

las conidias vario entre 4.23 y 5.01 um de ancho y el largo entre 12.11 y 18.98 ym; la germinacion



de conidias fue 100% en agua destilada en concentracién de 10° conidias/uL a 25°C en un

periodo de 8 a 10 horas.

Para determinar la patogenicidad de los aislamientos de Colletotrichum spp. se hizo la
inoculacion de suspension de conidias en frutos verdes e hipocotilos de diferentes variedades de
café comerciales en Guatemala. Los aislamientos de C. gloeosporioides estudiados no fueron
considerados patogénicos en hipocotilos de café de acuerdo al criterio de Waller et al. (1993), pero
hubo colonizacion del hongo en las plantulas. Para frutos verdes los aislamientos de
Colletotrichum se consideraron patogénicos. La variedad mas susceptible al patdogeno fue Catuai,

mientras que Pache colis y Caturra son mas resistentes.

En la caracterizaciéon bioquimica de los aislamientos de Colletotrichum spp. estudiados, se
observé cierta tendencia de incremento de pH del medio MEA (alcalinizacién). En cuanto a la
habilidad de utilizar acido citrico y tartrato de amonio, el resultado fue positivo, es decir, hubo
metabolizacion por parte del hongo.

Segun pruebas realizadas y caracteres morfologicos, los aislamientos caracterizados
corresponden a la especie C. gloeosporioides. Se recomendod realizar inoculacion de conidias del
hongo en frutos verdes de café como prueba para determinar patogenicidad de aislamientos de
Colletotrichum spp. y determinar resistencia de genotipos de café. La prueba bioquimica de acido

citrico y tartrato de amonio es efectiva para determinar especie del hongo.



2. Definicién del problema

Son varios los fitopatdgenos que afectan el cultivo de café en Guatemala. Se menciona
Xylella fastidiosa, Fusarium spp., Pestalotiopsis, Phoma, Cercospora spp. Hemileia vastatrix,
Mycena citricolor, Rhizoctonia, Pythium, Rosellinia spp. y Colletotrichum gloeosporioides, entre
otros. La importancia de estos agentes infecciosos es relativa de acuerdo a la region del pais,
manejo agrondmico del cultivo y genotipo utilizado por los agricultores. Los problemas que

ocasionan, no se han estudiado de manera profunda.

Referido a Colletotrichum spp., es un hongo que afecta las plantaciones de café. Causa
secamiento de puntas de ramas, antracnosis en hojas y frutos. Se encuentra ampliamente
distribuido en las regiones cafetaleras humedas y calidas de Guatemala. Las pérdidas son
variables. La presente investigacion, se hizo debido a la importancia de dicho patdgeno, los
problemas que ocasiona en el cultivo de café y falta de informacion en el pais. El estudio de la
biologia de dicho patégeno y aspectos de patogenicidad, sirve para brindar recomendaciones de

manejo de la enfermedad y para determinacién de especies del hongo.



3. Marco teédrico

3.1 Marco conceptual

3.1.1 Historia y origen del cultivo de café (Coffea arabica)

El café es el segundo producto mas comercializado en el mundo después del petréleo. Esto
explica, en si, su trascendencia, tanto para los paises productores como para los paises

consumidores (Wagner, 2001).

Oriundo de Etiopia, el café se difundié como bebida en Arabia, entre los siglos Xl al XV; en
el Cercano Oriente, en el siglo XVI; en Europa, en el XVII; y, en América, en el siglo XVIIl. Como
cultivo se aclimaté rapidamente en el Nuevo Mundo. Varios paises asiaticos, latinoamericanos y
africanos, entre los Trépicos de Cancer y de Capricornio, encontraron en este producto la clave

para su desarrollo econémico (Wagner, 2001).

La importancia del café radica en que, como cultivo y como articulo de exportacién y
consumo, pasa por una serie de procesos y etapas que involucran a millones de personas,
actividades como: formacién de almacigos, trasplante, cultivo, poda, cosecha, despulpado,
fermentacion, lavado, secado, descascarado, escogido, empaque, comercializacién, transporte,
embarque, desembarque, separacién, mezcla, tueste, empaque y etiquetado, hasta su venta al

detalle, son parte del proceso de generacién de empleo (Wagner, 2001).

Para el caso de Guatemala, existen estudios que han investigado y analizado el café desde
diferentes puntos de vista, y han determinado caracteristicas particulares de las regiones

productoras del pais (Cuchet & Guerrero, 1995).

3.1.2 Importancia econémica
Las exportaciones del pais durante la temporada 2006/2007 aumentaron en un 12%, en
comparacion a la temporada 2005-2006. En total, se vendieron en el mercado internacional 4.8

millones de quintales oro.



El ingreso de divisas por concepto de exportaciones de café registré su nivel mas alto en
siete afos. Durante la temporada 2006/2007 se captaron $ 557 millones, $ 94 millones adicionales

6 20 por ciento arriba de los ingresos percibidos la temporada anterior.

Durante el periodo 2006/2007, Anacafé continu6 fortaleciendo la Caficultura, con el
proposito de que cada uno de los productores guatemaltecos contara con las herramientas para

producir mas y mejor.

3.1.3 Clasificacion taxonomica del café

La planta de café pertenece al reino Plantae, division Magnoliophyta, clase Dicotyledénea,
sub-clase Asteridae, orden Rubiales, familia Rubiaceae, género Coffea y especie C. arabica
(ANACAFE, 2006).

3.1.4 Morfologia del café

La planta de café tiene un solo eje, en cuyo extremo hay una
zona de crecimiento activo que alarga el tallo, formando
nudos y entrenudos. Las ramas laterales se alargan y la parte
superior del eje vertical continua creciendo, asi se producen
nuevas ramas en diversos angulos y la planta adquiere forma
conica.

El eje central o rama ortotrépica crece verticalmente, solo
produce yemas vegetativas. Las ramas laterales o
plagiotropicas, llamadas “bandolas” son las ramas primarias y
dan origen a ramas secundarias o de segundo orden, de las
que a su vez pueden salir ramillas terciarias. Las ramas
secundarias Yy terciarias, constituyen lo que se conoce como
palmilla de café (ANACAFE, 2006).

Figura 1. Esquema de una rama de café. Fuente: ANACAFE, 2006.



La cosecha se concentra en el crecimiento nuevo de ramas inferiores y ramas nuevas del apice,
las axilas florales sélo producen una vez. Por esta razén la produccién anual se incrementa
durante los primeros 3 6 5 afos, tendiendo luego a disminuir, lo que hace necesario la practica de
la poda o recepa (ICAFE, 1990).

3.1.41 Variedades de café estudiadas

Catuai: resultado del cruzamiento entre Mundo Novo y Caturra en Brasil. Es variedad de porte
bajo, las ramas forman un angulo de porte cerrado y entrenudos cortos. El fruto no se desprende
facilmente de la rama, lo cual es muy importante para las zonas donde la maduracién coincide
con la época de lluvia. Se adapta bien en altitudes que van de 800 - 1400 msnm en la Boca
Costa, de 1100 - 1700 msnm en la zona central oriental y norte del pais (ANACAFE, 2006).

Pache colis: es originaria de Mataquescuintla, Jalapa (Guatemala), y fue encontrada dentro de
plantaciones de Caturra y Pache Comen. Posee frutos rojos y de tamafo grande, hojas elipticas
onduladas de consistencia aspera. Presenta cierta tolerancia a Phoma sp. Planta de porte bajo
con entrenudos cortos, con altura de 0.80 — 1.25 m. Se adapta muy bien en altitud de 900 - 1900

msnm con temperaturas frescas oscilantes entre 20-21°C (ANACAFE, 2006).

3.1.5 Enfermedades comunes del cultivo de café en el ambito mundial

o “Coffee berry disease” = CBD (Colletotrichum kahawae)

e Antracnosis y mancha mantecosa (Colletotrichum gloeosporioides)
e Roya (Hemileia vastatrix)

e Cercospora (Cercospora spp.)

e Mancha de phoma (Phoma spp.)

e Mancha de ascochyta (Ascochyta spp.) (Orozco, 2003)



3.1.6 Historia, ocurrencia y distribucion de Colletotrichum spp. en café

Varios nombres han sido dados a las enfermedades ocasionadas por Colletotrichum spp.:
antracnosis del café, quema castafa “brown blight”, “die-back”, “elon die-back” y CBD (“coffee
berry disease”). La CBD, ocasiona los mayores problemas en Africa. El primer relato de esta
enfermedad fue descubierto por Mc Donald, en 1926 (11). El agente causal fue identificado por el
mismo autor, en 1923, como Colletotrichum coffeanum Noack, causando considerables
problemas, atacando frutos de café en diferentes etapas de crecimiento. Basados en estudios
morfoldgicos, bioquimicos y moleculares se sabe que en el continente americano no se conoce
ningun relato de CBD (Orozco, 2003).

En América, Colletotrichum spp. esta asociado al cultivo de café provocando antracnosis en
hojas, frutos, mancha mantecosa y secamiento de puntas, entre otros. Wellman (1957)
menciona que la enfermedad “blister spot” es provocado por virus en Costa Rica, pero Vargas y
Gonzales (1972) (20), demostraron que es ocasionada por Colletotrichum. En América Central,
hay una enfermedad denominada “coffee berrry necrosis” provocada por Colletotrichum spp., fue
relatada en 1963. La infeccion y la incidencia de Colletotrichum spp. varia dependiendo el érgano

de la planta, (Rayner, 1952).

3.1.7 Taxonomia de Colletotrichum spp. asociada al cultivo de café

La taxonomia de Colletotrichum asociada al cultivo de café ha sido confusa. Desde sus
primeros relatos en Brasil, fue clasificado por Noack como Colletotrichum coffeanum, en el afio
1901. Esta designacion fue utilizada por mas de 70 afos, para todos los aislamientos de

Colletotrichum asociados al café (Noack, 1902).

Varias propuestas de clasificacion para los aislamientos de Colletrotrichum spp. asociados
al café han sido presentados a lo largo de los afios. Rayner [(1948) y (1952)] designé los
aislamientos que ocasionan a CBD como C. coffeanum “var. Virulans”, teniendo por base las
caracteristicas morfoldgicas, como la coloracion grisaceo verdoso del micelio de los aislamiento.
Gibbs (1969), definié 4 formas de Colletotrichum por medio de las caracteristicas de la colonia a
partir de cultivos monospéricos en medio MAA: 1. CBD (= C. coffeanum var. Virulans, sensu

Rayner 1948); 2. ccp (= C. coffeanum, “pink”; 3. ccm (= C. coffeanum, “mycelial form”) y 4. cca (=



C. coffeanum, “acervuli form”). También menciona que, de acuerdo con esas caracteristicas, es

posible distinguir la raza que ocasiona el CBD de otra no patogénica.

Hindorf (1970) realizé estudios morfolégicos detallados en aislamientos de Colletotrichum.
Algunos aislamientos son clasificados por Hindorf como Colletotrichum coffeanum Noack (sensu
stricto) (= CBD “var. Virulans” de Rayner, = CBD de Gibs); C. acutatum Simmons (= ccp); C.
gloeosporioides Penz. “white mycelium form” (=cca); C. gloesporioides “greenish mycelium form”
con su teleomorfo Glomerella cingulata. Hindorf describe las caracteristicas morfoldgicas para
separar Colletotrichum coffeanum (sensu stricto) = CBD en medio MAA y menciona que la forma
teleomorfica de esta especie no fue observada. Asi mismo, la designacion de C. coffeanum para

la forma patogénica de los frutos verdes fue mantenida por ese tiempo.

La clasificacion actual utilizada por la mayoria de fitopatélogos contempla la propuesta de
Waller et al. (1993). La propuesta esta basada en caracteristicas patogénicas, metabdlicas y de
aislamientos frescos de Colletotrichum. Ellos proponen el cambio del nombre de C. coffeanum
sensu Hindorf para Colletotrichum kahawae J. M. Waller y P. D. Bridge, la cual seria una especie

nueva.

Las caracteristicas consideradas para C. kahawae, por Waller et al. (1993) son resumidas
de la siguiente forma: a partir de cultivos monospdricos del hongo, se observa el crecimiento
micelial lento (2-4 mm d™' a 25 °C) en medio malta agar agua MAA 2%, abundante micelio de
coloracién verdoso grisaceo a verdeado oscuro, sin produccion de acérvulos y esporulacién en
hifas simples. En el metabolismo, aislamientos de esta especie no pueden utilizar citrato o tartrato
como unicas fuentes de carbono. Esta especie es patogénica en frutos verdes en el estado de
expansion y en hipocétilos de Coffea arabica y otros cultivares susceptibles, causando lesiones en

depresion, tipicas de antracnosis.

Para la especie Colletotrichum gloeosporioides, en las mismas condiciones, el crecimiento
es rapido (3-6 mm d' a 25 °C), micelio blanco o grisaceo claro, esporulacién en acérvulos o hifas
simples. Puede utilizar tartrato, citrato o ambos como unicas fuentes de carbono. Los aislamientos
de esta especie no son patogénicos en frutos verdes en expansion o hipocétilos, (Wellman, 1957).
Contrario a esto Orozco (2003), menciona patogenicidad de algunos aislamientos de C.

gloeosporioides.



Las propuestas han sido utilizadas, pero las caracteristicas contempladas para caracterizar
esta especie continuan presentando limitaciones para diferenciar los aislamientos de

Colletotrichum spp.

3.1.8 Enfermedades ocasionadas por Colletotrichum spp. en el cultivo de café y sintomas

Las principales enfermedades que afectan la productividad del café en el mundo son de
origen fungica. En Africa, C. kahawae ocasiona la CBD, atacando frutos verdes en crecimiento,

siendo este el principal factor limitante para la produccién, (Waller; Bridge; Black; Hakazit, 1993).

En los paises de América donde se cultiva café, Colletotrichum spp. ha sido asociado a
sintomas de antracnosis en hojas, frutos, mancha mantecosa y secamiento de puntas (Orozco,
2003). La antracnosis en las hojas del cultivo de café se presenta como manchas irregulares,
grandes, coloracion castana y castana verdosa, ocurriendo comunmente en los margenes de las
hojas. Estructuras del anamorfo y teleomorfo han sido observadas en hojas enfermas (Hindorf,
1970).

El ataque del hongo sobre las hojas nuevas y en las puntas de las rama puede causar “elon
die-back”, caracterizado por la abscision de las hojas. En seguida, la lesidén se dirige al tejido
vascular (Nutran & Roberts, 1964).

La enfermedad de la mancha mantecosa fue descrita por primera vez sobre C. arabica en
Costa Rica por Wellman (1957), quien la atribuy6 a virus, basandose en transmisiones por injerto y
por el afido Toxoptera aurantii Boyer, pero Vargas y Gonzales (1972) (21), demostraron que la
misma es ocasionada por Colletotrichum spp. Los sintomas han sido descritos por Wellman
(1957). Se producen manchas tipicas circulares no necréticas, en las hojas, tanto en el haz como
en el envés; las manchas son de color verde palido a amarillo, miden de 2 a 6 mm de diametro,

son ligeramente hundidas y menos brillantes que la superficie normal de la hoja.
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En los frutos, las lesiones iniciales son mas pequefas, no necréticas, hundidas y café-
amarillentas. En frutos tiernos se produce necrosis total mientras que en frutos maduros o casi
maduros aparecen areas necréticas que pueden llegar a cubrir el fruto, produciendo su caida
(Orozco, 2003).

Figura 2. Frutos afectados por Colletotrichum gloeosporioides

3.1.9 Estudios de patogenicidad de Colletotrichum spp.

Waller et al; (1993), caracterizaron la patogenicidad de aislamientos de Colletotrichum spp.
de acuerdo con el porcentaje de infeccion de hipocotilos de café. Segun los autores, los
aislamientos del hongo son considerados patogénicos cuando mas del 25% de las plantulas
inoculadas con el patdégeno se mueren. En la practica, los aislamientos patogénicos regularmente
causan la muerte a mas del 30% de las plantulas, en cuanto los aislamientos no patogénicos no

presentan ningun efecto.

Pruebas realizadas con C. gloesporioides para determinar la resistencia en hipocétilos de
café, mencionan la existencia de relaciones compatibles e incompatibles en el patosistema

Colletotrichum x café (Orozco, 2003).

Dorizzotto & Abreu (1993), estudiaron la patogenicidad de aislados de Colletotrichum spp.
en plantulas y frutos verdes de café en progenies de cafetos originadas de un determinado hibrido,

concluyendo que todos los genotipos fueron susceptibles al patégeno. Existen investigaciones
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que sustentan el pensamiento de que Colletotrichum spp. es un hongo endofitico oportunista que

se manifiesta en condiciones de estrés.

Orozco (2003), estudié también la patogenicidad de Colletotrichum spp., inoculando frutos
verdes con el hongo, Yy concluyé que los porcentajes de frutos necrosados y el tiempo de
aparecimiento de los sintomas fueron variables de acuerdo con los aislamientos y el cultivar. Los
frutos inoculados con Colletotrichum spp., que no necrosaron, mostraron maduramiento rapido
después de haber sido inoculados con el hongo, mientras que los frutos utilizados como testigo e

inoculados con agua esterilizada permanecieron verdes.

Figura 3. Relacién compatible hospedero (plantulas de café) - patégeno (Colletotrichum sp.)
(Orozco, 2003)

3.1.10 Estudios bioquimicos de aislados de Colletotrichum spp. en café

La habilidad de los hongos filamentosos para utilizar determinados compuestos como
unicas fuentes de carbono han sido utilizadas por los investigados con diferentes objetivos.
Paterson & Bridge (1994), mencionan que la asimilacién de carbono se realiza preparando un
medio base, el cual es incorporada a la fuente de carbono de interés. La asimilacién es
usualmente determinada cualitativamente por la observacion visual de crecimiento en medio

liquido o bien cuantitativamente por la determinacién de peso seco del hongo.

En relacion a las caracteristicas bioquimicas de aislados de Colletotrichum spp., se

menciona que C. kahawae no puede utilizar citrato o tartrato como unicas fuentes de carbono,
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(Waller, Bridge, Black & Hakazit, 1993). Esto es observado cuando existe cambio de color del

medio de amairillo a purpura.

Varzea (1995) estudido el pH final del medio liquido de crecimiento de aislados de
Colletotrichum spp., habiendo encontrado una mayor variabilidad de valores de pH entre los

diferentes aislados estudiados.

3.1.11 Estudios de morfologia de Colletotrichum spp. asociados al café

La caracterizacion morfolégica de aislados de Colletotrichum spp. asociados al cafeto es el
campo mas explorado debido a que es un método clasico. Los investigadores han orientado sus
investigaciones con fines taxondmicos, para conocer la variabilidad y biologia del patégeno (Gibbs,
1969 y Hindorf, 1970).

Las caracteristicas morfolégicas normalmente utilizadas para la determinacién de especies
de Colletotrichum son las caracteristicas de la colonia, crecimiento micelial, dimensiones de

conidias, forma de apresorios, presencia o ausencia de setas, entre otras (Gibbs, 1969).

Orozco (2003), estudid los aspectos fisicos de colonias, el crecimiento micelial y
dimensiones de conidias de 35 aislamientos de Colletotrichum spp. para determinar la variabilidad
y realizar comparaciones con aislados de C. kahawae. Los aislamientos tuvieron variaciones en
cuanto a las caracteristicas morfolégicas microscépicas, macroscépicas y reproductivas entre los
aislados de Colletotrichum spp., estudiados en medio MAA. El crecimiento micelial de la mayoria
de los aislamientos fue rapido. Dada esta caracteristica, los aislados correspondieron a C.

gloeosporioides.

Aislamientos de crecimiento intermedio, de coloracidn rosa y conidias fusiformes
pertenecieron a C. acutatum (Orozco, 2003). Las dimensiones de las conidias variaron entre 4.0-
16 um de largo. En la mayoria de los aislamientos, sus conidias presentaron un ancho de 5.00

pm.

Hubo formacién de apresorios para todos los aislamientos caracterizados, presencia de

setas, acérvulos en su mayoria, asi como formacion de la fase teleomoérfica (Orozco, 2003).



Figura 4. Caracterizacion morfolégica de aislamientos de Colletotrichum spp. | = aislado del hongo
(Orozco, 2003).
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3.2 Marco referencial
3.21 Localizacion de los sitios de colecta

En el cuadro 1 se presenta el listado de las localidades, con sus respectivas
caracteristicas climatologicas y coordenadas geograficas, donde se recolectd el material para el

estudio, asi como también las zonas de vida segun Holdrige (10).

Cuadro 1. Datos geograficos, climatolégicos y zonas de vida de las localidades de colecta de

aislamientos del hongo en areas cafetaleras de Guatemala, 2007.

i Altitud . HR Zona de
Regién Pp (mm /aiio) T°C Suelos Lat Long
(msnm) % Vida

Bosque muy

Hiumedo
1300-1800 4000-5000 21-27 70-80 | Volcéanicos 14°57°40" 91°47°44" Montano Bajo
Subtropical

San Marcos

Bosque
Il Himedo
Atitlan, 1500-1700 1800-2300 20-23 75-85 Volcanicos 14°46°12" 91°10°58" Montano Bajo

Solola Subtropical

Bosque
1] Himedo
Fraijanes y 1400-1800 1500-3000 12-26 70-90 Volcanicos 14°27°45" 90°26°25" Subtropical

Antigua (templado)

Bosque
Metamorfic Huamedo
1300-1700 1800-2000 18-25 70-80 osy 14°11°18” 90°16°39” Subtropical
arcillosos (templado)

Y

Santa Rosa

Bosque

Hdmedo
74 Piedra
1500-2000 1200-1400 20-24 70-80 15°19°14” 91°28°13” Montano Bajo

Coban caliza

Subtropical

3.2.2 Ubicacion y descripcion del area de trabajo

Por la naturaleza de la investigacién, se realiz6 bajo condiciones de laboratorio en
ANACAFE, ubicado en la zona 14, ciudad de Guatemala. Algunos procesos en el laboratorio de la
Facultad de Agronomia de la USAC.



4.1

4.2
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4, Objetivos
General
Realizar la caracterizacion morfolégica, patogénica y bioquimica de aislamientos de
Colletotrichum spp. asociados al cultivo de café (Coffea arabica) de diferentes regiones de
Guatemala.

Especificos

Registrar la caracterizacion morfoldgica de aislamientos de Colletotrichum spp. asociados al

cultivo de café (Coffea arabica) provenientes de diferentes regiones productoras del pais.

Determinar la patogenicidad de aislamientos de Colletotrichum spp. en frutos e hipocétilos de

café.

Evaluar el pH de los aislamientos de Colletotrichum spp. en medio liquido malta (2%).
Estudiar el comportamiento de aislamientos de Colletotrichum spp. asociados al café en
cuanto a la capacidad de utilizar acido citrico y tartrato de amonio con fines de determinacion

de especies.

Determinar especies de Colletotrichum presentes en zonas cafetaleras de Guatemala.
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5. Hipotesis

Los aislamientos de Colletotrichum spp., recolectados en diferentes plantaciones de café en
Guatemala, difieren en cuanto a caracteristicas morfologicas, bioquimicas y de patogenicidad y

pertenecen a la especie C. gloeosporioides.
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6. Metodologia

El estudio se realizd, siguiendo las etapas 1) colecta de material enfermo (hojas, frutos y
ramas) de plantas de café, 2) Aislamiento, identificacion y conservacion del patdgeno
Colletotrichum spp. y 3) Estudio de las caracteristicas morfoldgicas, patogénicas y bioquimicas de

los aislamientos del hongo en laboratorio.

6.1 Caracteristicas morfolégicas de aislamientos de Colletotrichum spp.

6.1.1 Obtencion de aislamientos de Colletotrichum spp. de café

Fueron realizadas colectas de hojas, ramas y frutos con sintomas de necrosis, y secamiento
en las puntas, en nueve zonas cafetaleras. Para la obtencion de los aislamientos se tomaron
partes del tejido vegetal con sintomas de la enfermedad y colonizado por el hongo, las cuales se
desinfestaron con alcohol al 50% por 30 segundos, hipoclorito al 1% y agua esterilizada por un
minuto. Luego, fueron transferidas a cajas de Petri con medio malta — agar e incubado por siete
dias, posteriormente las colonias fueron utilizadas para obtencidén de cultivos monospéricos. Se

obtuvieron nueve aislamientos de las zonas estudiadas.

Los medios utilizados para las inoculaciones de los aislados fueron: malta agar (MAA) 2% y

agar agua, este ultimo se utilizé para la obtencién de cultivos monosporicos.
6.1.2 Obtencion de cultivos monosporicos

Con el hongo aislado en medio PDA (Potato Dextrosa Agar), se hizo una suspension de
conidias en agua esterilizada, luego se pasé por gasa esterilizada. Se midioé la concentracion de
conidias por medio de un hemacitémetro y se llevé a concentracion de 10* conidias por mL. Con
una micropipeta se tomaron 25 - 50 pyL de la suspensién y se colocd en una caja de petri con
medio Agar Agua por tiempo aproximado de 6-8 horas, a 25 ‘C. Se realizaron observaciones de
las cajas petri con ayuda de microscopio compuesto. Fueron seleccionados las conidias
germinados y se eligid uno de ellos que fue colocado en el centro de una caja de petri conteniendo
medio malta agar (MAA).

Los cultivos monosporicos se dejaron por ocho dias, para que tuvieran crecimiento

adecuado, en algunos casos fue utilizado antibidtico cloranfenicol. Posteriormente, se cortaron
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pequefos discos de las colonias y se almacenaron segun el método de Castellani, que consiste en

almacenar el hongo en agua destilada a temperatura ambiente.

6.1.3 Crecimiento micelial

Con los cultivos monospéricos en medio MAA, se tomé un disco de cada cultivo y se coloco
al centro de una caja de petri de 9 cm con medio MAA (2%). Se efectuaron cuatro repeticiones
por aislamiento, cada repeticién consisti6 en una caja de petri con el hongo, bajo disefo
completamente al azar, siendo la unidad experimental las cajas de Petri y la variable estudiada fue

el IVCM (indice de velocidad de crecimiento micelial).

Los experimentos fueron conducidos en incubadora a temperatura de 25°C. Las mediciones
de IVCM fueron realizadas cada 24 horas por un periodo de ocho dias. El indice de velocidad de
crecimiento micelial (IVCM) fue calculado utilizando la formula de Manguire, adaptada por Oliveira
(1991).

IVCM =3 (D-Da)/N
En donde:
D = diametro medio actual
Da = didmetro medio del dia anterior

N = numero de dias después de inoculados en el medio MMA.

6.1.4 Coloracion de las colonias

Se utilizaron discos provenientes de los cultivos monosporicos de cada region. Se
efectuaron tres repeticiones de cada uno para observar la coloracion de colonia del hongo y
probable variabilidad en la misma. Esta fase fue realizada en medio MAA 2%. Se registraron las

caracteristicas de las colonias 8 dias después de la inoculacidon del hongo en la caja de petri.



19

6.1.5 Dimensioén de conidias

Las conidias fueron obtenidas de colonias de cultivos monosporicos, reproducidos en medio
MAA (2%) a temperatura ambiente. Con ayuda de un ocular micrométrico, se realiz lectura de la
dimensién de conidias por aislamiento. Se midié ancho y largo de los mismos. Para esta prueba se
tomé lectura de 25 conidias cuatro veces y se obtuvo promedio. Cada lectura fue considerada

como una repeticion para fin de analisis, bajo disefio completamente al azar.
6.1.6 Apariencia del micelio

La apariencia del micelio fue evaluada visualmente. Se considerd la situaciéon de ser
superficial o algodonoso. Esta es una caracteristica cualitativa y fue observada en las cajas de

petri con el hongo desarrollado, después de 8 dias.
6.1.7 Formacion de sectores

Los sectores son mutaciones del hongo que se observan en la colonia cuando se hace
crecer en medio sintético. Son considerados como cambios de color ajenos al observado en el
aislamiento inicial, a partir de material vegetal enfermo. En las cajas de petri utilizadas para
determinar la coloracién de las colonias, se observo la formacion de sectores, esta caracteristica

se registré de igual forma a los 8 dias después de la inoculacién.
6.1.8 Germinacioén de conidias

Para observacién de germinacion de conidias, se realizé una suspension de conidias una
concentracion de 10°/mL, y con ayuda de una micropipeta se deposité 50uL en Iamina de vidrio
escavada. La lamina escavada se colocé en camara humeda (cajas Petri con papel humedecido)
para evitar la deshidratacion de conidias, a temperatura de 25 °‘C. Para cada aislamiento, se
realizaron dos repeticiones y se efectuaron lecturas de germinacion de 100 conidias a cada hora

para cada aislamiento, durante ocho horas. Con esos datos se obtuvieron graficos de germinacion.
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6.2 Patogenicidad de los aislamientos de Colletotrichum spp.

Con el objetivo de determinar la patogenicidad de aislamientos, se realizo la inoculacién de
suspension de conidias del hongo en frutos verdes e hipocotilos de café germinados en camaras

humedas consistentes en bandejas plasticas.
6.2.1 Patogenicidad de Colletotrichum spp. en hipocétilos de café

En el experimento de inoculacion del hongo en hipocdtilos, se utilizaron las variedades de
café caturra, catuai, pache colis y catimor. Para obtencién de los hipocétilos, las semillas de
dichas variedades fueron sembradas en camaras humedas durante un periodo de cuarenta dias.
Cuando los hipocdtilos alcanzaron aproximadamente 5 centimetros de largo, en la fase fenolégica
denominada “palito fésforo” (cotiledones no abiertos), fueron seleccionados y colocados en 5
bandejas plasticas previamente disenfestadas con alcohol al 70%. En el fondo de dichas cajas, se
coloco algodon estéril humedecido con agua destilada-estéril para mantener ambiente humedo y
encima se colocaron 100 hipocétilos de cada cultivar de café. Posteriormente, se hizo una
suspension de conidias de aproximadamente 10° por mL, de los aislamientos provenientes de
Huehuetenango, Coban, Antigua, San Marcos y Solola. Con la ayuda de un atomizador se asperjé
la suspension de conidias a los hipocétilos contenidos en cada caja. Como testigo hipocotilos de

cada variedad fueron asperjados con agua destilada-esterilizada.

Después de la inoculacion, se realizaron observaciones cada 24 horas para registrar
sintomas de antracnosis en los hipocatilos, por un lapso de 10 dias. El criterio para evaluar la
patogenicidad de los aislamientos fue considerado segun Waller et al (1993), quienes indican que
regularmente los aislamientos patogénicos, causan necrosis del hipocétilo y la muerte en mas del
30% de las plantulas, en cuanto que aislamientos considerados no patogénicos no presentan

ningun sintoma.
6.2.2 Patogenicidad de Colletotrichum spp. en frutos verdes de café
Para el estudio de patogenicidad de Colletotrichum spp. en frutos verdes de café, se

utilizaron de las variedades caturra, catuai y pache colis. Se contemplaron los aislamientos

provenientes de Santa Rosa, Coban, Antigua y Solola. Los frutos fueron colectados en el campo
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en el departamento de Santa Rosa, en la estacion experimental de Anacafé. Fueron conducidos al
laboratorio de fitopatologia de Anacafé, desinfestados con alcohol al 50% por 30 segundos e
hipoclorito al 1% por un minuto y lavados con agua destilada-esterilizada. Luego, se colocaron en
camara himeda y fueron inoculados 100 frutos por cultivar con suspension de conidias de 10° por
mL, de acuerdo a lo recomendado por Varzea (1995) y Orozco (2003). La aplicacion de la
suspension de conidias se hizo con la ayuda de una micropipeta y se colocé sobre cada fruto una
pequena gota. Las lecturas de sintomas de antracnosis se iniciaron al quinto dia y se llevé hasta
los 20 dias. Como testigo se aplicdé agua destilada esterilizada analogo a la inoculacion de

suspension de conidias.

6.3 Caracterizacion bioquimica de aislamientos de Colletotrichum spp.

6.3.1 Prueba de tartarato de amonio y acido citrico

Fueron estudiados 7 aislamientos colectados en diferentes zonas cafetaleras de
Guatemala. Los medios de cultivo y la metodologia que se utilizé fue de acuerdo con Orozco
(2003).

Se utilizé el medio B, como medio base, cuya composicién es NH4H,PO4, 1g; KCI, 0.2 g;
MgS0,4.7H,0, 0.2g; bromocresol purpura, 0.05g. El medio base fue suplementado con tartrato de

amonio (1% p/v) y &cido citrico.

El pH de los diferentes medios fue ajustado a 4.5 previo al proceso de esterilizacion. Se
colocaron 50 mL de los diferentes medios en tubos de ensayo con los tratamientos: medio base,
medio base+glucosa, medio base con citrato y medio base con tartrato. Se depositaron 3 discos
de 5 mm de diametro conteniendo el hongo de cada aislamiento crecido previamente en medio
MAA. Se realizaron lecturas visualmente, 8 dias después de la inoculacion se observé el cambio

de coloracion de los medios de claro a oscuro.
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6.3.2 Anadlisis de pH del medio liquido de crecimiento de los aislamientos de

Colletotrichum spp.

Para estudiar el cambio de pH de los aislamientos en medio de cultivo in vitro fue utilizado
medio liquido malta (2 %), el pH del medio inicial fue de 5.4. Se evaluaron 9 aislamientos, dos de
Santa Rosa (Santa Cruz Naranjo y Santa Rosa de Lima), un aislamiento de los departamentos de
Quetzaltenango, Alta Verapaz (Coban), Guatemala (Fraijanes), Solola, San Marcos, Escuintla y
Sacatepéquez (Antigua). Se colocaron 25 ml del medio liquido en erlenmeyer de 100 ml y fueron
autoclavados para su esterilizacion. Posteriormente, 5 discos de 5 mm de diametro que contenian
el hongo de cada aislamiento fueron colocados en dicho medio. Los erlenmeyers se dejaron a
temperatura ambiente por 15 dias y luego, se obtuvo el medio liquido sin el hongo y se midi6 el pH

con la ayuda de un potenciometro.
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7. Resultados

71 Caracterizacion morfolégica de aislamientos de Colletotrichum spp. asociados al

cultivo de café (Coffea arabica) provenientes de diferentes regiones productoras del pais

7.1.1 Aislamientos estudiados

Se estudiaron nueve aislamientos del hongo provenientes de nueve zonas cafetaleras de
Guatemala, informacién que se presenta para cada aislamiento en el cuadro 2. Para la obtencion
de los aislamientos, fragmentos del material vegetal enfermo colectado fueron desinfestados con
alcohol al 50% por 30 segundos e hipoclorito de sodio al 1% por un minuto, luego transferido a

cajas de Petri con medio Malta Agar (2%), en donde se dejaron por 7 dias a temperatura de 25°C.

Después de los 7 dias, se presento el crecimiento del patdégeno y con ello se purifico la
colonia, obteniendo solamente el hongo en estudio. Estas colonias fueron utilizadas y se

obtuvieron nueve cultivos monosporicos, los cuales fueron utilizados en la caracterizacién final.

7.1.2 Coloracién de colonias y formacion de sectores

Se observo alta variabilidad en la coloracion de colonias de los aislamientos estudiados. El
color de colonia de los aislamientos fue ceniza obscuro y claro (Figura 5). La caracteristica de
color original, también varié a través del tiempo y luego de manipulacién en el laboratorio. En
aislamientos de café de Brasil caracterizados por Orozco (2003), se enfatiza que el color de la
colonia de Colletotrichum no es una caracteristica confiable para determinar especie y que réplicas
continuas del hongo favorecen el cambio de color. Esto permite afirmar que el hongo pierde sus
caracteristicas culturales iniciales conforme se manipula. Basado en color, los aislamientos de
coloracién blanca y ceniza corresponde a Colletotrichum gloeosporioides. Waller et al, (1993) citan
que aquellos de color verde pertenecen a C. kahawae, no obstante, dicha caracteristica también
es observada en aislamientos de C. gloeosporioides.

En cuanto a formacion de sectores en las colonias de los aislamientos, tres de los siete
aislamientos estudiados presentaron dicha caracteristica. Se manifesté en los aislamientos

procedentes de Coban, San Pablo, San Marcos y Escuintla. Tal manifestacion, fue observada a
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los 8 dias después en cultivo in vitro. Esta pérdida de la condicidn inicial, se debe a mutaciones del

hongo en el medio artificial, esto coincide con lo descrito por Varzea (1995) y Orozco (2003).

Cuadro 2. Datos de origen de los aislamientos de Colletotrichum spp. utilizados en la

caracterizacion morfologica, patogénica y bioquimica de dicho patégeno, ANACAFE, 2007.

Aislamiento Lugar de Organo Fecha
procedencia vegetal

1 Santa Rosa de Lima Hoja Agosto, 2006

2 Coban Fruto Enero, 2007

3 Antigua Hoja Febrero, 2007

4 Solola Hoja Agosto, 2006

5 Fraijanes Hoja Septiembre, 2006

6 Escuintla Hoja Enero, 2007

7 San Pablo, San Hoja Octubre, 2007

Marcos

8 Huehuetenango Fruto Marzo, 2007

Quetzaltenango Hoja Noviembre, 2006

7.1.3 Aspecto del micelio

El 50% de los aislamientos estudiados present6 aspecto de micelio superficial mientras que

el 50% presento aspecto algodonoso y de color blanco (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Caracteristicas morfologicas de aislamientos de Colletotrichum spp., procedentes de
zonas cafetaleras de Guatemala, ANACAFE 2007.

Alslamiento Origen Color de Aspecto del Formacion Dimension de VCM
colonia micelio de sectores | conidias (um)
1 Santa Rosa Ceniza-oscuro Algodonoso - 14.48 X 5.01 1.08281
2 Coban Ceniza-oscuro Superficial + 14.49 X 4.79 1.02031
3 Antigua Blanco Superficial - 14.96 X 4.23 1.01719
4 Solola Ceniza-oscuro Algodonoso - 18.98 X 4.66 | 0.99375
5 Fraijanes Blanco Superficial - 14.53 X 4.54 1.10469
6 Escuintla Ceniza-oscuro Algodonoso + 12.11 X 4.76 | 0.92969
7 San Pablo, San | Ceniza-oscuro Algodonoso + 13.85 X 4.44 1.06563
Marcos
8 Huehuetenango | Ceniza-oscuro Superficial I 1.06875

IVCM = indice de crecimiento micelial



Figura 5. Caracteristicas morfolégicas de aislamientos de Colletotrichum spp. se
muestra color de colonia, formacion de sectores y aspecto de micelio. A)
Aislamiento procedente de Fraijanes, B) Antigua, C) Solola, D) Escuintla, E) San Pablo,
San Marcos y F) Santa Rosa. ANACAFE 2007.

26
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7.1.4 Crecimiento micelial in vitro

El crecimiento diario de las colonias de los aislamientos de Colletotrichum spp. fue
diferente. En el analisis de varianza para la variable IVCM (cm), hubo diferencia significativa entre
los aislamientos (Cuadro 4). El coeficiente de variacion fue de 3.82. Se cuantificé IVCM de 1.045
cm a 25°C. El aislamiento 5 (Fraijanes) present6 el IVCM medio mas alto (1.10469) y similar a
este, los aislamientos 1 (Santa Rosa), 7 (San Marcos), y 8 (Huehuetenango) (Cuadro 5). Orozco
(2003), evaludé IVCM de aislamientos de Brasil, con cuatro diferentes temperaturas y cité que a
25°C el IVCM es mayor, con una media de 1.001 cm mientras que a temperatura de 15y 30°C la
media fue de 0.68 y 0.67 respectivamente; a 20°C el IVCM fue de 0.88 y constituye un crecimiento

intermedio, informacion que es analoga a los obtenidos en este estudio.

Segun Varzea (1995) aislamientos de crecimiento rapido corresponden a C.
gloeosporioides, mientras que los de crecimiento lento a la especie C. kahawae. De acuerdo con
esta caracteristica, los aislamientos de Guatemala estudiados corresponden a la especie C.

gloeosporioides.

Cuadro 4. Analisis de varianza para IVCM de aislamientos de Colletotrichum spp.

Fuente de Suma de Cuadrados
GL Valorde F Pr
variacion cuadrados medios
Tratamiento 7 0.09017456 0.01288208 8.20 0.0001
Error 24 0.03768555 0.00157023 | = | -
Total 31 0.12786011 |  =mmemem | mmeeeem | e

C.V=3.82%
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Cuadro 5. indice de velocidad de crecimiento micelial (IVCM) de aislamientos de Colletotrichum

spp., en medio malta-agar a 25°C, provenientes de plantaciones cafetaleras de Guatemala,

ANACAFE, 2007.

Aislamiento IVCM (cm) Grupo Tukey (p<0.05)

Santa Rosa de Lima 1.08281 A

Coban 1.02031 A

San Pablo, San Marcos 1.06563 A

Fraijanes 1.10469 A

Antigua 1.01719 A
Huehuetenango 1.06875 A

Solola 0.99375 B
Escuintla 0.92969 Cc

No existe diferencia significativa de IVCM entre aislamientos con la misma letra, segun

comparacion de medias a través de prueba de Tukey p < 0.05.

7.1.5 Dimension de conidias

Los aislamientos de Colletotrichum spp. estudiados, presentaron variacién en relacién al

largo y ancho de las conidias. Segun analisis de varianza para la variable largo hubo diferencia

significativa entre aislamientos (Cuadro 6). El coeficiente de variacion para el largo de las conidias

fue de 1.35 y la media de 14.77 ym. El aislamiento de Solola presenté el mayor tamafio con

18.98 um y el aislamiento proveniente de Escuintla el menor tamano con 12.11um.

Cuadro 6. Analisis de varianza para la variable largo de conidias de aislamientos de

Colletotrichum spp.

Fuente de Suma de Cuadrado
GL Valor de F Pr
variacion cuadrados medio
Tratamiento 6 103.60914286 | 17.26819048 434.19 0.0001
Error 21 0.83520000 0.03977143 | - | e
Total 27 104.44434286 | - | —eem | e

CV=135
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En el andlisis de varianza para la variable ancho de conidias, también se obtuvo diferencia
significativa. En este caso, el coeficiente de variacién fue de 3.07 y la media de ancho de conidia
4.63 uym. El aislamiento procedente de Santa Rosa fue quien presentd el mayor ancho de conidia
(5.01 pym) segun el analisis realizado mientras que el aislamiento de Antigua present6 el menor
ancho de conidia (4.23 pym) (Cuadro 7). Segun estudios realizados por Orozco (2003), en
aislamientos de Colletotrichum de Brasil las conidias el hongo presentaron un ancho de 5.00 um y

corresponde segun esta caracteristica a la especie Colletotrichum gloeosporioides.

Cuadro 7. Analisis de varianza para ancho de conidias de aislamientos de Colletotrichum spp.

Fuente de Suma de Cuadrados
i GL . Valor de F Pr
variacion cuadrados medios
Tratamiento 6 1.56777143 0.26129524 12.88 0.0001
Error 21 0.42600000 0.02028571 | -~ | ememee-
Total 27 1.99377143 |  ————— | e | e
CV.=3.07%

Cuadro 8. Dimensiones (ancho y largo) de conidias de aislamientos de Colletotrichum spp.

provenientes de areas cafetaleras de Guatemala, ANACAFE, 2007.

Aislamiento Ancho (um) Largo (um)
Santa Rosa de Lima 501 A 14.48 C
Coban 479 A 14.49 C
San Pablo, San Marcos 4.44 C 13.85E
Solola 4.66 B 18.98 A
Fraijanes 4.54 B 14.53 B
Escuintla 476 B 1211 D
Antigua 423D 14.95 B

No existe diferencia significativa en la dimensién de conidias entre aislamientos con la misma letra.
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7.1.6 Porcentaje de germinacion de conidias

El porcentaje de germinacion fue evaluado en 5 aislamientos y fue anotado el numero de
conidias germinadas a cada hora, durante un periodo de 8 horas, en ldmina escavada en camara
humeda, en condiciones de laboratorio. Las conidias del aislamiento de Colletotrichum de Coban,
iniciaron la germinacion una hora después de iniciado el experimento. Entre tanto, las conidias de
los aislamientos procedentes de Santa Rosa, San Marcos y Solola a las dos horas. Las conidias

del aislamiento de Antigua Guatemala iniciaron su germinacién tres horas después.

Las conidias de Colletotrichum spp. germinaron 100% en agua a concentracion de 10°
conidias/mL a 25°C en un periodo de tiempo de 8 a 10 horas. Respecto a esto, Orozco (2003) cita
que los aislamientos evaluados a temperaturas mayores del 20°C varian la germinacion de 50% a
100%, y el bajo numero de conidias germinadas es debido a la auto inhibicidén por parte del hongo
debido a la alta concentracion de conidias (> 10’ conidias/mL) y la temperatura bajo la cual se
lleva el estudio.

Se pudo constatar que, todos los aislamientos esporularon luego de un periodo de siete a

ocho horas después de haber colocado la concentracion en ldmina escavada (Figura 6).
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Figura 6. Curvas de germinacion de conidias de aislamientos de Colletotrichum spp. en el cultivo de café

procedente de cinco zonas cafetaleras. A) Santa Rosa, B) Antigua, C) San Marcos) D) Coban y E) Solola.
ANACAFE, 2007.
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7.2 Determinacion de la patogenicidad de aislamientos de Colletotrichum spp. en frutos e

hipocétilos de café

7.2.1 Evaluacion en hipocoétilos

En la evaluacién realizada a partir de inoculacion de suspension de conidias en hipdcotilos
de café. No se pudo obtener una conclusion de patogenicidad basada en sintomas, algo que se
menciona en la literatura para la especie C. kahawae. Si se toma en consideracion el criterio de
Waller et al. (1993), quienes indican que para considerar un aislamiento como patogénico, debe
ocasionar necrosis o muerte en mas del 25% de hipocdtilos inoculados con el hongo y aquellos
que ocasionan menos de 25% de necrosis en los hipocétilos son considerados no patogénicos.
Basado en este criterio, los aislamientos procedentes de zonas cafetales de Guatemala, se
consideran no patogeénicos debido a que no se observé antracnosis. Sin embargo, lo acontece en
el campo y basado en la evaluacion realizada en frutos, se sabe que ocasiona problemas de
antracnosis y probablemente las condiciones de evaluacion no fueron las éptimas requeridas para

la especie C. gloeosporioides.

Para determinar si hubo colonizacion del hongo en tejidos de la planta, se tomaron
fragmentos de hoja, raiz y tallo de los hipocdtilos inoculados en cada tratamiento (aislamientos del
hongo y cultivares de café inoculados) y se sembraron en medio MAA, incluyendo el testigo
(inoculaciéon con agua). Luego de 3 dias de la inoculacion, a partir de los fragmentos provenientes
de hipocétilos inoculados con el hongo, se observé crecimiento del hongo (micelio) en las
siembras realizadas. A los ocho dias después de la siembra, cada parte del tejido presento
crecimiento del hongo Colletotrichum, pudiendo afirmar que si hubo penetracion y colonizacion del
hongo en tejidos de hipocotilos de café. En los fragmentos procedentes del testigo, no hubo
crecimiento del hongo. La parte en la que mas se observé este crecimiento fue en el tallo. Con ello
se demuestra que la inoculacion del hongo en los hipécotilos de café, fue bien realizada y
probablemente no sea una buena prueba para determinar la patogenicidad de aislamientos para
esta especie de hongo o que se necesiten condiciones especiales o mayor tiempo para la

manifestacion de sintomas.
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En la determinacion de la colonizacion de tejidos, en fragmentos de la planta que fueron
cultivados in vitro, se observé la formacién de peritecios en los aislamientos 4 (Sololda) y con las
variedades Pache colis y catimor y el aislamiento 8 (Huehuetenango) en las variedades catuai y

caturra, treinta dias después de la inoculacion.

7.2.2 Evaluacion en frutos

Los primeros sintomas de necrosis fueron observados cuatro dias después de haber
aplicado el hongo, en menos del 20% de frutos de café. Orozco (2003), observd los primeros
sintomas en frutos de café a los 6 dias después de la inoculacién del hongo en frutos con la
especie C. kahawae, entretanto, para la especie C. gloeosporioides, fue de 9 a 16 dias. Estos
sintomas consistieron en manchas de color oscuro en el centro del fruto en donde fue aplicado el
indculo. Estas manchas fueron aumentando en diametro dia a dia hasta alcanzar el 100% de
necrosis en cada fruto. A los veinte dias después de la inoculacion, el 70% de frutos estudiados se

encontraban necrosados. Es conveniente observar si situaciones similares ocurren en el campo.

Los aislamientos estudiados en la evaluacién son patogénicos utilizando el criterio de Waller
et al. (1993), ya que se produjo sintomas y signos de antracnosis en mas del 25% de frutos de

café.

Feitosa et al. (1977) estudiaron varios aislamientos obteniendo valores maximos de 23% de
frutos necrosados mientras tanto Dorizzoto (1993) obtuvo valores méaximos de 71%, 35 dias
después de la inoculacion. Orozco (2003) obtuvo valores maximos de 28% de frutos con necrosis
de 6 a 9 dias después de haberlos inoculados con el patégeno. El porcentaje de frutos con

antracnosis fue variado segun la variedad de café utilizada, aislamiento y especie aplicada.

De acuerdo con el analisis de varianza existio diferencia significativa entre las variedades
de café. Por lo que se realizé una prueba de comparacion de medias para la variable antracnosis
en frutos. Segun prueba de Tukey (p<0.05) la variedad estudiada mas susceptible al patégeno
corresponde a Catuai (Figura 7-D), mientras que la mas resistente fue Pache colis, luego Caturra,
y de acuerdo al mismo analisis, no hubo diferencia entre los valores de las ultimas variedades.
Este dato es interesante y parte del mejoramiento para esta variedad, puede ser a partir de la

genética de la misma, que fue encontrada dentro de plantaciones de Caturra y Pache Comun.
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En el analisis de varianza efectuado para la variable antracnosis en frutos de café, no
existio diferencia significativa. Sin embargo el valor mas alto de incidencia de antracnosis en frutos
corresponde al aislamiento procedente de la regidon cafetalera de Santa Rosa con 46.33 %,

mientras que el menor valor correspondié al aislamiento de Antigua con 40.33%.

Cuadro 9. Evaluacién patogénica de aislamientos de Colletotrichum spp. en tres variedades de
café. ANACAFE, 2007.

Variedad de Media de frutos con o Grupo Tukey
Café antracnosis ° (p<0.05)
Catuai 13.300 53.2% A
Caturra 6.750 27.0% B
Pache Colis 5.800 23.29, B

No existe diferencia significativa entre variedades con la misma letra.
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Figura 7. Evaluacion de patogenicidad de aislamientos de Colletotrichum en frutos verdes

de café. A) Testigo (inoculacion con agua), B) Testigo 20 dias después de inoculado, C) Sintomas
de frutos de variedad Catuai inoculados después de 4 dias con aislamiento proveniente de Santa
Rosa y D) Sintomas de frutos de variedad Catuai después de 20 dias de inoculados con
aislamiento proveniente de Santa Rosa, E) y F) Frutos variedad Caturra después de 4 y 20 dias de
inoculacioén con aislamiento proveniente de Santa Rosa y G) y H) sintomas en frutos de Variedad

Pache Colis inoculados después de 4 y 20 dias con aislamiento proveniente de Santa Rosa.
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7.3 Estudio de las caracteristicas bioquimicas de aislamientos de Colletotrichum spp.

asociados al café.

7.3.1 Comportamiento de aislamientos de Colletotrichum spp. asociados al café en

cuanto a la capacidad de utilizar acido citrico y tartrato de amonio

Fue evaluado la capacidad de los aislamientos de utilizar acido citrico vy tartrato como
unicas fuentes de carbono. A los ocho dias después de la inoculacion, hubo cambio de coloracién
en los medios. En el tratamiento en donde fue adicionado tartrato, todos los aislamientos tuvieron
la capacidad de utilizar esa fuente de carbono, siendo considerada la prueba como positiva, asi
mismo el tratamiento en donde se adicion6 citrato la respuesta fue positiva, ya que los

aislamientos tuvieron la capacidad de utilizar la fuente de carbono.

Orozco, 2003 cita que la especie C. kahawae no puede utilizar citrico y tartrato como unicas
fuentes de carbono, mientras tanto una caracteristica de la especie C. gloesporioides es que tiene
la capacidad de utilizar citrato y tartrato como fuentes de carbono, por lo anterior se puede indicar
que los aislamientos en estudio segun esta prueba bioquimica corresponde a dicha especie

patogénica.

La técnica de utilizacién de citrato o tartrato para separar aislamientos de Colletotrichum
spp. es efectiva, ya que permite verificar la utilizacion de esas fuentes de carbono para los
aislamientos del hongo. Es una prueba facil de realizar, econdmica y rapida que permite
determinar la especie de Colletotrichum asociada al cultivo de café. Puede ser recomendada y

adaptada en otras evaluaciones. Resultados de la prueba en laboratorio se presenta en la figura 8.
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Figura 8. Resultados de caracterizacion de los aislamientos de Colletotrichum spp. con uso de citrato y
tartrato de amonio.

7.3.2 pH de los aislamientos de Colletotrichum spp. asociados al café

Existié6 variabilidad entre los valores de pH de los aislamientos de Colletotrichum spp.
estudiados (Figura 9). El aislamiento con menor acidez fue el proveniente de Santa Cruz Naranjo,
Santa Rosa con valor de pH de 3.95 y el aislamiento proveniente de Escuintla tuvo el valor mas

alto de pH con 6.15.

El 67% de los aislamientos presentaron valores de pH mayores de 5.0 y el 33% restante por
abajo del 5.0. Basado en el criterio indicado por Varzea (1995), los aislamientos de C. kahawae
tienden a acidificar el medio liquido MEA y los pertenecientes a C. gloeosporioides tienden a
alcalinizar el medio. Los resultados obtenidos en esta prueba corresponden a la especie C.
gloeosporioides. Pero, no es prueba solida para diferenciar especies de Colletotrichum. Aspectos

similares fueron observados por Orozco (2003) y Varzea (1995).
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Figura 9. Comparacion de pH final de aislamientos de Colletotrichum spp. provenientes de areas productoras de
Guatemala, ANACAFE, 2007.
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8. Conclusiones

Se determind variabilidad morfolégica entre aislamientos de Colletotrichum estudiados. La
coloracion de las colonias fue gris a blanco. Hubo diferencia significativa para las variables

indice de velocidad de crecimiento micelial y dimensién de conidias.

Los aislamientos de Colletotrichum spp. estudiados fueron patogénicos cuando se realiz6 la
inoculacion de frutos verdes. La prueba en hipocdtilos no fue efectiva para determinar
patogenicidad. Los frutos del cultivar Pache colis y caturra fueron los menos susceptibles al

hongo, mientras que el cultivar Catuai presenté mayor incidencia de antracnosis.

La prueba de pH no constituye un criterio soélido para caracterizar aislamientos de
Colletotrichum procedentes de café, no obstante, los que fueron contemplados,

incrementaron ligeramente el pH.

Los aislamientos estudiados tuvieron la habilidad de metabolizar el acido citrico y tartrato de

amonio, esto permite inferir que pertenecen a la especie Colletotrichum gloeosporioides.

Basado en caracteres morfolégicos, de patogenicidad y bioquimicos, los aislamientos

estudiados pertenecen a la especie Colletotrichum gloeosporioides.
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9. Recomendaciones

Realizar la inoculacién de conidias del hongo en frutos verdes de café como prueba para

determinar patogenicidad de aislamientos de C. gloeosporioides y resistencia de genotipos.

Utilizar la prueba bioquimica de citrato y tartrato como un criterio econémico, facil y rapido de

realizar para determinar especie de Colletotrichum asociada en el cultivo de café.

Determinar las caracteristicas moleculares de los aislamientos de Colletotrichum spp.

provenientes de las zonas productoras de café en Guatemala.
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