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RESUMEN

En cafetales de varias localidades de Puerto Rico, se recolectaron frutos
de café con diferentes tipos de lesiones. Las frutas se clasificaron en una
escala de 0 al 6 de acuerdo a la forma y color de las lesiones presentes. Se
utilizaron tres métodos para aislar la micoflora de las lesiones. Especies de
Collefotrichum, Fusarium, Cercospora, Trichoderma, Penicillium, Cladospo-
riumy Aspergillus fueron aisladas de las frutas con variaciones en frecuen-
cia. Las heridas y el estado de maduracion de la fruta influenciaron el tamafo
de la lesién y la patogenicidad de algunos aislados. Pruebas de patogeni-
cidad identificaron a Cercospora coffeicola, Fusarium solani, F. oxysporum,
Colletotrichum gloeosporioidesy C. dematium como patégenos primarios en
la etiologia de las manchas de las frutas de café.

Palabras clave: Coffea arabica, enfermedades de la fruta, métodos de ais-
lamiento

ABSTRACT
Pathogenic role of the mycoflora associated with coffee fruit spots

Coffee fruits with different types of spots were collected on coffee farms
at various locations in Puerto Rico. Fruits were classified on a scale from 0
to 6 on the basis of color and morphology of the lesions. Three methods
were used to isolate the mycoflora from the lesions. Species of Co/lefotri-
chum, Fusarium, Cercospora, Trichoderma, Penicillium, Cladosporium y
Aspergiflus were isolated with variations in frequency. Wounds and fruit
maturation influenced lesion length and pathogenicity of some isolates.
Pathogenicity trials identified Cercospora coffeicola, Fusarium solani,
F. oxysporum, Collefotrichum gloeosporioides and C. dematium as primary
pathogens in the etiology of fruit spots in coffee.
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INTRODUCCION

El cafeto es susceptible a enfermedades que ocurren en todas las eta-
pas del desarrollo, desde la germinacién hasta la fructificacién. La
enfermedad de las frutas se caracteriza por manchas que varian en mor-
fologia y color. Las lesiones pueden ser alargadas y secas con borde
obscuro y centro claro, irregulares de color marrén, negras y humedas
sin patrén definido, o localizadas y redondas con centro levemente hun-
dido. En una fruta pueden estar presentes uno o varios tipos de lesiones,
particularmente si la misma esta en etapa de maduracion intermedia
(amarillas). La incidencia de las enfermedades de las frutas se favorece
por la alta humedad relativa asociada a lluvias abundantes. Cuando es-
tas condiciones ambientales coinciden con la formacién y desarrollo de
los frutos se favorece la invasién de los tejidos (Garcia y Guzman, 1993).

La micoflora de las frutas de café es diversa y es comun encontrarla
asociada a las lesiones, indistintamente del estado de madurez de la
fruta. Mignucci et al. (1985) informaron a Colletotrichum gloeospori-
oides, Cercospora coffeicola, Fusarium stilboides, Aspergillus sp. y
Nigrospora sp. en frutos verdes, maduros y momificados. Fusarium oxy-
sporum y F. semitectum estuvieron asociados solamente a las lesiones
de los frutos verdes, y Phomopsis sp. a los momificados. Estos autores
anaden que, aunque en ocasiones C. gloeosporioides, C. coffeicola y
F. stilboides fueron asociados individualmente a las manchas, preva-
lece encontrarlos omnipresentes en todas las lesiones sugiriendo
sucesion en la colonizacién de los tejidos. Alves y de Castro (1998) re-
portaron a Fusarium sp., Cladosporium sp., y Penicillium sp. en todas
las fases de maduracién, Colletotrichum sp. y Phoma sp. en frutas ver-
des y rojas, y Cercospora sp. en las verdes. Phiri et al. (2001)
informaron sobre una fusariosis de la fruta del cafeto causada por
F. stilboides muy comtn en Malawi.

La gran mayoria de los informes sobre las enfermedades de la fruta
describen la micoflora en asociacién a las lesiones, pero los estudios de
patogenicidad son escasos. Pruebas preliminares de patogenicidad in-
dicaron que Cercospora sp. y Colletotrichum sp. son patogénicos a los
frutos del cafeto, pero el sindrome preciso de la enfermedad no se pudo
reproducir en el laboratorio ni en el invernadero (Schieber et al., 1970).

Evaluaciones sobre el impacto econémico de las enfermedades de la
fruta indican que hay una disminucién significativa en el peso (Garcia
y Guzman, 1993). Schieber et al. (1970) describen manchas que apare-
cen cuando comienza la maduracién y pueden afectar del 40 al 50% de
las frutas, reduciendo la calidad de las mismas. Mignucci et al. (1985)
informaron pérdidas de 23.9% en produccién y 19.3% en rendimiento
atribuibles a enfermedades de las frutas.
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En Puerto Rico, la fortaleza del cafeto hace que muchas de las en-
fermedades infecciosas pasen desapercibidas o sean consideradas parte
de la flora normal, con poco impacto en la produccién del café o en la
longevidad de la plantacién. Este concepto es aplicado particularmente
alas manchas en las frutas, las cuales cominmente se atribuyen a efec-
tos de la exposiciéon directa al sol (caricambiao), a la excesiva
produccién o a cercosporiosis.

Sin minimizar el rol que los factores abidticos puedan tener en la
etiologia de las manchas de las frutas o a la interaccién con organismos
patégenos, consideramos necesario caracterizar la micoflora asociada a
los diferentes tipos de manchas en las frutas y determinar la patogéne-
sis de esta flora y su rol primario en el desarrollo de las lesiones.

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron muestras de frutas de café (Coffea arabica L.) prove-
nientes de plantaciones localizadas en los municipios de San Sebastian
(var. Bourbon), Las Marias (var. Caturra) y Adjuntas (vars. Typica y
Caturra). Indistintamente del estado de madurez, se seleccionaron fru-
tas que mostraban sintomas y se clasificaron de acuerdo a la morfologia
y color de las lesiones, donde 0 = fruto sin lesiones, 1 = mancha marrén
circular de borde irregular, 2 = mancha marrén alargada, 3 = mancha
negra alargada, 4 = mancha negra circular de borde irregular, 5 = man-
cha negra transversal que cubre la mitad de la fruta, y 6 = fruto
completamente negro.

Aislacién de la micoflora. Se utilizaron los protocolos de camara
himeda, dilucién de propagulos desarrollados en las lesiones incuba-
das en camara humeda, y siembra de tejidos en agar de papa y dextrosa
(APD). Para la camara humeda, se colocaron tres frutos representati-
vos de cada clasificacion sobre laminillas estériles en platos de Petri
con papel de filtro humedecido. Cada clasificacién estuvo representada
por nueve frutos. Para las diluciones, los frutos incubados en camara
himeda se sumergieron individualmente en 10 ml de agua destilada
estéril; se llevaron a cabo diluciones hasta 104 De cada dilucién se tomé
1 ml y se distribuy6 en platos de Petri con agar de papa y dextrosa aci-
dulado (APDac). En ambos métodos la incubacién fue por un maximo
de 48 h bajo condiciones de luz difusa y a 22° C. Los propagulos forma-
dos en las camaras himedas se transfirieron directamente a APD. Para
la siembra de los tejidos, las frutas clasificadas se desinfestaron por
separado utilizando inmersién por tres minutos en cada uno de los
siguientes: 70% alcohol etilico, 10% detergente comercial clorinado, y
agua destilada estéril. Los pedazos de tejido se tomaron del borde de las
lesiones y se sembraron en APD.
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Las colonias obtenidas se purificaron en APD. Los aislados de Fusar-
um sp., Penicillium sp. y Colletotrichum sp. se purificaron como cultivos
monosporicos. La identificacion de los géneros y especies se llevé a cabo
utilizando las claves taxonémicas de Arx (1981), Barnett y Hunter
(1987), Booth (1971, 1977), Joffre (1986), y Toussoun y Nelson (1976).

Pruebas de patogenicidad in vitro. Se llevaron a cabo tres pruebas de
patogenicidad con frutas de cafetos, var. Caturra, provenientes de la
Finca Alzamora del Recinto Universitario de Mayagiiez. La primera
prueba se realizé con todos los aislados utilizando glomérulos con frutas
verdes colocados en camaras himedas. Se inocularon cuatro frutos en
cada glomérulo y se observaron diariamente para el desarrollo de sinto-
mas. La segunda prueba se llevé a cabo para determinar el efecto de la
etapa de maduracién y condiciones de exposicién al sol de la fruta en la
patogénesis. Se coleccionaron frutas verdes y comenzando a madurar
(pintas) de ramas que se encontraban a la sombra o expuestas al sol y se
inocularon con los micopatégenos seleccionados en la primera prueba. El
porcentaje de frutas con sintomas y el tamario de la lesién fueron crite-
rios de evaluacién que se examinaron por andlisis de varianza. Una
tercera prueba se realizé para determinar si las heridas en el fruto son
factores importantes en la patogénesis. Las heridas al fruto verde se
hicieron con una aguja desinfestada en alcohol y marcada a 2 mm para
garantizar uniformidad en la profundidad de 1a herida. Frutas con y sin
heridas se inocularon individualmente con cada aislado seleccionado.

En todas las pruebas de laboratorio las frutas seleccionadas fueron
asintomaticas y desinfestadas segiin descrito anteriormente. Las frutas
tratadas se colocaron sobre planchas de acrilico en un sistema de camara
himeda compuesto por cajas plédsticas que contenian las planchas de
acrilico colocadas sobre esponjas de celulosa humedecidas con agua des-
tilada estéril. Antes de las inoculaciones los frutos se mantuvieron por
24 h en las camaras para estabilizar el sistema. Para las inoculaciones,
se tomaron discos de 3 mm de diametro del centro de 1a colonia de los ais-
lados cultivados en APD por 21 dias a 22° C y bajo luz difusa. Los
testigos fueron frutas inoculadas con discos de APD solamente. Treinta
dias después de inoculados se seleccionaron los frutos que mostraron
sintomas, se midi6 el tamario de la lesién inducida (largo x ancho) y se
sembraron pedazos del tejido infectado en APD. Cada tratamiento, ais-
lado evaluado y testigo, estuvo representado por 12 frutas inoculadas
distribuidas en un disefio completamente al azar. La temperatura ma-
xima promedio fluctué de 23.3 a 23.5° C y la minima de 20.1 a 20.8° C.

Pruebas de patogenicidad en el campo. Durante la época de produc-
cién de frutos (julio a octubre) se llevaron a cabo cuatro pruebas
utilizando aislados patogénicos seleccionados de las pruebas in vitro.
Las primeras dos pruebas se realizaron para examinar el efecto de
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camara humeda en el desarrollo de los sintomas. En la primera prueba
todas las ramas tratadas se cubrieron con bolsas plasticas por 15 h. En
la segunda prueba se utilizaron dos ramas por tratamiento; una fue cu-
bierta por 15 h y la otra se mantuvo descubierta. En las préximas dos
pruebas las ramas con frutas tratadas no se cubrieron con bolsas plas-
ticas después de inoculadas.

En una plantacién localizada en el Barrio Juncal del municipio de
San Sebastidn, se seleccionaron al azar cinco cafetos de la var. Caturra
y se marcaron ramas con frutos verdes asintomaticos. Se utilizaron seis
glomérulos en cada rama, excluyendo los de los extremos, y se inocu-
laron cuatro frutas en cada glomérulo. Se utilizé un aislado por rama y
los testigos consistieron de frutas tratadas con discos de APD sola-
mente. Las inoculaciones se realizaron aproximadamente a las 4:00 pm
utilizando la técnica de discos y heridas similar a la utilizada en las
pruebas de patogenicidad in vitro. Las frutas se examinaron cada dos
dias para expresion de sintomas. Los criterios de evaluacién fueron la
presencia de sintomas y el porcentaje de frutas enfermas producto de
la inoculacién. La temperatura maxima promedio fue de 32.2° C y la
minima 14.4° C,la humedad relativa maxima fue de 97% y la minima
43%, y la precipitacién fue de 57.4 cm.

RESULTADOS

Aislaciones de la micoflora. El método de aislacién utilizado influen-
ci6 la frecuencia de los géneros encontrados. Fusarium spp., Cercospora
coffeicola y Colletotrichum spp. fueron los géneros de hongos predomi-
nantemente aislados, indistintamente del tipo de lesion o del método de
aislacion (Cuadro 1). Fusarium spp. se encontré asociado a todas las
frutas clasificadas y se observé que la frecuencia de colonias obtenidas
aument6 proporcionalmente con la severidad de las lesiones. Colletot-
richum spp. también se encontré asociado a todas las frutas, aunque
con mayor frecuencia en las frutas asintomaticas, en las lesiones redon-
das color marrén y en las redondas negras. Cercospora coffeicola fue
mayormente encontrado asociado a las frutas con lesiones alargadas
color marrén o alargadas negras.

Fusarium spp. v C. coffeicola se aislaron con mayor frecuencia
cuando se utilizé el método de camara humeda, mientras que Colletot-
richum spp. fue aislado més frecuentemente de la siembra de pedazos
de lesién en medio PDA (Figura 1). Igualmente, la frecuencia de Peni-
cillium, Aspergillus, Trichoderma y Cladosporium fluctué de acuerdo
al método de aislacion. E1 método de diluciones no permitié determinar
la frecuencia de los géneros debido a la presencia de bacterias y a la di-
ficultad para separar las colonias.
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CUADRO 1.—Porcentaje de colonias de hongos asociados a las lesiones en las frutas de
café de acuerdo a la clasificacion.

Escala de clasificacién de las lesiones?

Género aislado 0 1 2 3 4 5 6
Cercospora 11t 9 21 16 2 0 3
Colletotrichum 51 53 27 28 43 13 13
Fusarium 20 30 37 35 54 87 70
Cladosporium 18 0 0 11 1 0 10
Trichoderma 0 8 11 5 0 0 1
Penicillium 0 0 4 2 0 0 3
Aspergillus 0 0 0 3 0 0 0

Promedio de 30 siembras utilizando los métodos de camara hiimeda y siembra de te-
jido enfermo en APD.

20 = fruto asintomadtico, 1 = lesién redonda marrén, 2 = lesién alargada marrén, 3 =
lesion alargada negra, 4 = lesion redonda negra, 5 = lesion transversal negra, 6 = fruto
completamente negro.

Fusarium spp. se aislé con igual frecuencia indistintamente de la lo-
calidad y la variedad de cafeto (Figuras 2A, B). La aislaciéon de
Colletotrichum spp. no fue afectada por la variedad, pero si por la loca-
lidad, siendo mayor en Adjuntas. La frecuencia de C. coffeicola vari6 de

E1Camara himeda

7 MBPedazos de lesién

Porcentaje de colonias

F__

Cercospora Colletotrichum Fusarium Cladosponum Tnchoderma Penicitlium Aspergillus

FIGURA 1. Frecuencia de los géneros de hongos asociados a las lesiones de frutas de
café de acuerdo al método utilizado para aislar.



J. Agric. Univ. P.R. VOL. 89, NO. 1-2, JANUARY-APRIL 2005 91
125
M | as Marias A
3 Adjuntas
100
8
5
° 75 -
Q
B
[
i)
€ 50
@
5
a
25 —
0 I“ = .
Cercospora Colletotrichum Fusanum
125
M Caturra B
3 Typica
100
4
c
o
0 75 -
o
(11}
©
2
i)
£ 50
e
&
25 -

Cercospora

Colletotrichum

Fusarium

FIGURA 2. Influencia de la localidad y la variedad del cafeto en la frecuencia de los
principales géneros de hongos asociados a las lesiones de frutas. A. Localidad en la va-

riedad Caturra. B. Variedad en la localidad de Adjuntas.

acuerdo a la variedad y localidad ya que fue aislada con mayor frecuen-
cia de la variedad Typica y en la localidad de Adjuntas.

Pruebas de patogenicidad en el laboratorio. En total se inocularon
65 aislados: 33 Fusarium spp., 10 Penicillium spp., ocho Trichoderma
spp., cinco Cladosporium spp., seis Colletotrichum spp. y tres Cer-
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cospora coffeicola. El 50% de los aislados de Colletotrichum spp. y de
Fusarium spp. fueron patogénicos aunque variaron en virulencia
(Cuadro 2). Esta variacién en virulencia fue observada en todas las
pruebas de laboratorio por lo que la seleccién de los aislados para las
pruebas realizadas se fundamenté en la consistencia de la patogeni-
cidad y en la virulencia. Fusarium decemcellulare y algunos aislados de
F. solani causaron manchas alargadas; las lesiones inducidas por los
restantes aislados inoculados fueron redondas y negras. Trichoderma,
Cladosporium y Penicillium no fueron patogénicos.

El estado de maduracién influencié significativamente el tamario de
la lesiéon inducida (Figura 3). Los patdégenos inoculados en las frutas
pintas causaron lesiones de mayor tamario que las obtenidas en las
frutas verdes. La exposicion al sol no afecté significativamente el
desarrollo de las lesiones. La presencia de heridas al momento de la
inoculacién facilité la patogénesis garantizando el éxito de la inocu-
lacion y favorecié el desarrollo de lesiones de mayor tamaiio.

CUADRO 2.—Aislados patogénicos en frutas verdes bajo condiciones de laboratorio.

Porcentaje de frutas

Aislados! (Codigo) con lesiones?
Fusarium solani (11a) 50
F. solani 12) 100
F. solani (19a) 50
F. solani 21) 50
F. solani (24¢) 50
F. solani (27a) 50
F. solani (32b) 62
F. solani (35) 50
F. solani (84) 100
F. oxysporum (15) 100
F. oxysporum (40) 75
F. avenaceum (24b) 25
F. dimerum (102) 41
F equiseti (108) 37
F. decemcellulare (112) 41
Fusarium sp. (24a) 25
Fusarium sp. (36a) 12
Fusarium sp. (48) 25
Cercospora coffeicola May.) 37
Colletotrichum gloeosporoides (18b) 62
C. dematium (110) 75
Testigos 0

1Kl total de aislados inoculados fue 65.
2Promedio de tres repeticiones con cuatro frutas inoculadas por repeticion.



J. Agric. Univ. P.R. VOL. 89, NO. 1-2, JANUARY-APRIL 2005 93

2
3 Frutas verdes
WlFrutas pintas
b
1 -
0
Sol Sombra

FIGURA 3. Influencia del estado de maduracion de la fruta en el tamario de la lesién.
Barras con la misma letra no son significativamente diferentes al nivel de probabilidad
de 1% en el valor de F.

Pruebas de patogenicidad en el campo. El cubrir la rama con bolsas
plasticas afecté adversamente el éxito de la inoculacién debido a la di-
ficultad de mantener el inéculo en el sitio destinado. La incidencia de
frutas con lesiones varié de acuerdo al aislado inoculado. Fusarium
solani y los dos aislados de C. coffeicola ocasionaron la mayor inciden-
cia de frutas enfermas (Cuadro 3). Colletotrichum dematium indujo
lesiones irregulares color marrén (Figura 4A). Las lesiones inducidas
por F. solani fueron redondas, negras y humedas muy similares a las
inducidas en el laboratorio (Figura 4C). Las frutas inoculadas con
C. coffeicola mostraron lesiones alargadas, negras y secas, y en oca-
siones culminaron en frutos completamente negros (Figuras 4D, E).
Los testigos no desarrollaron lesiones de significancia (Figura 4B). En
todas las pruebas realizadas, de laboratorio y de campo, los aislados
inoculados fueron recuperados exitosamente.
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CUADRO 3.—Patogenicidad de aislados seleccionados en frutas de café inoculadas en el

campo.!
Aislados? Porcentaje de frutas con lesiones
Fusarium solani 16.50
F. oxysporum 3.00
Cercospora coffeicola (May) 13.50
C. coffeicola (SS) 37.50
Colletotrichum gloeosporioides 4.50
C. dematium 6.50
Testigo 0.02

Promedio de dos pruebas de campo con un total de 40 frutas inoculadas.
2May = aislado de Mayagiiez, SS = aislado de San Sebastidn.

DISCUSION

Los métodos utilizados fueron adecuados para aislar micoflora de le-
siones de las frutas de café. Sin embargo, consideramos que seleccionar
propdgulos desarrollados en las lesiones de frutas en camara himeda es
mas eficiente para obtener cultivos puros de toda 1a micoflora asociada.
Este hecho es particularmente importante para hongos como
C. coffeicola, que tiene crecimiento lento y por tanto compite pobre-
mente con otras especies en medio de cultivo. Las variaciones
observadas en la frecuencia de los aislados de acuerdo a la localidad y
variedad es indicativo de la influencia de las condiciones ambientales en
el desarrollo de 1a micoflora (Bridge, 1979). Aunque la patogenicidad de
los aislados fue evidente indistintamente del estado de maduracion de
las frutas, la infeccién fue mayor cuando las inoculaciones se llevaron a
cabo en frutas pintas. Mulinge (1970) encontré que la susceptibilidad de
las frutas de café varia con el grado de crecimiento del fruto y los frutos
verdes son relativamente mas resistentes que los maduros.

Las inoculaciones realizadas en el laboratorio fueron ttiles para se-
leccionar las especies patogénicas, pero no para establecer la relacién
entre el tipo de lesion y el aislado. La mayoria de las lesiones obtenidas
fueron de color negro y humedas, y generalmente afectaban toda la
fruta. En el laboratorio las condiciones 6ptimas de humedad favorecian
al patégeno y no permitieron el desarrollo de una relacién parasito-hos-
pedero similar a la que ocurre bajo condiciones naturales.

En las pruebas realizadas en el campo fue posible discriminar entre
el tipo de lesion y el aislado inoculado. Las lesiones alargadas obscuras
con centro claro son causadas por C. coffeicola, lesiones irregulares
color marrén se deben a la infecciéon por Colletotrichum spp., y las le-
siones negras y humedas las causa Fusarium spp. Las variaciones
encontradas en la patogénesis de aislados de una misma especie es in-
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FIGURA 4. Lesiones inducidas en inoculaciones con varios aislados en frutas de café
var. Caturra. Flechas senalan la herida provocada artificialmente. A. Mancha irregular
color marrén causada por Colletotrichum dematium en inoculaciones en el campo (X125).
B. Testigo (X125). C. Mancha redonda negra causada por Fusarium solani en inocula-
ciones en el laboratorio (X63). D. Mancha alargada obscura causada por Cercospora
coffeicola en inoculaciones en el campo (X315). E. Fruto seco a consecuencia de la infec-
cién causada por Cercospora coffeicola en inoculaciones en el campo (X125).

dicativa de la diversidad en el ambiente natural donde hay formas
patogénicas y saprofiticas. Sin excluir la posible sucesion de especies,
ya sea con formas saproéfitas o patogénicas en estados avanzados del
desarrollo de las lesiones, concluimos que Cercospora coffeicola, Fusarium
solani, F. oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides y C. dematium son
patégenos primarios de las frutas de café ocasionando lesiones tipicas
para cada género.
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