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RESUMEN
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Los estudios de variabilidad de patdgenos de las plantas permiten conocer su estructura genética y su
capacidad de adaptacion a diferentes ambientes y de esta manera, orientar las medidas de manegjo. Con este
propdsito se evalud la variabilidad morfol égica, patogénicay molecular de 11 aislamientos de Cercospora
coffeicola Berk. y Cooke, agente causante de la mancha de hierro del cafeto, provenientes de diversas zonas
cafeteras de Colombia, mediante € estudio de sus tasas de crecimiento micelial, pruebas de patogenicidad
y técnicas de biologia molecular (RAPDs). Se encontraron diferencias entre aislamientos en cuanto a
crecimiento del micelio y a la patogenicidad en plantulas, mas no en patogenicidad en frutos y hojas
desprendidas. En ninglin caso se pudo hacer asociacion con € origen geogréfico de los aislamientos. Para
las pruebas moleculares (RAPDSs) se utilizaron 30 iniciadores de secuencia aeatoria de 10 pares de bases,
los cuales revelaron profundos polimorfismos entre los diferentes aislamientos.
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ABSTRACT

Plant pathogen variability studies allow an insight to their genetic structure and their ability to adapt to
different environments, and allow the planning of management measures. The morphological, pathogenic
and molecular variability of 11 isolates of Cercospora coffeicola Berk.& Cooke, the causal agent of Coffee
Iron spot, from different coffe-growing regions in Colombia, were evaluated, using mycelial growth rates,
pathogenicity tests, and molecular techniques (RAPD). Differences were observed among isolates regarding
mycelial growth rates and pathogenicity in nursery plants, but there were no differences in pathogenicity
on excised leaves or berries. No apparent association between the isolates and their geographic origin was
found. For molecular tests (RAPD), 30 random-sequence primers (10-mer) were used, indicating deep
polymorphism among the isolates studied.
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LaManchadeHierro del café esunaenfer-
medad cuyo agente causante es el hongo
Cercospora coffeicola Berk. y Cooke, el cua
afectatodaslasvariedadesdecafé cultivadasen
Colombiay esdeimportanciaeconémica, espe-
cialmente bajo condiciones delibre exposicion
solar y un deficiente estado de nutricién delas
plantas.

SegunL épezy Fernandez (7), lasplantasde
café en sus primeros estados de desarrollo per-
manecen arededor de 7 meses en los sitios
denominadosalmécigos, antesdeser llevadasal
campo parasu siembradefinitiva. Durante este
tiempo las plantulas estan sujetas a intensos
ataques de la enfermedad cuyos efectos se tra-
ducen en una fuerte defoliacion. Las lesiones
caracteristicas causadas por C. coffeicola se
describen como manchas anfigenas (por haz y
envés), redondas (de 1 a 3mm de didmetro,
aproximadamente), con centro blanco grisaceo
circundado por un anillo marginal uniformede
color pardorojizo o marrén. Frecuentemente se
unen varias manchas llegando a cubrir gran
parte de la l&mina ocasionando el desprendi-
miento de la hoja (4). En losfrutos atacados €l
pergamino se mancha, la pulpa se pega a los
granosy laamendrase deforma (6).

Deacuerdo con Fisher citado por McDonald
(8), & potencial evolutivo de una pablacion es
proporcional aladiversidad genéticadentrode
lamisma. Asi, lavariabilidad entre individuos
de una misma especie fitopatdgena permite
determinar su capacidad de adaptacion, lacual
semanifiestafrente acambiosambientales, uso
de fungicidas u otras practicas de cultivo.

Laimportanciade los estudios de variabili-
dad radicaenlanecesidad de conocer laspobla-
ciones de los patégenos, con € fin de adoptar
medidaseficacesdecontrol, queesténdirigidas
alatotalidad delapoblaciény no sdloaagunos
individuos(8), garantizando asi suefectividada
largo plazo. El objetivo fina de este tipo de
estudios, esencontrar aquellosfactoresquejue-

gan un papel relevante en la evolucion de los
patégenos y conocer como estas fuerzas evolu-
tivas interactlian para determinar la composi-
cién genética 'y € potencia evolutivo de las
poblaciones de patégenos.

Latécnica de RAPDs, de facil utilizacién,
facil interpretaciony bajo costo, permiteobtener
resultadosdeun gran niimero de muestrasenun
periodo relativamente corto detiempo (8). Gra-
Ciasaestasventajasy asuversatilidad, latécnica
de RAPDs constituye una herramienta impor-
tanteparalaevaluaciondelavariabilidad gené-
ticaentre diferentesai slamientos de unamisma
especie, lo cual puede complementarse con re-
sultados obtenidos en otras pruebas como €l
crecimientomicelial y lapatogenicidad, tantoen
hojas desprendidas como en plantas.

El objetivodeestainvestigacion consistiden
determinar la variabilidad morfolégica,
patogénicay molecular entrell aislamientosde
C. coffeicola, provenientesdediferenteslugares
delazona cafetera de Colombia.

MATERIALESY METODOS

Este estudio serealiz6 enloslaboratoriosde
Biologiade Cenicaféen Chinching, Caldas, don-
depreval ecieron condicionesdetemperaturaen
promedio de 20,5°Cy humedad relativaentree
70y € 80%.

Aidamientosdel hongoy condicionesdecr eci-
miento. Losaisamientos deC. coffeicola utili-
zadosen esteestudio sedescribenenlaTabla 1.
Lashojasy frutosde café af ectados por € hongo
se lavaron con agua destilada estéril y se
desinfestaron con hipoclorito de sodio a 2%,
durante 30 segundos. El exceso dehipocloritose
lavé conaguadestiladaestéril y lashojasy frutos
se colocaron en camara hiimeda durante 48h, a
temperatura ambiente, para inducir la
esporulacion del hongo.
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TABLA 1. Procedencia e identificacion de los diferentes aislamientos de Cercospora coffeicola.

Aislamiento Procedencia Variedad de café Organo de la planta Edad de la planta
(meses)

Al Granja (Caldas) Colombia Hoja 35
A2 Naranjal (Caldas) Colombia Hoja 6
A3 Maracay (Quindio) Colombia Hoja 18
A4 Maracay (Quindio) Colombia Hoja 21
A5 Supia (Caldas) Caturra Hoja 20
A6 Supia (Caldas) Colombia Hoja 18
A7 Supia (Caldas) Colombia Fruto 18
A8 Pueblo Bello (Cesar) Colombia Fruto 30
A9 Pueblo Bello (Cesar) Colombia Hoja 30
A10 Santa Barbara (C/marca) Caturra Hoja 48
A1l Convencion ( N. de Santander) Colombia Hoja 5

Los conidiéforos caracteristicos de C.
coffeicola seidentificaron a estereoscopioy se
transfirieron asépticamente con una aguja de
diseccionacajasdePetri con medio PDA (Papa-
Dextrosa-Agar en 39 g/L deagua) acidificadoa
pH 4,0 con &cido l&ctico a 37%. Las cajas
permanecieronenel |aboratoriodeFitopatol ogia
de Cenicafé a una temperatura ambiente de
20°C. Paraverificar las caracteristicas micros-
copicasde hongo seregistré el tamafio, €l color
y laformadel conidiéforo, asi como laformay
el arreglo de las esporas.

Materiales de café. Para las pruebas de
patogenicidad ena mécigo seutilizaron 66 plan-
tas de Coffea arabica variedad Caturra de 2
mesesdeedad, sembradasen bolsasdepolietileno
de17x23cm, ensuelosinpulpay sinadicionde
fertilizantes.

Crecimiento micelial. Para estandarizar el
inéculo, 1g de micelio del hongo, obtenido me-
diante crecimiento en medio PDA acidificado a
un pH de 4,0 con &cido lactico a 37%, se
resuspendi 6 en 9ml deaguadestiladaestéril para
asi obtener unadilucionde 10, A partir deésta,
se tomo un inéculo de 10yl para readlizar €
recuento de la cantidad de micelio infectivo/ml
de agua, en una camara de Neubauer. Se
estandarizé un inéculo de 8,0x10* micelio
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infectivo/ml deaguadel cual sesembraron 10ml
asépticamente en cajas con PDA acidificado a
pH 4,0 con acido lactico al 37%, para luego
realizar lecturasdiariasdel diametro delacolo-
nia (4). Para este experimento se utiliz6 un
disefioexperimental completamenteal estorizado
con 11 tratamientos (aislamientos) y 4 repeticio-
nes, donde la variable por evaluar fue el creci-
miento diametral diario.

L atasadiariadecrecimiento seestimé mediante
un modelo deregresion lineal simple. Asi mis-
mo, sedeterminaronlosinterval osde confianza
de lavelocidad de crecimiento micelial diario
entrelosdiferentesaidlamientosdeacuerdoala
formula:

b-tllz gl error Sb, b+t1/2 gl error Sb

Patogenicidad. Plantulas. Pararealizar lasprue-
bas de patogenicidad en el alméacigo seinocula-
ron 5 plantasde C. arabica var. Caturraala
edad de 2 meses, ubicando €l indculo, 3 gotasde
5ml deunasolucién estandar de8,0x 10*micelio
infectivo/ml deagua, enel envesdel segundo par
dehojas. Lashojasdelaplantatestigo seinocu-
laron con agua destilada estéril, con el mismo
nimero y tamafio de gotas, como ya seindico.




Lasplantassemantuvierondurante48horas
en condiciones de camara hiumeda con una hu-
medad relativadel 100%, temperaturade 22°C
enpromedioy oscuridad. L uego secolocaronen
unamacigoubicadoen Cenicafé, en Chinching,
donde permanecieron en condiciones de libre
exposicion solar durante 46 dias (7). Para esta
prueba se utiliz6 un disefio experimental com-
pletamenteal eatorizado con 11 tratamientos(ais-
lamientos) y 5 repeticiones, cuyaunidad experi-
mental estuvo congtituidapor el segundo par de
hojas inoculadas de la planta 'y la variable a
evaluar fue el nimero delesiones por hoja. Los
datos se procesaron mediante un andlisis de
varianza 'y una prueba LSD (Least Significant
Difference), para encontrar diferencias en €
grado de patogenicidad de los diferentes aisla
mientos.

Hojasdesprendidas. Serealizaroninocul aciones
por el envés de 5 hojas desprendidas por aisla-
miento, utilizando 6 gotas de 10l de una solu-
cion de 8,0x10* micelio infectivo/ml de aguay
como control unahojainoculada con agua des-
tilada estéril para cada tratamiento. Las hojas
inoculadas y los testigos se mantuvieron en
camara hiimeda, bajo condiciones de |aborato-
rioy deluz constante. Paraestapruebaseutilizd
un diseflo experimental completamente
aleatorizado con 11 tratamientos (ai slamientos)
y 5repeticionescuyaunidad experimental fuela
hojade unapléantulay lavariablepor evaluar, €
ndmerodelesionespor hoja. L osdatosseproce-
saron mediante un andlisis de varianza y la
prueba de Bonferroni.

Frutos. Seinocularon 5frutospintonesdespren-
didos con €l pedinculo, utilizando dos gotas de
5ul de8,0x10* micelioinfectivo/ml deaguapara
cada aidamiento. Los frutos se colocaron en
cgjas de 15x10x4cm que contenian agua, utili-
zando como base tapas de tubo de ensayo pre-
viamente esterilizadas, y se mantuvieron en ca-
marahimedaatemperaturaambientedurante26
dias. Paraesta pruebase utilizé un disefio expe-
rimental completamente aleatorizado con 11

tratamientos(aid amientos) y Srepeticiones, cuya
unidad experimental fue el fruto de caféy la
variable a evaluar € ndmero de lesiones por
fruto. L osdatos se procesaron medianteun ana
lisisde varianzay lapruebade Bonferroni.

Pruebas moleculares (RAPDS). Los 11 a@ida
mientos de C. coffeicola secultivaron en medio
liquido GL (Glucosa-L evadura), durante 7 dias
y a28°C, en agitacion constante a 120rpm. El
ADN seextrgjoapartirdemicelioliofilizadodel
hongo utilizando el protocolo de extraccion de
ADN propuesto por Zolany Pukkila(11), modi-
ficandoel buffery laextraccién con cloroformo:
isoamilalcohol en proporcién 24:1. Laintegri-
dad del ADN severifico medianteelectroforesis
en gel de agarosa a 0,8%, donde también fue
posible observar lapresenciade ARN contami-
nante. El andlisis de purezay la cuantificacion
del ADN extraido se realizaron mediante
espectrofotometria de absorcion de luz
ultravioleta a unalongitud de onda entre 220 y
320nm.

ParalosRAPDsse utilizaron 30iniciadores
de 10 pares de bases de secuencia aeatoria
(GIBCO) (Tabla2), siguiendo esencialmentela
metodologia descrita por Williams et a. (10).
Cadareaccion de PCR serealizé enunvolumen
total de 25ml que conteniaentre 10y 100ng de
ADN gendmico; buffer dereaccién 10X (Gibco
BRL); dATP, dCTP, dGTP, dTTP 2,5 mM
(Gibco BRL); MgCl, 25mM (Gibco BRL); ini-
ciador 10mM (Gibco BRL); Tag DNA
polimerasa recombinante (5U/ml, Gibco BRL)
y aguaultrafiltradaestéril. Las muestras se am-
plificaron en un termociclador MJ-Research
PTC-200 programado para 5min. de
denaturalizacion a94°C, seguida por 40 ciclos
delmina94°C, Imina36°Cy 2mina72°C,y
un ciclo final de extension de5mina72°C.

Paragarantizar lareproducibilidad y lacon-
sistencia de los datos obtenidos, se realizaron
tres amplificaciones de todos los aislamientos
con cada iniciador y se vari6 la concentracion
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TABLA 2 Iniciadores utilizados en la técnica de PCR-RAPDs con cada uno de los aislamientos de C. coffeicola.

Iniciador Secuencia Iniciador Secuencia
OPE-01 CCCAAGGTCC ccs ACTGGGACTC
OPE-02 GGTGCGGGAA M10 GTGATCGCAG
OPE-03 CCAGATGCAC M15 TTCCGAACCC
OPE-08 TCACCACGGT BO2 TGATCCCTGG
OPE-09 CTTCACCCGA C20 ACTTCGCCAC
OPE-11 GAGTCTCAGG D18 GAGAGCCAAC
OPE-14 TGCGGCTGAG PO5 CCCCGGTAAC
OPE-19 ACGGCGTATG OPB-07 GGTGACGCAG
CcC1 TGCCGAGCTG OPG-02 GGCACTGAGG
cecz2 AGTCAGCCAC OPG-05 CTGAGACGGA
Cc3 GGAGGGTGGT OPG-07 GAACCTGCGG
Cc4 AGGGAACGAG OPG-08 TCACGTCCAG
CC5 TGAGTGGGTG OPG-09 CTCTCCGCCA
CC6 AGATGCAGCC OPX-04 CCGCTACCGA
cc7 ACGGATCCTG OPX-07 GAGCGAGGCT

del ADN plantilla. Entodosloscasosseincluye-
ron controles, en los que €l ADN se reemplazd
por agua garantizando asf quelaamplificacion
no era producto de contaminaciones con ADN
exogeno. Los productos de la amplificacion se
separaron por electroforesisen gelesde agarosa
al 1,5%, a60 V durante 2h, coloreandolos con
bromuro de etidio y observandolos através de
iluminacién conluz UV.

Analisis de conglomerados. La comparacién
entrelosperfilesdeamplificaci n generadospor
cadainiciador serealizo con base enlaasigna-
cion de 1 (en presencia) 6 0 (en ausencia), de
productos de amplificacién del mismo peso
molecular. Asi, bandasdel mismopesomolecular
se consideraron como idénticas. El andlisis se
realiz6 mediante €l coeficiente de Jackard para
el calculo del indice de similaridad. Los
dendrogramasseobtuvieron utilizando el méto-
do de agrupacion UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method Arithmethic Average), en un
programael aborado en SASpor ladisciplinade
Biometria de Cenicafé y adicionalmente, se
realizO el andlisisdecoordenadasprincipalesen
el programa NTSYS version 2.01i (Exewter
Software, New York, USA)
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RESULTADOSY DISCUSION

Crecimiento micelial. El promedio de creci-
miento diario delascoloniasdeC. coffeicolase
observaenlaTabla3. Parael andisisestadistico
de este ensayo serealizd unaregresion lineal y
asi mismo, se calculd €l intervalo de confianza
conel fin debuscar si losaislamientosseencon-
traban en los mismosintervalosy de esaforma
relacionarlosentresi. Deacuerdo con losresul-
tados, la tasa de crecimiento de los diferentes
aislamientos mostro variaciones significativas
entreellos, donde el aislamiento A2 (Naranjal,

Caldas) presenté unamayor velocidad decreci-
miento conrespectoalosaidamientosA7 (Supia,

Cddas), A8, A9(Cesar), A10(Cundinamarca)y
A11 (Norte de Santander), con los cuales no se
traslapo suintervalo de confianza (Tabla4). El

aislamiento A2, presentd ademaspocahomoge-

neidad en € crecimiento entrelasréplicas, de-

bido posiblemente a unainestabilidad genética
del micelio durantelosrepiques, como seobser-
vaen € intervalo de confianza (Figural).

Deacuerdo alosresultados obtenidosen esta
prueba se encontré variabilidad entre los dife-
rentesaislamientosde C. coffeicolaconrespec-




TABLA 3. Promedio de tasas y andlisis lineal del crecimiento micelia diario de aislamientos de C. coffeicola de diferente
procedencia, de acuerdo a laregresion ax+b, donde a corresponde a crecimiento diario medido en mm, y b a corte con

d gey.
Aislamiento Crecimiento diario b r2
(mm)

Al 0,6359 0,096 0,5331
A2 1,0842 0,114 0,7017
A3 0,8177 0,045 0,9204
A4 0,6749 0,089 0,6709
A5 0,9507 0,072 0,8602
A6 0,9566 0,078 0,7970
A7 0,5261 0,058 0,6779
A8 0,5209 0,012 0,9779
A9 0,5966 0,024 0,9402
A10 0,4611 0,034 0,8647
All 0,4212 0,042 0,7119

toal crecimiento micelial, como se hapresenta-
do con otros agentes patdgenos que afectan €
caféy debido, posiblemente, aun constituyente
poligénico relacionado con esta variable. Esta
mismavariabilidad fueencontradapor Nelsony
Campbell (9) entre aislamientos de
Cercopospora zebrina, agente causante del
«tallonegrodeverano», enhojas, talloy semilla
del trébol blanco (Trifolium repens L.) prove-
nientes de 4 condados de Carolinadel Norte.

Patogenicidad. De acuerdo con € andlisis
estadisticorealizado enladécimaevaluacionde
sintomas presentes en las hojas de ailmécigo, se
observaron diferencias en el grado de
patogenicidad delosdiferentes aislamientosde
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Figura 1. Intervalos de confianza de la velocidad de
crecimiento micelial diario (mm) entre diferentes
aislamientos de Cercospora coffeicola.

C. coffeicola, lo cual permitié relacionarlos en
dosgrupos(Tabla4). Losaislamientospertene-
cientesal grupo A (A1, A3, A5, A7), proceden-
tes de la region cafetera de Caldas y Quindio,
presentaron mayor patogenicidad conrespectoa
los demés aislamientos, aunque no fueron
estadisticamente diferentes a los aislamientos
A2, Ady A8, provenientes de las regiones de
Caldas, Quindio y Cesar, que pertenecian al
mismo grupo. La més baja patogenicidad se
observéenlosaislamientosA6, A9, A10y All,
procedentes de Caldas, Cesar, Cundinamarcay

TABLA 4. Agrupamiento de los diferentes aislamientos de
Cercospora coffeicola, mediante la prueba L SD de acuerdo
con su patogenicidad en plantulas de amécigo delavariedad
Caturra.

Aislamiento Promedio de N  Agrupamiento
lesiones/ hoja

Al 6 5

A

A5 6 5 A*

A3 6 5 A

A7 6 5 A

A2 52 5 B A

A8 52 5 B A

A4 50 5 B A

A6 5,0 5 B

A9 4,2 5 B

A10 4,2 5 B

All 4,2 5 B

*Deacuerdo alapruebal SD |osaislamientos que comparten
una misma letra no difieren y pertenecen a un mismo grupo

Cenicafé, 51(3):306-315. 2000 311




Nortede Santander, pertenecientesal grupoBy
estadisticamenteigualesalosaislamientos A1,
A3, A5y A7, provenientes de las regiones de
Caldasy Quindio.

De acuerdo con estos resultados no fue
posible establecer unarelacion directaentrelas
variables tasa de crecimiento micelial y
patogenicidad, aunqueal gunosaisamientoscon
unabajatasadecreci miento presentaronasuvez
baja patogenicidad en alméacigos. Tampoco fue
posible asociar directamente la patogenicidad
delos aislamientos con su origen geogréfico.

Estamismavariabilidad enlapatogenicidad
habia sido observada por Giraldo (4), quien
encontré variabilidad en la patogenicidad de
aislamientos de C. coffeicola provenientes de
frutos y hojas de café a partir de muestreos
pequefios realizados en pocos sitios de la zona
cafetera, y por Brun et a (2), quienes también
encontraron diferencias en patogenicidad entre
varios aislamientos de Cercospora ssp prove-
nientes de 13 poblaciones naturales de
Heliotropiumssp en Francia, Turquiay Austra-
lia

La prueba de Bonferroni utilizada para €
andlisisdelaspruebasdepatogenicidad enhojas
y frutos desprendidos no mostré diferencias
significativasentrel osaislamientosyaquetodos

ellospertenecianaunmismogrupo (Tabla5s), lo
cua impidié su discriminaciény no permitio
establecer relacionesentreestasvariablesconla
patogenicidad en plantul as, €l origen geogréafico
olatasade crecimiento micelial delosmismos.
Brun et al (2), en estudios con Cercospora ssp,
tampoco encontraron unarelacion entrelosre-
sultados obtenidos con las pruebas de
patogenicidad en hojas desprendidas y en
plantulas. Esto puede deberse, posiblemente, a
las diferencias de temperatura y de humedad
relativa prevalentes en ambos métodos.

Serfanecesario poder complementar lasprue-
bas de patogeni cidad determinando no solamen-
teel nimero delesionessino también, calculan-
do € indice de infeccion y € porcentaje de
distribucion en las hojas. Asi mismo, se reco-
miendarealizar laspruebasde patogenicidaden
materiales de café, ya sean plantulas u hojas
desprendidasque sean deunamismavariedady
edad, con € fin de obtener resultados més
confiablesy que puedan compararse.

Andlisis de RAPDs. La técnica de RAPDs,
estandarizada para C. coffeicola durante este
estudio demostré ser unavaliosaherramientaen
ladiferenciaciony determinacion delavariabi-
lidad entrel osai slamientosdel hongo. Delos30
iniciadores utilizados todos, con excepcion de
M15, revelaronpolimorfismoentrelos1laisla-

TABLA 5. Agrupamiento de los diferentes aislamientos de C. coffeicola mediante el test de Bonferroni, de acuerdo con
su patogenicidad en hojas y frutos desprendidos de la variedad Caturra.

Aislamiento N Promedio de Agrupamiento Promedio Agrupamiento
lesiones’hoja lesiones /fruto

A7 5 3,6 A 1,6 A
A5 5 34 A 1,6 A
A10 5 2,8 A 1,6 A
A3 5 2,4 A 1,4 A
A9 5 2,4 A 1,4 A
A2 5 2,2 A 1,4 A
A8 5 2,2 A 1,2 A
Al 5 2,2 A 1,2 A
A4 5 1,6 A 1,2 A
A6 5 1,4 A 1,2 A
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mientos de C. coffeicola, lo cual demostré la
ampliadiversidad genéticaque seencuentra en
este patégeno.

Dependiendodel iniciador utilizado segene-
raronentre8y 20 productosdeamplificacionde
los cuales no todos fueron polimoérficos y pre-
sentaron un tamafio que oscil 6 entre 250 y 4500
pares de bases. De un total de 406 bandas obte-
nidas con todos los primers, 265 resultaron
polimorficas, presentandose un 65,3% de
polimorfismo entre |os aislamientos. EI mayor
nimero defragmentosseobtuvo cone iniciador
CC7 (25 bandasen 11 aislamientos) (Figura?2).

En el andlisis de conglomerados, lasbandas
idénticas fueron removidas ya que de acuerdo
con Bridge(3) la estructura del dendrograma
resultante no se altera, y solamente se tuvieron
en cuenta 234 fragmentos polimorficos genera-
dos por todos los iniciadores, descartando las
bandas amplificadas con los primers OPG-09,
OPG-07 y OPX4 (Tabla 6), en los cuaes no
hubo amplificacién de todos los aislamientos.
Parala creacion del dendrograma se utilizo €

M C A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 AM

i

!

Figura 2. Perfil de amplificacion
generado por € iniciador CC7.
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indice de Jackard y el método de agrupamiento
UPGMA. Se sugiere la presencia de 2 grupos,
uno formado solamente por el aislamiento A1,
gue se encontraba a una distancia genética de
0,43 respecto del otro grupo, donde seencontra
ban distribuidos los demés aislamientos. Este
segundo, a su vez, estaba dividido en dos. €
primero formado por losaislamientos A2, A10,
A6, A7, A8, A9y All, y e segundo grupo
conformadopor A3, A5y A4.Enel dendrograma
no pudieron relacionarsedirectamentel asramas
con la procedencia geogréfica, latasa de creci-
miento micelia olapatogenicidad delosaisla-
mientos(Figura3).

El andlisis de los datos con el método de
coordenadas principalessugierelapresenciade
2 grupos, aunque marcamasclaramenteladivi-
siondelossubgruposdelaramade dendrograma
(Figura4), confirmando la presenciade grupos
natural es observadaen e mismo.

El polimorfismo que presentaron los aisla-

mientos pudo debersealos mecani smosusual es
de mutacién, recombinaci 6n, segregacion, pro-
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TABLA 6. Matriz de indices de similitud generado con todos los iniciadores, descartando las bandas amplificadas con los
primers OPG-09, OPG-07 y OPX4.

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All
Al 1,0000
A2 0,4333  1,0000
A3 0,4392 05195 11,0000
A4 0,4051 0,5093 0,5157 1,0000
A5 0,4024 05305 10,6275 05176 1,0000
A6 0,3481 05230 04775 0,4945 0,5909 1,0000
A7 04688 05610 0,4767 05029 0,5575 0,5922 1,0000
A8 0,4865 0,4969 0,4142 04335 0,4302 0,5000 0,5629 1,0000
A9 04522 05183 05153 0,4971 0,5529 0,6069 0,6402 0,6076 1,0000
A10 04091 05355 04132 04583 0,4457 0,4916 0,5732 0,4379 0,5688 1,0000
Al1 05257 05159 0,4479 0,4939 0,4624 0,5257 0,5926 0,5779 0,5987 0,5686 1,0000

pagacion clonal y adaptacion ahospedantes es-
pecificos, de acuerdo con Bridge (3). Entre los
mecanismos especi alizados que llegan aprodu-
cir variabilidad en pat6genos se encuentra la
heterocariosis, en lacual, células delahifadel
hongo o partes de la hifa contienen dos 0 mas
nucleos que son genéticamente diferentes (1).

Aparte de un estudio de identificacion de
marcadoresRAPD ligadosal gen deresistencia
a Cercospora sojina raza 7 en soya (5), y hasta
donde se conoce, este es € primer estudio que
involucravariacion molecular en este género, y

A2

Al0

A6
A7

A9

All

A3

4| — s

A4
T T T v \

013 018 0.59 0.61

0.53
Coeficiente de similitud

Figura 3. Dendrograma de las relaciones entre los once
aislamientos de C. coffeicola, generado con todos los
iniciadores, descartando las bandas amplificadas con los
primers OPG-09, OPG-07 y OPX4
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se espera que con el desarrollo de marcadores
méas poderosos (SCARs o Microsatélites) se
pueda profundizar en el conocimiento de las
poblaciones de este importante patdgeno del
café.
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Figura 4. Andlisis de coordenadas principaes de los once
aislamientos de C. coffeicola, generado con todos los
iniciadores y descartando las bandas amplificadas con los
primers OPG-09, OPG-07 y OPX4.
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