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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue aislar y caracterizar morfolégicamente aislados de Colletotrichum
responsables de antracnosis en citricos en Tuxpan Ver. Se utilizaron muestras de tejidos vegetales con
sintomas de antracnosis para obtener aislados de Colletotrichum, una vez obtenidos se codificaron y se
hicieron bioensayos arreglados en un disefio completamente al azar con 6 tratamientos y 4 repeticiones
para observar el desarrollo de cada aislado. Cada uno de los aislados obtenidos fue considerado como un
tratamiento Las variables analizadas fueron tasa de crecimiento, caracterizacion de colonias y de
apresorios. Los resultados mostraron que existieron diferencias significativas entre los tratamientos: en
cuanto a su crecimiento el aislado UVAL fue el que mostr6 la menor tasa de crecimiento de 6.5 mm por
dia, su desarrollo de micelio fue blanco casi transparente sin presencia de masas conidiales y en los otros
aislados el crecimientos casi siempre fue similar con rangos de la tasa de crecimiento por dia entre 8.1 a
9.0 mm por dia; en cuanto a la caracterizacion de colonias fueron casi similares ya que el micelio en la
myoria fue abundante con masa conidiales de color salmdn y masas de esclerocios de color negro. La
formacion de apresorios ocurrio entre 24 y 72 h.
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ABSTRACT

The objective of this work was to isolate and characterize morphologically Colletotrichum isolates
responsible of citrus anthracnose in Tuxpan, Veracruz. Plant tissues with anthracnose symptoms were
used to obtain Colletotrichum isolates, after that a code was assigned to each isolate. A bioassay arranged
in a completely randomized design included 6 treatments and 4 repetitions was conducted to observe the
development of each isolate. The analyzed variables were growth rate, colony and appressoria
characteristics. Results showed that there were statistically significant differences between treatments:
the isolate UVAL showed the lowest growth rate (6.5 mm/day), with white mycelia and without spore
masses; in the remaining isolates the growth rate was similar with values between 8.1 and 9.0 mm/day;
the colony characteristics were similar with abundant mycelia and black sclerotial masses. Appressoria
were formed between 24 and 72 h.
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INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por hongos
patdgenos, representan uno de los factores
limitantes para la produccion de los cultivos
(Trigriano et al., 2004). En el caso de los citricos,
el hongo Colletotrichum causa la enfermedad
conocida como antracnosis; la enfermedad causa
entre otros dafios: caida de frutos, muerte
regresiva de ramas y lesiones en hojas. La
reduccion en la produccion causada por esta
enfermedad se ha documentado que es entre el
15y 30 % Yy en situaciones climaticas de alta
humedad relativa y temperaturas altas la
incidencia y dafios pueden ser mayores
(Guarnaccia et al., 2017). Esta enfermedad se
encuentra distribuida en todas las regiones
productoras de México con ataques Severos en
floracion, fructificacion y poscosecha (Becerra,
1995).

Actualmente a nivel mundial, se han reportado
alrededor de 23 especies de Colletotrichum
patogénicas en cultivos de citricos (Ramos et al.,
2016; Guarnaccia et al., 2017). En china, se
identificaron nueve especies de Colletotrichum
como causantes de antracnosis en citricos: C.
gloeosporioides, C. fructicola, C. karstii, C.
citricola, C. citri, C. brevispora, C. boninense,
C. simmonsdi, and C. murrayae (Peng et al.,
2012; Huang et al., 2013). En el estudio mas
reciente en Europa, tres nuevas especies fueron
identificadas C. novae-zelandiae, C. catinaense
and C. limonicola (Guarnaccia et al., 2017).
Estos cambios recientes, asi como la deteccion e
identificacion de nuevas especies patogénicas en
citricos, justifican la realizacion de estudios que
impliquen nuevos muestreos y la caracterizacion

de aislados que causen antracnosis en regiones
poco estudiadas. Estos estudios podrian ayudar a
predecir los riesgos de resistencia a fungicidas y
a explicar las diferencias en patogenicidad y
caracteristicas morfoldgicas entre especies de
Colletotrichum (Orozco, 2006).

La zona norte de Veracruz representa un area
importante en la produccién de citricos; sin
embargo, no existen estudios comparativos en
morfologia, patogenicidad y genética de
poblaciones del hongo reposnable de
antracnosis. Por ello el objetivo de este trabajo
fue caracterizar aislados de Colletotrichum
asociados a antracnosis en cultivos de citricos
establecidos en la zona de Tuxpan, en el norte
del estado de Veracruz.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de muestras. La recoleccion de
muestras de antracnosis se llevd a cabo en
distintas localidades del municipio de Tuxpan.
Se colectaron hojas, ramas y frutos con sintomas
tipicos de antracnosis en huertos de citricos.
Cada muestra (10 en total) se colocé en una bolsa
de papel, se depositdé en una hielera y se
transporto al laboratorio.

Aislamiento, purificacion y preservacion de
aislados de Colletotrichum. De los frutos, hojas
y ramas con sintomas de antracnosis, se
seleccionaron  porciones de tejido de
aproximadamente 0.5 cm del area de avance de
la lesion, se desinfestaron en una solucién de
cloro al 3 % durante 2 min, después se colocaron
en alcohol etilico durante 30 s; posteriormente se
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colocaron en agua destilada por 1 minuto y
finalmente, se colocaron en papel absorbente.
Las muestras desinfestadas se colocaron en
placas de medio de cultivo papa dextrosa agar
(PDA) suplementado con cloranfenicol (0.25
g/l) y se incubaron a 25°C (Aiello et al., 2015).
La purificacion se llevd a cabo mediante la
técnica de transferencia de puntas de hifas la cual
consistio en transferir con la ayuda de una aguja
esterilizada una nueva porcion de micelio de la
colonia en crecimiento activo a nuevas cajas
Petri con. Una vez que se obtuvieron los aislados
purificados, la preservacion se realizé al colocar
un disco de crecimiento micelial del aislado
purificado, de colonias de al menos 7 dias de
edad, en tubos de ensayo con medio de cultivo
PDA inclinado.

Caracterizacion morfologica de aislados. La
caracterizacion morfologica de los aislados de
Colletotrichum incluyo el registro de crecmiento
micelial en medio de cultivo y el aspecto de la
colonia (Orozco, 2006). La tasa de crecimiento
de todos los aislados se determind de la siguiente
manera: Discos miceliales de 8 mm de diametro
se tomaron de &reas en crecimientoactivo de
colonias de 6 dias de edad y se transfirieron a
placas Petri de 8 cm de didmetro con agar papa
dextrosa (PDA), las cuales se incubaron a 25°C
se evaluaron cuatro réplicas de cada aislado. El
didmetro de la colonia se midio diariamente
durante 8 dias y se calculd la tasa de crecimiento
en mm por dia. Adicionalmente se registro el
color de la colonia, la textura y la presencia de
masas conidiales (Ramos et al., 2016).
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Induccion de formacion de apresorios. Los
apresorios conidiales se indujeron al colocar
conidios en dos gotas de agua destilada sobre un
portaobjetos de vidrio. Los portaobjetos se
colocaron dentro de un placa Petri que contenia
algodon humedecido con agua destilada
esterilizada y se incubaron a 25°C en oscuridad
(Peng et al., 2012).

Disefio experimental y andlisis estadistico. La
tasa de crecimiento de los aislados obtenidos se
analiz6  bajo un disefio  estadistico
completamente al azar. Cada aislado se
consider6 como un tratamiento y cada
tratamiento tuvo 4 repeticiones. La variable
experimental fue el didametro de la colonia, la
cual se midi6 diariamente durante 8 dias y se
calculd la tasa de crecimiento en mm por dia.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los recorridos por las parcelas citricolas de
Tuxpan, Veracruz se observaron los sintomas
tipicos de antracnosis: Las hojas presentaron
manchas necrdticas a diferencia del fruto la
expresion de Colletotrichum se manifiesta con
puntos conceéntricos de color café oscuro, las
manchas crecian paulatinamente hasta unirse y
necrosar (Figura 1). Esto concuerda con Orozco
et al. (2006) quienes mencionan que los
sintomas presentados en hojas y frutos son
similares a los de nuestras muestras. Se
colectaron un total de 10 muestras con sintomas
de antracnosis de las cuales se logré el
aislamiento de 6 (Cuadro 1).

Cuadro 1. Aislados de Colletotrichum obtenidos de infecciones de antracnosis en tejidos de citricos de

Tuxpan Veracruz

Cadigo Tejido Huésped Localidad
UVAL Hoja Toronja Higueral
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UVA3
UVAS
UVAG
UVA7
UVAI1O0

Hoja
Hoja
Fruto
Hoja
Fruto

Naranja Coloman
Naranja La camelia
Toronja Higueral
Limon Cafiada Rica
Mandarina Buenos Aires

Figura 1. Sintomas de antracnosis. A: En hojas de C. sinensis B. En fruto de C. paradisi

Las colonias de los hongos presentaron los 8 dias de crecimiento mostraron diferencias
diferencias morfoldgicas durante su observacion estadisticas significativas ya que los aislados
durante 8 dias de edad, ya que existi6 variacion UVA5, UVA7 y UVA10 tuvieron el mayor
en su tamafio de crecimiento en el medio de desarrollo y el aislado UVAL fue el que presento
cultivo PDA. Los aislados de Colletotrichum a menor crecimiento (Figura 2).

Revista Cientifica Biologico Agropecuaria Tuxpan 7 (2) 56

ISSN: 2007-6940



Desarilo Micelial (cm)

Allende-Molar et al., 2019

)
. 0

4

Tratamiento

Figura 2. Crecimiento de aislados de Colletotrichum en medio de cultivo PDA a los 8 dias. Las medias
con letras distintas son estadisticamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (P= 0.05).
Tratamientos (aislados) 1=UVA1, 2=UVA3, 3=UVAD5, 4=UVASG, 5=UVA7, 6=UVAI0.

El aislado UVAT fue el que tuvo mayor tasa de
crecimiento con una tasa de 9.0 mm por dia;
mientras que, el UVAL tuvo un crecimiento de
6.5 mm por dia (Cuadro 2). Las tasas de
crecimiento de los aislados de Colletotrichum

provenientes de citricos fue menor a la reportada
por Santacruz (2013) cuando evalué el
crecimiento en aislados de Colletotrichum en aji
y encontrd tasas que fluctuaron entre 7 y 13
mm/dia.

Cuadro 2. Tasa de crecimiento micelial de los aislados de Colletotrichum provenientes de citricos de
Tuxpan, Veracruz.

Aislados mm/dia
UVAL 6.5
UVA3 8.1
UVAS5 8.9
UVAG6 8.2
UVA7 9.0
UVA10 8.8

Caracterizacién de colonias. En la mayoria se
observaron halos concéntricos con presencia de
masas de esporas, con excepcion del islado
UVAl y UVAG en los que no se observaron
masas de esporas. Se manifestaron diferentes
tipos de texturas en las colonias, tales como
algodonosas, poco densas, con masas de

esclerocios color negro y masa de esporas color
naranja- salmén (Figura 3). Estos resultados son
similares a los observados por Orozco (2006) en
antracnosis en citricos. Las masas conidiales de
color salméon y negras en distribucion
concéntrica con micelio abundante y algodonoso
de color blanco fueron reportadas tambien por
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nuestro estudio.

Figura 3. Aislados de Colletotrichum a los 8 dias de crecimiento en medio de cultivo PDA. A= UVAL,

B=UVAS, C=UVAS5, D=UVAG, E=UVA7, F=UVA10

Caracterizacion de apresorios. A las 24 horas
los aislados UVA1, UVA5, UVA6 y UVA7
mostraron la presencia de apresorios; a las 48 se
observaron en el aislado UVA3 y en el aislado
UVA10 los apresorios se observaron a las 72 h
(Figura 4). Los apresorios observados tuvieron
una forma lobulada y globosa; esta forma
concuerda con Orozco (2006) quien obtuvo
apresorios de forma lobulados en aislamientos

de C. gloeosporioides causantes de antracnosis
en limén. La formacion temprana (24 h) de
apresorios en los aislados UVAL, UVAS5, UVAG6
y UVAT podria significar una mayor virulencia
0 capacidad de infeccién pues los apresorios
estan relacionados con la penetracion directa que
hace el hongo Colletotrichum en los tejidos
susceptibles de infeccion.
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Figura 4. Apresorios de aislados de Colletotrichum provenientes de antracnosis en citricos en Tuxpan,
Veracruz. A= UVA1, B=UVA3, C=UVA5, D=UVAG6, E=UVAT7, F=UVA10

CONCLUSIONES

En este estudio se evidencié que existe
variabilidad morfoldgica en los aislados de
Colletotrichum asociados a infecciones de
antracnosis en citricos en Tuxpan, Veracruz. Se
obtuvieron mas aislados a partir de hojas ya que
en este tejido las lesiones son més visibles y
frecuentes. De acuerdo al trabajo realizado, se
observo que existe variabilidad: en la morfologia
de colonias, ya que existieron colonias con
micelio aéreo y otras con micelio ralo; en el
crecimiento, ya que la tasa de crecimiento varid
entre 6.5 y 9.0 mm/dia; y en la formacion de
apresorios ya que su produccion vario desde 24
a 72 h. Este primer estudio de la variabilidad
morfolégica de aislados de Colletotrichum
asociados a antracnosis de citricos en Tuxpan,

Veracruz servird de base para estudios futuros
relacionados con la identificacion de especies, su
distribucién en la zona y su sensibilidad a los
fungicidas.
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