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RESUMEN

Los hongos endofiticos pueden colonizar la
parte interna de los tejidos sin causar daiios aparen-
tes al hospedador. Colletotrichum gloeosporioides,
agente causal de la antracnosis, es la especie mas fre-
cuentemente aislada de plantas sanas de Citrus limon
en Tucumdn. El objetivo de este trabajo fue estudiar,
mediante técnicas de inoculacion in vitro, la capaci-
dad de estos aislamientos de producir infecciones
sintomdticas o asintomaticas en plantines de Citrange
‘Troyer’ (Poncirus trifoliata x Citrus sinensis) y C.
limon,. Se determiné el poder germinativo de conidios
de los aislamientos No.328 y 797 obtenidos de hojas
asintomdticas, y el patogénico No. NI. Plantines en
:ubos de ensayo y macetas fueron inoculados con una
suspension de 10° conidios/ml y mantenidos en cdma-
ra de crecimiento a 25-28°C. Los conidios de todas las
cepas alcanzaron el mdximo de germinacion (100%)
entre las 6 y 7 horas de la siembra. Los aislamientos
No.328 y 797 indujeron sintomas de antracnosis
(clorosis de las hojas, necrosis del tallo y hoja, y
defoliacionj unicamente en los plantines en tubos de

ensayo en macetas no desarrollaron la enfermedad. El
aislamiento patogénico produjo sintomas de enferme-
dad en los plantines en tubos y macetas. La frecuencia
de infeccién asintomdtica de los planfines en tubo de
ensayo fue del 12,5% para las cepas No.328 y 797. Los
sintomas de antracnosis producidos por estas 2 cepas
en plantines en tubos y no en macetas, indicarian que
la falta de preservacion de condiciones naturales, fa-
vorables al hongo, no resultan las apropiadas para
determinar el tipo de simbiosis que ocurre en la natu-
raleza. Consideramos que la utilizacion de mutantes
endofiticas y la realizacion de los ensayos en plantas
de limoén a campo, permitirian estudiar mejor el com-
portamiento de estos hongos en los tejidos de la plan-
ta.

ABSTRACT

Endophytic fungi can colonize the inner part
of tissues without causing visible harm to the host.
Colletotrichum gloeosporioides, causing agent of
anthracnose is the species most frequently isolated from
healthy plants of Citrus limon in Tucumdn.The aim of
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this paper was fo study, by means of in vifro inoculation
techniques, the ability of these isolations to produce
symptomatic or asymptomatic infections in Citrange
“Troyer”(Poncirus trifoliata x Citrus sinensis) and
C.limon seedlings. The germinative power of conidia
from isolations N° 328 and 797 collected from
asymptomatic leaves and pathogenous N° N1 was
determined. Seedlings in test tubes and flower pots were
inoculated with a 10°conidia/ml suspension and kept
in a growing chamber at 25-28°C. Conidia from all the
strains reached a germination peak (100%) within 6
and 7h of sowing time. Isolations N° 328 and 797
induced anthracnose symptoms (leaf chlorosis, steam
and leaf necrosis and defoliation) only in test tubes
seedlings, while those in flower pots showed no signs
of the disease. Pathogenic isolation caused syn:ptoms
of disease in seedlings located in tubes and flower pols.
Frequency of asymptomatic infection in ftest tube
seedlings was 12.5% in the case of strains N° 328 and
797. Anthracnose symptoms caused by the latter strains
in tube seedlings and not in [flower pots would indicate
that lack of preservation of natural conditions, suitable
for the fungus, would not adequate to determine the
kind of symbiosis occurring in nature. We think that the
use of endophytic mutants and the performance of
assays in lemon plants in the field would make it
possible to carry out a thorough study aboutl the
behaviour of these fungi in the plant tissues.

INTRODUCCION

Los hongos endofiticos viven en el interior de
los tejidos vegetales, generalmente en tallos y hojas sin
causar aparentemente dafios al hospedero. La distincion
entre endofiticos y patdgenos latentes no es todavia clara
en la préctica agricola. Hay evidencias que sugieren que
los hongos endofiticos han evolucionado directzmente
de hongos patogenos de plantas; aparentemente los pri-
meros pueden causar sintomas cuando el hospedero esta
bajo algun tipo de estres.

Diversos estudios sobre la micobiota endofitica
vienen realizdndose en numerosos hospederos (Carroll
& Carroll, 1978; Petrini ef al., 1982; Stone, 1987;
Bertoni & Cabral, 1988; Carroll, 1988; Clay, 1988;
Petrini & Fisher, 1990: Sinclair, 1991; Wrigth et al., 1998;
Cabral et al., 1999; Sahashi er al., 1999; Azevedo er al..
2000). Los conocimientos sobre la micobiota endofitica
en limon son escasos, atun tratindose de una planta lefio-
sa, perenne, y de propagacion vegetativa, caracteristicas
de éstas Rutdceas que lo condicionarian como excelente
hospedero para hongos endofiticos (Shiiepp, 1961; Childs
et al., 1965; Glienke, 1995; Wrigth et al., 1998; Araujo
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et al. 2001; Glienke-Blanco ef al., 2002).

Colletotrichum gloeosporioides agente causal
de la antracnosis de citrus afecta las hojas, tallos y fru-
tos, y tiene una amplia difusion en todas las zonas
citricolas, pero de importancia secundaria en limoneros
de Tucuman, pese a estar presente en la mayoria de las
quintas en los tejidos senescentes (Garcia, 1996). Fue-
ron descriptas dos razas de C. gloeosporioides asociadas
con las especies de Citrus, la SGO (slow-growing-orange)
de crecimiento lento y color anaranjado y la FGG (fast-
growing-grey) de crecimiento rdpido y color gris
(Agostini et al., 1992,1994; Timmer et al., 1994). La raza
SGO produce la caida prematura de frutas pero nunca fue
observada en cultivares citricos de Tucuman, la FGG cau-
sa la antracnosis y es frecuentemente aislada de tejidos
senescentes de citricos.

Por primera vez se informé en la Argentina la
presencia de hongos en los tejidos internos de las plantas
sanas de limon (Duran, 2001), siendo C. gloeosporioides
la especie mas frecuentemente aislada de las quintas con
limoneros de Tucuman. En el presente estudio, fue eva-
luada la capacidad de estos aislamientos de C.
gloeosporioides para producir infecciones sintomaticas
o asintomaticas, mediante ensayos de inoculacion in vitro
en plantines de Citrange «Troyer» (Poncirus trifoliata x
Citrus sinensis) v Citrus limon.

MATERIALES Y METODOS

Cepas.- Fueron usadas las cepas No. 328 y 797 de C.
gloeosporioides, seleccionadas al azar entre 520 cepas
previamente aisladas de hojas sanas de limén Eureka, in-
jertado sobre ‘Volkameriano® (Citrus volkameriana
Pascuale) y limon Génova injertado sobre Citrumelo
‘Swingle’ (Poncirus trifoliata x Citrus paradise), pro-
venientes de las plantaciones de El Manantial y Yacuchina,
respectivamente, localizadas en el drea citricola de la pro-
vincia de Tucuman, Argentina. La cepa patogénica utili-
zada No. N1 aislada de una lesion de antracnosis de li-
mon, fue gentilmente cedida por la Lic. Norma Cantén
(Facultad de Agronomia y Zootecnia, Universidad Nacio-
nal de Tucuman).

Las caracteristicas culturales y morfolégicas de
las cepas fueron similares a las descriptas para la raza
FGG (Agostini ef al., 1992, 1994; Timmer ef al., 1994).

Preparacion del inéculo.- Las cepas fueron sembradas
en Agar Papa Glucosado (APG) en placas de Petri de 90
mm de diametro e incubadas a 28°C durante 5 dias, bajo
luz blanca fluorescente. Las suspensiones de conidios
fueron realizadas a una concentracion de 10° células/ml
en agua destilada estéril, empleando la cdmara. de
Neubauer para cuantificar los conidios.
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Poder germinativo y produccién de apresorios.- Se
depositaron 2 ml de Agar Agua (AA) 1,5% v APG sobre
portaobjetos estériles, y después de solidificados se co-
locaron sobre su superficie dos gotas de la suspensién de
conidios y encima un cubreobjeto esterilizado. Estos
portaobjetos fueron incubados en placas de Petri de 90
mm de didmetro sobre dos circulos de papel de filtro
humedecidos con agua destilada, a temperatura ambien-
te. Los ensayos fueron realizados por duplicado. Fue re-
gistrado el niimero de conidios germinados a intervalos
de 1 hora a contar del inicio de la germinacién, y la pro-
duccion de apresorios. Cada lectura representé el niime-
ro medio de conidios germinados en 10 campos micros-
copicos con aumento de 400 x.

Las hojas desprendidas de plantas de limén li-
bres de C. gloeosporioides fueron inoculadas con la sus-
pension de conidios e incubadas en cimara hiimeda a tem-
peratura ambiente, durante 20 dias. Las observaciones
fueron realizadas en cortes transversales de las hojas en
el punto de inoculacion, fijados y coloreados con azul de
lactofenol a diferentes intervalos de tiempo.

Plantines de limén y control de colonizacién por hon-
gos endofiticos.- Para los ensayos de patogenicidad se
emplearon 32 plantines de Citrange ‘Troyer’ (Poncirus
trifoliata x Citrus sinensis), y 32 plantines de Eurcka
obtenidos a partir de semillas de limén Eureka injertado
sobre ‘Volkameriano® (Citrus volkameriana Pascuale),
cedidos en tubos de ensayo por la Seccién Fruticultura
de la Estacién Experimental Agroindustrial “Obispo
Colombres™. La mitad de los plantines en tubos fueron
transplantados en macetas conteniendo suclo estéril, y
mantenidos un mes en camara de crecimiento a 25-28°C.
Cuando estos alcanzaron una altura de 7-9 cm, antes de
ser inoculados, se realiz6 un control de colonizacién por
hongos endofiticos y epifiticos en el follaje.

Pruebas de patogenicidad.- Los plantines fueron ino-
culados depositando 5 pl de la suspensién de 10° conidios/
ml sobre el haz y envés de cada hoja, en los controles se
us6 agua destilada estéril. Posteriormente, los plantines
fueron incubados en una cidmara de crecimiento a 25-
28°C, bajo luz blanca continua.

La observacion de la manifestacién de sintomas
de antracnosis fue realizada durante tres meses. Las ho-
jas sintomaticas fueron retiradas, desinfectadas superfi-
cialmente con alcohol 70° durante 30 s, NaClO 5% por
90 s, y lavadas con agua destilada estéril. Los fragmentos
de hojas fueron sembrados en placas de Petri con APG
adicionado con penicilina (20 U/ml) y estreptomicina (40
pg/ml) e incubadas a 28°C durante 7 dias.

Después de un mes de incubacién de los plantines
asintomaticos fueron retiradas cuatro hojas de cada plantin
realizadose el control de infeccién, empleando el mismo
procedimiento descrito para las hojas sintomaticas. La
desinfeccién fue realizada en tiempos mas reducidos que
los usados habitualmente para el aislamiento de los hon-
gos endofiticos (Araujo et al. 2002), para evitar la elimi-
nacion de éstos de los tejidos foliares jovenes donde el
espesor de la cuticula y epidermis es menor,

RESULTADOS Y DISCUSION

La germinacion de los conidios de C. gloeos-
porioides se inici6 dos horas después de la siembra en
portaobjetos, conteniendo AA y APG. Los aislamientos
endofitico No. 328 y el patogénico N1, alcanzaron el in-
dice maximo de germinacion (100%) 6 hrs posteriores a
la siembra, mientras la cepa No.797, alcanzé un indice
semejante recién a las 7 hrs de la siembra (Tabla 1).

Después de 6 hrs de incubacién de los
portaobjetos con AA y APG se inicié la formacion de
apresorios a partir del tubo germinativo de los conidios
(Figura.1). En las hojas, los apresorios comenzaron a
observarse a las 8 hrs posteriores a la siembra.

EI nimero de conidios que formaron apresorios
fue similar en los dos medios de cultivo ensayados. Se-
gun Bailey ef al. (1992), es necesario la formacién de
apresorios para que ocurra la penetracion filngica en teji-
dos jovenes. Coincidentemente, Dickman et al. (1995)
afirmaron que el desarrollo del apresorio es aparentemen-
te un prerequisito para la penetracién del hongo y poste-
rior colonizacién del hospedador, mientras que la
germinacion del conidio es un prerequisito para la for-
macion del apresorio. La produccién de apresorios por

Tabla 1 - Velocidad de germinacién de conidios de
C. gloeosporioides

Tiempo Porcentaje de conidios germinados W
T _
lasiembra | GepaNo. 328 Gepa No. 797 Cepa No. NL
(minutos) | AA APG | AA APG | AA APG
120 0 1 1 0 0 2
180 30 28 20 18 29 3
240 61 6 38 31 64 &0
300 &8 75 8 52 81 7
360 100 97 85 & 100 %
420 - . 100 % - -
AA: Agar Agua.

APG: Agar Papa Glucosado.
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Figura 1 - Fotomicrografia de conidios germinados
de C. gloeosporioides cepa No. 328. Apresorio (flecha
mayor) y tubo germinativo (flecha menor) en Agar
Agua 2,5% después de 24 horas. Escala de la barra:

10 [Lm

las cepas analizadas, aun en la ausencia del tejido del
hospedador, coincide con lo informado previamente por
Bailey ef al. (1992) para las especies de Colletotrichum.
Estos autores, observaron que en estas especies el
apresorio se forma facilmente cuando el conidio germi-
na sobre una superficie dura, tal como vidrio de un
portaobjeto o una membrana de nitrocelulosa.

El control de infeccion de los plantines demos-
tré que el 81,8% de éstos estaban infectados con hongos
endofiticos, correspondiendo el 76% a micelio estéril
claro, y el 5,8% restante a Nodulisporium sp. Los hon-
gos epifiticos colonizaron el 100% de los plantines, sien-
do los mas frecuentes Pernicillium spp. y levaduras, se-
guidos en menor frecuencia por Aspergillus spp., micelio
estéril claro, y Cladosporium sp. La ausencia de C.
gloeosporioides, permitio la utilizacion de esos plantines
para realizar las pruebas de inoculacion de estas espe-
cies flingicas.

Como se observa en la Tabla 2, los aislamientos
endofiticos No. 797 y 328, indujeron sintomas de
antracnosis (clorosis de las hojas, necrosis de tallo y hoja,
y defoliacidon) inicamente en los plantines en tubos de
ensayo (Figura 2).

Los plantines de macetas no fueron susceptibles
de desarrollar enfermedad cuando fueron inoculados con
estos endofiticos. En tanto, el aislamiento patogénico No.
N1, fue capaz de producir sintomas de enfermedad en los
plantines tanto en tubos de ensayo, como en macetas.

A partir de los fragmentos de tejidos de lesio-
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Tabla 2 - Patogenicidad de las cepas de C.
gloeosporioides y porcentaje de colonizacion
asintomatica de los plantines

. ¢ 0% de
Hospedero E;’tm ! fragmentos de
Adkshamento (Mo.) z hojasinfectados
porplatines | planiines
innllialos g R
aaTaoriicos
c:mm :m:.
(e tbos de ensayo]) |
328 24 12,5%
797 24 12 9%
N1 34 25
Caonirel 04 0%
Cirsnize “Troyer?
(enmracetas)
kY] 04 0%
797 04 0%
N1 24 0%
L omirol 04 0%
BErskaffokarerian
(enbios)
318 14 13 5%
T 04 0%
H1 14 25%
Comirol 04 0%
BrckaVokareriso
[enmcetac]
35 04 0%
T 04 0%
Ml 14 0%
Camrol 04 0%

'Quince dias después de la inoculacion.

? Fueron analizados los fragmentos de hojas, recolectadas de
plantines asintomaticos después de un mes de realizada la inocu-
lacion.

nes, fueron obtenidos cultivos puros de las cepas inocu-
ladas, posibilitando la verificacion de los postulados de
Koch.

La induccion de sintomas en los plantines en tu-
bos de ensayo y no asi en los de macetas por los endo-
fiticos, estaria relacionada principalmente a dos facto-
res. El primero, seria la humedad relativa proxima al 100%
que favorecio la germinacion de los conidios vy el desa-
rrollo del hongo, y el segundo a la falta total de compe-
tencia con otros microorganismos, que ciertamente ayu-
daron el establecimiento de la infeccion. Estas condicio-
nes no serian las apropiadas para estudiar el cardcter
endofitico de un microorganismo, ya que segun Azevedo
(1998). la falta de preservacion de las condiciones natu-
rales de la planta, favoreceria al microorganismo. Tam-
bién, el desarrollo de los hongos inoculados en el medio
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Figura 2 - Plantines de Citrange ‘Troyer’ (en tubos)
después de 21 dias de inoculaciéon con C.
gloeosporioides. Se observa necrosis en hojas y tallos.
A - Plantin inoculado con la cepa No. 797. B - Plantin
inoculado con la cepa No. 328.

de cultivo usado para el crecimiento de los plantines en
tubos de ensayo, perjudicd la interpretacion de los resul-
tados, debiendo en ese caso repetirse las inoculaciones
en nuevos plantines.

Por otro lado. las condiciones de estrés de las
plantas en tubos de ensayo. también inducirian la transi-
cion de un estado endofitico mutualistico a uno
patogénico o antagonico. Estos resultados fueron con-
firmados por Petrini (1991). Segiin este autor, las infec-
ciones asintomdticas por hongos patégenos sugeririan que
la simbiosis endofitico-hospedador no puede ser repre-
sentada conceptualmente como una relacion estatica. Las
alteraciones fisiologicas del endofitico, asi como modi-
ficaciones en la susceptibilidad del hospedador causado
por estrés, juegan un importante papel en el cambio de un
tipo de simbiosis a otra, ya sea de mutualistica a antago-
nica o neutra.

La frecuencia de infeccion asintomatica de los
plantines en tubos de ensayo inoculados con C. gloeos-
porioides fue 12,5% para los aislamientos endofiticos.
No fue posible el aislamiento de los endofiticos, ni tam-
poco del patégeno. de los plantines asintomaticos man-
tenidos en macetas. Los valores encontrados in vitro, fue-
ron visiblemente inferiores a la ocurrencia de campo,
donde el menor porcentaje observado fue 34.7% (en
Yacuchina) (Duran, 2001). Esta diferencia estaria rela-

cionada a las sucesivas infecciones por endofiticos que
ocurren en las plantas en condiciones naturales, donde C.
gloeosporioides se encuentra como saprofito en ramas
secas, hojas o frutos momificados y en heridas cuticulares
de tejidos verdes.

El proceso de interaccion de C. gloeosporioides
con ¢l hospedador atn es desconocido. Para el esclare-
cimiento de varios aspectos involucrados en el proceso
de infeccion, serian necesarios nuevos ensayos, realiza-
dos en plantas en campo, inoculadas con mutantes
endofiticas de este hongo.
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