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Resumen  

En las plantaciones citrícolas del sur del país asociado a la poda mecánica se detectó 

necrosis en las ramas de forma generalizada en los cuadros en árboles en plena 

producción. Para determinar las posibles causas, se llevaron a cabo aislamientos a partir 

de ramas afectadas de limón lisbon (Citrus limon) y de mandarina Afourer (Citrus 

reticulata Blanco). Posteriormente los aislamientos de hongos obtenidos fueron 

identificados mediante técnicas morfológicas y moleculares, seleccionando 

representantes de los distintos tipos morfológicos observados. Se realizaron pruebas de 

patogenicidad en ramas y flores desprendidas de limón bajo condiciones controladas 

para evaluar la agresividad relativa de cada representante y poder comparar entre ellos. 

Además, se comparó la susceptibilidad de ramas de diferentes grosores. Se evaluó la 

cantidad máxima de enfermedad, la tasa de desarrollo de los síntomas y el área bajo la 

curva de progreso de la enfermedad (AUDPC). A partir de los síntomas observados en 

las inoculaciones artificiales, se realizaron aislamientos que confirmaron la presencia de 

los mismos hongos inoculados. Esto permitió cumplir con los postulados de Koch y 

establecer una relación causal entre Colletotrichum gloeosporioides s.s y la necrosis de 

ramas en Citrus limon. 

Palabras Clave: Colletrotrichum gloeosporioides, muerte regresiva de ramas, 

Citrus limon 
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Summary 

In citrus plantations in the south of the country associated with mechanical pruning, 

branch necrosis was detected in a generalized manner in the frames of trees in full 

production. To determine the possible causes, isolations were made from affected 

branches of lemon lisbon (Citrus limon) and Afourer mandarin (Citrus reticulata Blanco). 

Subsequently, the fungal isolates obtained were identified by morphological and 

molecular techniques, selecting representatives of the different morphological types 

observed. Pathogenicity tests were performed on detached lemon branches and flowers 

under controlled conditions to evaluate the relative aggressiveness of each 

representative and to be able to compare between them. In addition, the susceptibility of 

branches of different thicknesses was compared. The maximum amount of disease, the 

rate of symptom development and the area under the disease progress curve (AUDPC) 

were evaluated. From the symptoms observed in the artificial inoculations, isolations 

were made that confirmed the presence of the same inoculated fungi. This allowed us to 

comply with Koch's postulates and establish a causal relationship between 

Colletotrichum gloeosporioides s.s and branch necrosis in Citrus limon. 

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides, branch dieback, Citrus limon 
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1 Introducción  

La citricultura en Uruguay es considerada como el principal rubro frutícola 

exportador. El principal destino de la producción es la comercialización como fruta 

fresca, las exportaciones representan sólo un 37% de la producción total de 245.826 ton 

(Oficina de Estadísticas Agropecuarias [DIEA], 2024), debido entre otras causas a la 

presencia de enfermedades cuarentenarias como cancro, sarna y mancha negra. Las 

exportaciones de fruta fresca alcanzaron 62 millones de dólares en 2022, el 91% 

corresponden a rubros citrícolas (mandarinas, naranjas y limones). Los mercados 

destino más importantes son la Unión Europea y Estados Unidos los cuales poseen 

estrictos estándares de calidad de la fruta (Ackermann, 2023).   

Las enfermedades causadas por Colletotrichum spp. poseen distribución 

mundial y un amplio rango de hospedantes registrándose tanto en precosecha como en 

postcosecha (Contreras, 2006). Las especies del complejo C. gloeosporioides y C. 

acutatum en los cítricos causan enfermedades conocidas como Antracnosis y Caída 

Prematura de Frutos (CPF). Estos patógenos se observan en frutos maduros, hojas, 

ramas y también flores.  

En el caso de la CPF desde los pétalos infectados atacan al fruto en desarrollo 

produciendo su abscisión, lo que le da el nombre a la enfermedad. Como consecuencia, 

según Timmer y Tuset (2000), se reduce el rendimiento de las plantas hasta en un 50%. 

La enfermedad se presenta en todas las zonas cítricas húmedas desde Florida (EE. UU) 

hasta Uruguay (Timmer & Peres, 2015). Lima et al. (2011) afirman que ambas especies 

C. acutatum s.s. y C. gloeosporioides s.s. pueden causar la enfermedad Caída 

prematura de frutos (CPF) en cítricos. C. gloeosporioides se puede encontrar de forma 

epifita en flores y hojas (Peres et al., 2005). 
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2 Objetivos: 

2.1 Objetivo general:  
Estudiar la relación entre la presencia de Colletotrichum spp. en ramas 

necrosadas de C.limon y la muerte regresiva de ramas de cítricos. 

2.2 Objetivos específicos: 
Identificar la especie de Colletotrichum asociada al síntoma. 

Evaluar la capacidad patogénica de la/s especies de Colletotrichum en ramas de 

limón (Citrus limon). 

Comparar la patogenicidad de los distintos aislamientos obtenidos. 
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3 Revisión bibliográfica  

3.1 Generalidades de los cítricos  

Los cítricos tienen su origen en Asia Oriental en la zona meridional de Himalaya 

y China, Indochina, Tailandia, Malasia e Indonesia. Su gran adaptabilidad agroecológica 

se puede demostrar con el hecho de que actualmente están distribuidos entre los 

paralelos 44° N y 41° S (Agustí, 2020). Las regiones ubicadas en esas latitudes 

presentan características agroclimáticas que varían entre clima tropical, cálido-húmedo 

a clima templado de regiones subtropicales. Estas últimas son las que favorecen la 

mejor calidad de fruta (Gravina, 2014). Las condiciones climáticas de nuestro país 

ofrecen condiciones que permiten la obtención de frutas con excelentes atributos de 

color y sabor a pesar de estar en el límite de la latitud para su producción (Gravina, 

2014).  

Las especies de importancia económica de los cítricos pertenecen a la familia 

Rutaceae subfamilia Aurantioideae.  El género Citrus posee especies de plantas de 

tamaño heterogéneo, forma erecta a globosa, hojas perennes y unifoliadas de tamaño 

variable desde grandes a pequeñas, presencia de espinas, flores solitarias o en 

inflorescencias con 5 pétalos blancos, 5 sépalos verdes y de 20 a 40 estambres 

soldados. Los frutos, hesperidios, -compuestos exteriormente por la piel albedo y 

flavedo, que componen el exocarpo y mesocarpo-, están formados por un ovario con 8 

a 10 carpelos soldados que evolucionan a lóculos que contienen vesículas de jugo y 

semillas (Agustí, 2020; Gravina, 2014). 

Otro género de importancia de la misma subfamilia es Poncirus. La especie      

Poncirus trifoliata (L.) Raf., es utilizada como pie o portainjertos debido a su resistencia 

a bajas temperaturas, entre otras características beneficiosas (Agustí, 2020). 

3.2 Descripción botánica de Citrus limon 

Citrus limon se caracteriza por tener hábito de crecimiento erecto, con espinas 

grandes, hojas lanceoladas con pecíolo sin alas, brotes jóvenes violáceos y sus frutos 

de forma esférica a ovalada (Agustí, 2020). 
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3.3 Importancia económica y social de la Citricultura en Uruguay  
La citricultura es uno de los principales rubros frutícolas de Uruguay y está 

enfocada en la comercialización de fruta fresca en el mercado externo, representando 

un volumen de 89.941 toneladas, lo cual equivale al 37% de la producción total. Le sigue 

el mercado interno para el consumo en fresco con un 35%, mientras que sólo un 26% 

se destina a la industrialización (DIEA, 2024).  

Se destacan dos zonas destinadas a la producción comercial de citrus: la zona 

Litoral Norte que comprende a los departamentos de Salto, Paysandú y Artigas con el 

81% de la superficie total (10.739 ha), donde se concentra principalmente la producción 

de naranja, mandarinas y pomelos. La zona Sur está constituida por los departamentos 

de San José, Colonia, Canelones y Montevideo, que abarca 19% de la superficie (2.534 

ha) y se destaca por la producción de limones (DIEA, 2024). 

Según la Encuesta citrícola “Primavera 2023” (DIEA, 2024), actualmente existen 

alrededor de 413 explotaciones citrícolas, las cuales varían en tamaño o escala de 

superficie. Se señala que sólo 8 de estas explotaciones concentran la producción en 

grandes superficies de más de 400 hectáreas cada una, representando el 63% de la 

producción total. Por otro lado, las explotaciones de pequeña escala, con menos de 10 

hectáreas, representan solamente el 4% de la producción. 

Las especies producidas de mayor importancia son; mandarina, naranja y limón, 

y en menor medida el pomelo. En la Tabla 1 se observan los valores que representan 

cada una de ellas en cuanto a superficie, producción y rendimiento por hectárea. 

Tabla 1 
Producción total de especies de cítricos  

 

Nota. Elaborado en base a Encuesta citrícola “Primavera 2023” (DIEA, 2024). 

La especie de citrus más productiva es el limón, siendo la variedad criolla la más 

importante con 1.247 ha de superficie con un rendimiento de 30 t/ha y con mayor 

porcentaje de superficie bajo riego. Otras variedades relevantes son Limoneira 8A y 

Génova (DIEA, 2024).  
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3.4 Características Agroclimáticas de Uruguay 
La temperatura media anual en nuestro país es de 17,7°C las temperaturas 

medias más altas se presentan en los meses de enero y febrero y por ende las más 

bajas en los meses de junio y julio (Castaño et al., 2011). Las máximas temperaturas 

medias se aprecian en el entorno de los 28 y 30°C. 

El régimen hídrico de Uruguay es de tipo isohigro, presentando distribución 

uniforme de las precipitaciones durante el año. La media acumulada anual está entre 

1200 a 1600 mm. Los valores de humedad relativa promedio anual oscilan entre 70-

78%, se registran los menores valores durante el verano 65 - 75% y los máximos durante 

el invierno 76 - 80% (Castaño et al., 2011).  

3.5 Enfermedades de los cítricos  

Considerando que la exportación es el principal destino de la producción 

citrícola, y que los principales compradores poseen estrictas barreras sanitarias, la 

protección vegetal de los cítricos es uno de los factores productivos más importantes. 

Por ello es necesario obtener fruta, además de sin residuos de plaguicidas, libre de 

Mancha negra, Sarna y Cancro, que son enfermedades cuarentenarias para los 

principales mercados de destino. También es deseable que la fruta no presente ningún 

tipo de imperfecciones en la piel (Otero et al., 2020).  

La Mancha negra, también conocida como “Black spot”, es una de las 

enfermedades que afecta la calidad estética del fruto, en ataques severos puede 

ocasionar bajos rendimientos. Su agente causal es el hongo Guignardia citricarpa, su 

síntoma se expresa como lesiones superficiales grisáceas, deprimidas, con 

puntuaciones de coloración oscura, que corresponden a los picnidios. Estas lesiones 

presentan diversos aspectos según el estado de desarrollo del fruto. Puede afectar a 

todas las especies de citrus, pero el limonero es el más susceptible (Timmer & Tuset, 

2000). 

La Sarna de los cítricos es una enfermedad que afecta hojas y frutos jóvenes, 

deteriorando la calidad externa del fruto. El síntoma que se visualiza en el fruto son 

costras marrón claro, que pueden unirse formando manchones y en hojas una 

protuberancia de coloración clara (Danós, 1996). El agente causal asociado a esta 
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enfermedad que se encuentra presente en nuestro país es Elsinoë australis (Martínez 

et al., 2015).  

El Cancro cítrico es una enfermedad que causa lesiones en todos los órganos 

en desarrollo. Su agente causal es la bacteria Xanthomonas axonopodis pv. citri. El 

síntoma típico son manchas de color marrón y de consistencia corchosa con un halo 

acuoso y clorótico (López, 2000). En el fruto el daño es cosmético, dificultando su 

comercialización en el mercado mundial de citrus. Citrus limon es la especie más 

susceptible, debido a sus numerosas brotaciones y presencia de espinas. Por ser una 

bacteria el control químico es poco efectivo, por lo cual es imprescindible una 

combinación de diversas medidas, control cultural, químico y legal (Scattolini, 2009). 

 Otra preocupación del sector citrícola nacional es el avance de la enfermedad 

Huang Long Bing o HLB causada por la bacteria Candidatus liberibacter en nuestro 

territorio. HLB es transmitida por el vector Diaphorina citri que está presente en el Norte 

del país. Los síntomas son manchas amarillas en hojas que conforman un moteado 

difuso y asimétrico (Robles et al., 2013). Los frutos de plantas enfermas se desarrollan 

de forma asimétrica, pequeños, con coloración verde y con semillas abortadas (Bové, 

2006). Debido a la severidad de los daños que ocasiona, en nuestro país existe un 

programa de monitoreo del vector y de la enfermedad. Hasta el momento se aplica una 

estrategia de erradicación de las plantas enfermas.  

Asociada a la muerte regresiva de ramas encontrada en el predio se reportan 

diversos agentes causales: Fusarium, Phoma, Diplodia, Sclerotinia, Phomosis, 

Colletotrichum, Lasiodiplodia, Fusicoccum y también Botryosphaeria (Graham & Menge, 

2002; Reuther et al.,1978). 

3.6 Género Colletotrichum spp. 
El género Colletotrichum comprende diversos complejos de especies (Damm et 

al., 2012) pertenecientes a la clase Ascomycetes y se caracteriza por presentar 

acérvulos con setas o sin setas, los conidióforos, también conocidos como fiálides, 

tienen pared gruesa y frecuentemente pigmentada. Los conidios son hialinos 

generalmente unicelulares, con contenido granuloso en ocasiones y forman apresorios 

oscuros cuando germinan. Las masas de conidios son claras, blancas o en tonos de 

rosa o naranja (Von Arx, 1981). 
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Figura 1 
Conidióforos de Colletotrichum spp. 

 

Nota. Tomado de Chung et al. (2020). 

Alvarado (2015) estudiando hongos de este género, asociados a cítricos, los 

describe como poseedores de conidios alargados translúcidos, curvos y fusiformes y 

acérvulos con setas. Dentro del género existen especies saprófitas y parásitas (Timmer 

& Tuset, 2000). Las especies más mencionadas afectando cítricos son dentro del 

complejo de especies de C. gloeosporioides a C. gloeosporioides s.s. y dentro de 

complejo de C. acutatum a C. acutatum s.s. y C. karstii (Camiletti et al., 2022; Lima et 

al., 2011).  

C. acutatum s.s. en medio de cultivo desarrolla colonias de color anaranjado con 

masa conidial salmón, presenta micelio algodonoso blanco con anillos concéntricos 

(Alvarado, 2015). El rango de temperatura en el que se desarrolla varía entre 10 y 40°C 

siendo su óptimo alrededor de 28°C (Timmer & Tuset, 2000). Sus conidios se dispersan 

facilitados por el agua, de rocío o lluvia, contenidos en una masa mucilaginosa. Llegan 

al huésped donde germinan formando un apresorio oscuro, redondo y de color negro y 

penetran a través de aperturas naturales como estomas, heridas o mediante penetración 

directa en brotes, frutos y flores. Una vez que ingresa, el micelio crece intercelularmente 

produciendo muerte de tejidos (Contreras, 2006). 

Por otra parte C. gloeosporioides s.s. en medio de cultivo desarrolla colonias 

blancas, con tonalidades gris oscuro, de textura algodonosa y con círculos concéntricos. 

Presenta acérvulos redondeados y color oscuro. Conidios alargados y con puntas 

redondeadas (Timmer & Tuset, 2000). El patógeno sobrevive en tejidos muertos 

infectados en forma latente. Cuando las condiciones son favorables se disemina por 

medio del agua colonizando las flores nuevas y germinando las esporas a las 12 horas 

(Del Rivero, 1990). 
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3.7 Enfermedades de cítricos causadas por especies del género 
Colletotrichum spp.  

El género Colletotrichum asociado a cítricos puede ocasionar diversas 

enfermedades: Antracnosis, desarrollando síntomas en órganos debilitados de la planta, 

Caída prematura de frutos (CPF) que se inicia con la infección de pétalos y muerte 

regresiva de ramas.  

3.7.1 Antracnosis  
Antracnosis es un término que se refiere a enfermedades con manchas 

necróticas, hundidos tanto en hojas como en frutos y tallos y es causada por hongos 

que producen conidios en acérvulos (Agrios, 2005). Muchos cultivos tienen antracnosis, 

pero dicha sintomatología puede ser causada por diferentes géneros fúngicos. En 

cítricos se le llama antracnosis a enfermedades causadas principalmente por las 

especies C. gloeosporioides s.s. y C. acutatums.s.s. (Waller, 1992, como se cita en 

Alvarado, 2015) que expresa que éstos patógenos atacan a más de una parte de la 

misma planta, ocasionando enfermedades separadas que pueden interactuar durante 

el ciclo del cultivo. En cítricos esta característica es de gran importancia ya que es un 

cultivo perenne y algunas especies tienen intensas brotaciones. Un órgano infectado, 

cuando expresa síntomas, se convierte en fuente de inóculo para otro órgano de la 

misma planta que puede expresar un síntoma distinto. Las mayores pérdidas 

económicas se observan cuando la infección se da a nivel de los pétalos provocando 

caída prematura de los frutos en desarrollo (Timmer & Peres, 2015).  

Los síntomas causados por C. acutatum s.s. pueden presentarse en diversos 

órganos en desarrollo, provocando muerte regresiva de ramitas, manchas necróticas en 

hojas y caída prematura de frutos. Los más frecuentes son manchas deprimidas y secas 

con margen definido y puntuaciones negras en el centro que corresponden a los 

acérvulos. En frutos cercanos al tamaño final se manifiestan manchas oscuras y 

deprimidas que afectan gravemente la calidad del mismo (Timmer & Tuset, 2000).  

La infección puede desarrollarse en un amplio rango de temperaturas entre 18 y 

33°C acompañado de una alta humedad relativa 95 - 100%. El desarrollo del patógeno 

se ve favorecido por las altas temperaturas, cuando las condiciones no son favorables 

puede permanecer quiescente en las primeras etapas de infección. Las gotas de lluvia 

o rocío favorecen la dispersión y desarrollo de la infección. Por esta razón es necesario 

un periodo de precipitaciones y tejidos en desarrollo para que se manifieste la 

enfermedad (Alvarado, 2015). 
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3.7.2 Caída prematura de frutos (CPF) 
Esta enfermedad fue reportada en 1956 en Belice en cultivos de naranja 

Valencia (Fagan, 1979), es la de mayor importancia causada por el género 

Colletotrichum ya que puede ocasionar grandes pérdidas productivas. En nuestro país 

es una enfermedad que causa mucha preocupación en el sector productivo. Timmer y 

Tuset (2000) estiman que reduce hasta en un 50% la cosecha (2000).  Esos mismos 

autores afirman que la CPF está fuertemente vinculada con C. acutatum s.s. aunque 

más recientemente también se reportó a C. gloeosporioides s.s. como agente causal de 

CPF (Lima et al., 2011; McGovern et al., 2012).  

Los síntomas se visualizan como manchas acuosas a color rosa claro y a 

marrones en los botones florales y en flor abierta manchas que en condiciones 

favorables, ambiente húmedo y temperatura entre 18 - 27°C, evolucionan rápidamente 

a un tizón floral (Del Rivero, 1990). Los pétalos infectados quedan adheridos a los frutos 

lo que resulta en su abscisión prematura. La abscisión de frutos causada por la 

enfermedad difiere de la caída fisiológica normal de los frutos por la persistencia de cáliz 

y pedicelos en la planta (Fagan, 1979). Este síntoma característico es denominado 

comúnmente como “estrellita”. 

Figura 2 
Ciclo Colletotrichum acutatum en cítricos  

  

Nota. Tomado de Timmer y Peres (2015). 
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3.7.3 Muerte regresiva de ramas 
Si bien hay distintos géneros fúngicos asociados a muerte de ramas (Polanco et 

al., 2019), esta enfermedad está descrita como una de las causadas por Colletotrichum 

spp. asociada a la antracnosis de la lima que incluye también síntomas en flores y frutos 

(Timmer, 2002). 

Esta enfermedad, se encuentra presente en la zona citrícola del Mediterraneo, 

causada por C. gloeosporioides s.s. y ocasionalmente por C. karstti confirmado por 

estudios realizados en el sur de Italia y Albania (Riolo et al., 2021). El síntoma de esta 

enfermedad es la necrosis de ramas estresadas y/o debilitadas con avance difuso y en 

ocasiones con presencia de puntuaciones negras. En un establecimiento productivo del 

sur de Uruguay fue estudiada en mandarina Afourer y limón Lisbon asociada a C. 

gloeosporioides s.s. (Pereyra et al., 2023).  

Hay diversas investigaciones referidas a la muerte regresiva de ramas en cítricos 

que se atribuyen a diferentes géneros fúngicos. Trabajos realizados en México asocian 

la muerte regresiva de ramas con especies del género Lasiodiplodia y otros géneros de 

la familia Botryosphaereaceae (Polanco et al., 2019). Sin embargo, Camiletti et al. 

(2022), en California, describen a C. gloeosporioides.s.s. y C. karstii, como agente 

causal de Dieback o muerte regresiva en cítricos.s.  
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4 Materiales y métodos 

El presente trabajo se realizó en el Laboratorio de Fitopatología de la Facultad 

de Agronomía, Universidad de la República Uruguay.   

4.1 Recolección y procesamiento de muestras 
Las ramas con síntomas fueron obtenidas a principios de otoño de 2022 en un 

monte de 25 años de limón Lisbon y en otro de mandarina Afourer, de un predio de las 

inmediaciones de la ciudad de Pando, Canelones, Uruguay. Consistieron en ramas 

jóvenes con necrosis regresiva y zona de avance difuso. Se llevaron al laboratorio para 

posterior análisis. 

En el laboratorio las muestras fueron observadas para caracterizar 

detalladamente el síntoma. Se tomó tejido de transición entre el síntoma y la parte sana, 

se sumergió 1 minuto en alcohol 70%, se enjuagó con agua destilada estéril (ADE) y 

secó en papel absorbente en cámara de flujo; posteriormente se sembró en placas con 

Potato Dextrosa Agar (PDA Oxoid ®).  Estas se incubaron en oscuridad a 25°C. A las 

48 hs se observaron colonias fúngicas y a los cinco días se repicaron los hongos 

desarrollados para obtener los aislamientos.   

4.2 Caracterización de los aislamientos  

4.2.1 Caracterización morfológica  
A partir de los aislamientos obtenidos se realizaron monospóricos mediante la 

siembra de una suspensión de esporas en Agar Agua (AA). A las 24 horas utilizando 

una lupa en cámara de flujo se repicaron a PDA los conidios germinados.   

Los aislamientos monósporicos obtenidos se clasificaron por características 

morfológicas de colonia y se nombraron con letras de la A a la L. Se utilizó la clave de 

identificación de hongos de Von Arx (1981) para identificar a nivel de género. Para su 

almacenamiento se colocaron trozos de papel secante estéril en la placa de cada 

aislamiento. Una vez colonizados por el hongo, se colocaron en sobres de papel 

estériles, se secaron en sílica gel y se ingresaron a la micoteca del Laboratorio de 

Fitopatología.  

En cada aislamiento se evaluó la velocidad de crecimiento de colonia, 

dimensiones de conidios e intensidad de esporulación. Para esto los aislados se 

incubaron en oscuridad a 25°C. La velocidad de crecimiento se obtuvo midiendo 

periódicamente el diámetro de la colonia promediando la medida en dos ejes 
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perpendiculares en mm/día. A partir de una suspensión de esporas se estudió la forma 

de las mismas con un microscopio Olympus CX23 con aumento 40X; el tamaño se 

determinó con un promedio de 10 mediciones, utilizando Dino Eye Digital Piece Camera 

AM-4023X y el software Dinocapture 2.0; la intensidad de esporulación expresada en 

conidios/ml se calculó utilizando una cámara de Neubauer a partir de colonias con 7 

días de edad. 

4.2.2 Identificación molecular  
Para realizar una identificación a nivel de especie, se extrajo ADN de un 

aislamiento representativo de cada tipo de morfología de colonia con 7 días de 

crecimiento utilizando kit comercial ADN Quick - DNA ™ Fungal/Bacterial Miniprep kit 

(Zymo Reasearch, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante; se amplificó la 

región del gen que codifica la enzima glicerhaldehido 3 fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH) con los cebadores GDR y GDF y la región intergénica ApMat con los 

cebadores CgDL_F6/CgMAT1_F2 y se utilizó el programa de amplificación para ambas 

regiones sugerido por Moreira et al. (2021). Se confirmó la amplificación con una 

electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. Los productos de PCR se secuenciaron en 

MACROGEN Inc., Seaul, Korea y las secuencias obtenidas se analizaron con el BLAST 

en el GenBank para confirmar el género e identificar la especie del patógeno.  
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Figura 3 
Secuencia de pasos para la identificación molecular  

 

4.3 Pruebas de patogenicidad   

4.3.1 Prueba de patogenicidad en ramas 
Para realizar las pruebas de patogenicidad se utilizaron colonias de 7 días de 

edad y ramas de Citrus limon tipo Lisbon de árboles adultos y de plantas jóvenes de 

vivero clasificadas por grosor. Al mismo tiempo que se aplicó uno de los postulados de 

Koch se comparó la agresividad entre los aislamientos de los tipos morfológicos 

encontrados. 

Las inoculaciones en las ramas se realizaron colocando un cilindro de agar de 5 

mm de diámetro del margen de la colonia de cada aislamiento en una incisión oblicua 

en la zona de entrenudos de las ramas desinfectadas (alcohol 70%) y sellando con film 

de polietileno. Para las ramas testigo se colocó un cilindro de PDA aséptico. Las ramas 

se enterraron en arena húmeda esterilizada en recipientes plásticos y se los cubrió para 

generar una cámara húmeda. Para cada parcela se inocularon 10 ramas. Se regaron 

periódicamente con agua destilada para mantener la humedad y a una temperatura 

entre 25-28°C óptima para el desarrollo del patógeno (Timmer & Tuset, 2000).  

Para ajustar la metodología, se inocularon ramas jóvenes de 15 cm de longitud 

de un monte adulto con cilindros de agar del borde de la colonia del aislamiento G y 

cilindros con medio de PDA estéril para las ramas testigo. Se obtuvieron resultados a 

los 11 días. 



22 
 

El ensayo 1 se realizó inoculando ramas vigorosas de 30 cm obtenidas de podas 

de vivero con los aislamientos A, D, F y G y con cilindros de medio PDA para tratamiento 

testigo. Cada aislamiento fue inoculado en 10 ramas gruesas (> 5mm de diámetro) y en 

10 ramas finas (< 5mm diámetro) (Figura 4). Se realizó una evaluación periódica durante 

25 días para determinar la aparición de síntomas y la producción de esporas.  

El ensayo 2 consistió en repetir la metodología del anteriormente propuesto 

inoculando ramas vigorosas de 30 cm de un monte adulto con los aislamientos A, D, E, 

F y G y se observó la severidad de la necrosis a los 30 días.  

El diseño experimental fue completamente al azar (DCA) con 2 factores: grosor 

de ramas y aislamientos, con 10 repeticiones por parcela. Siendo la unidad experimental 

cada una de las ramas inoculadas.  

Figura 4 
Diagrama del ensayo experimental en ramas 

 

Nota. Las letras A, D, F y G indican inoculación en ramas gruesas y letras a, d, f y g 

ramas finas.  

Las evaluaciones consistieron en medir el avance de la lesión longitudinalmente 

en mm/día y registrar la presencia de esporulación. Las variables analizadas fueron el 

máximo de necrosis alcanzada, la tasa de desarrollo de esta (r) y el área bajo la curva 

de progreso de la enfermedad (AUDPC). 

De las ramas que expresaron síntomas se realizaron los re aislamientos, se 

compararon las características de las colonias desarrolladas con las colonias de origen 

siguiendo así los postulados de Koch.  
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4.3.2 Prueba de patogenicidad en flores  
Se recolectaron flores de Citrus limon en antesis de aspecto sano e 

inmediatamente después de su recolección a campo se desinfectaron (alcohol 70%), se 

asperjaron con suspensión de esporas. Esta se realizó agregando 10 ml de ADE a 

colonias de 7 días de edad desprendiendo las esporas frotando con un ansa de 

Drigalsky. Se volcó la suspensión a un vaso de bohemia y se midió la concentración de 

esporas utilizando la cámara de Neubauer (French & Hebert, 1980). Se ajustó la 

concentración de esporas a 1x106 (Ruiz et al., 2014) utilizando la fórmula Ci*Vi=Cf*Vf  

Para instalar el ensayo se utilizaron almacigueras de 15 celdas para cada 

tratamiento (aislamiento representante de cada morfotipo). En cada celda se colocó un 

algodón humedecido sobre el que se ubicaron flores; éstas se inocularon asperjándolas 

hasta punto de goteo con la suspensión de esporas de los distintos tratamientos y con 

ADE en el tratamiento testigo. Se las cubrió con bolsas de nylon para generar una 

cámara húmeda (Figura 5).  

Figura 5 
Diagrama del ensayo experimental en flores 

 

Las evaluaciones consistieron en la cuantificación de la incidencia de síntomas 

como proporción de flores afectadas y la severidad utilizando una escala de 5 niveles 

basada en la propuesta por Hernández (2016) (Figura 6). Se registró la expresión de 

signo rosa salmón.  
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Con los datos obtenidos se calculó el Índice medio de severidad (IMS) según la 

siguiente fórmula:  

𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼 =
(0 ∗ 𝑁𝑁º0 +  1 ∗ 𝑁𝑁º1 +  2 ∗ 𝑁𝑁º2 +  3 ∗ 𝑁𝑁º3 +  4 ∗ 𝑁𝑁º4 +  5 ∗ 𝑁𝑁º5) 

𝑁𝑁º0 +  𝑁𝑁º1 +  𝑁𝑁º2 +  𝑁𝑁º3 +  𝑁𝑁º4 +  𝑁𝑁º5 
 

Donde Nº0 es el número de flores sin síntomas; Nº1 es el número de flores con 

severidad de índice de clase 3%; Nº2 es el número de flores con severidad de índice de 

clase 6%; Nº3 es el número de flores con severidad de índice de clase 12%; Nº4 es el 

número de flores con severidad de índice de clase 25%; Nº5 es el número de flores con 

severidad de índice de clase 50%. 0, 1, 2, 3, 4, 5 son los niveles de severidad 

correspondientes a 0%, 3%, 6%, 12%, 25%, 50% respectivamente. Se realizó la 

evolución de IMS por cada tratamiento A, D, E, F y G, y se calculó AUDPC. 

Figura 6 
Escala de severidad en flores de Citrus limon 

  

Nota. Adaptado de Hernández (2016). 

Los datos obtenidos fueron analizados estadísticamente mediante análisis de 

varianza y prueba de comparación de medias de Tukey (α ≤ 0,05), utilizado el software 

R Studio. 
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5 Resultados y discusión 

5.1 Recolección y procesamiento de las muestras 
Se obtuvieron 12 aislamientos fúngicos con características morfológicas del tipo 

de Colletotrichum spp. a partir de ramas de limón (7 aislamientos) y mandarina Afourer 

(5 aislamientos). Estos presentaron 7 tipos morfológicos de acuerdo a las características 

de su desarrollo en medio PDA.  

5.2 Características de los aislamientos 
En los cultivos monospóricos realizados las colonias presentaron crecimiento 

radial, color salmón con borde blanquecino en cara inferior y en cara superior color 

blanco grisáceo y textura algodonosa como se describe en la bibliografía (Contreras, 

2006; Orozco, 2006). Algunos presentaron círculos concéntricos (Allende-Molar et al., 

2019; Alvarado, 2015) (Figura 7). Las estructuras reproductivas desarrolladas en las 

colonias corresponden al género Colletotrichum, que en ocasiones presentaron 

puntuaciones negras que corresponden a fiálides de tonalidades oscuras (Von Arx, 

1981). En los aislamientos E y G se observaron más fiálides oscuras, que en el resto de 

los aislamientos; el F no presentó estas estructuras mientras que el A y el D, las 

presentaron en menor cantidad (Tabla 2).  

Tabla 2 
Caracterización de colonias de origen monospórico de 7 días de edad 
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Figura 7 
Colonias de origen monospórico de los aislamientos 

 

Nota. Cara inferior (a) y cara superior (b), de izquierda a derecha A, D, E, inferior F y 

G.  

Las colonias presentaron un rápido crecimiento en medio PDA y una tasa de 

crecimiento de 19,3 mm/día, mayor que lo reportado por otros autores para C. 

gloeosporioides s.s. (McGovern et al., 2012; Orozco, 2006; Riolo et al., 2021). La tasa 

de crecimiento de los aislamientos F, G y D fueron de 22,4 mm/día, 21 mm/día y 20,7 

mm/día respectivamente y homogénea durante el período de evaluación; el aislamiento 

A presentó una tasa de crecimiento fluctuante durante el mismo período (Figura 8). El 

aislamiento E presentó la menor tasa con un valor de 13 mm/día logrando un diámetro 

final de 42 mm, lo que fue una limitante para incluirlo en prueba de patogenicidad en 

ramas (Tabla 3). 
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Figura 8 
Evolución del diámetro de las colonias de origen monospórico 

 

Respecto al tamaño de conidios los aislamientos A y D presentaron un largo de 

conidios mayor 18,2 μ mientras que E, F y G presentaron un largo promedio de 17,5 μ 

(Tabla 3 y Figura 9). En el ancho los valores estuvieron entre 5,3 y 5,7 μ no presentando 

tendencias que permitan diferenciarlos. El aislamiento E no solo fue el de más lento 

crecimiento, sino que también presentó los valores mínimos de largo y ancho de 

conidios. Las dimensiones de los conidios caracterizados coincidieron con las 

dimensiones obtenidas por Alvarado (2015) y se encuentran dentro del rango de 

dimensiones características de Colletotrichum gloeosporioides descrito por Von Arx 

(1981) 10-21 x 4-6 μ largo y ancho respectivamente. La forma de los conidios alargados 

con extremos redondeados (Figura 9) (Timmer & Tuset, 2000).  

Tabla 3 
Caracterización morfológica de los aislamientos  

 

Los aislamientos A, D y G presentaron una intensidad de esporulación de 88,3 

conidios/ml, 82 conidios/ml y 72,5 conidios/ml respectivamente. El aislamiento E 

presentó un valor intermedio de 25,8 conidios/ml, además de haber mostrado el menor 



28 
 

crecimiento in vitro. El aislamiento F presentó la intensidad de esporulación más baja 

con 3,75 conidios/ml (Tabla 3). 

Figura 9 
Características de las colonias y conidios de los diferentes aislamientos obtenidos 

 

Nota. Colonias de 7 días de edad, de superior a inferior: aislamientos A, D, E, F y G y 

sus respectivos conidios en microscopio Olympus cx23 a 40X. 
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5.3 Identificación molecular  
Según el producto de PCR de las regiones génicas GAPDH y ApMat 

secuenciadas los 5 aislamientos tipo A, D, E, F y G con los que se trabajó, corresponden 

en su totalidad a Colletotrichum gloeosporioides s.s. Estos resultados concuerdan con 

lo obtenido en las investigaciones de Riolo et al. (2021) y Camilleti et al. (2022). 

Los aislamientos de C.gloeosporioides produjeron necrosis tanto en ramas como 

en flores, aunque la mayoría de la bibliografía de enfermedades de cítricos atribuyen la 

necrosis de flores a C. acutatum (Orozco, 2006; Timmer et al., 1998). En este 

experimento el C.gloeosporioides causó necrosis en flor, coincidiendo con los resultados 

obtenidos por P. Mondino (comunicación personal, 2024). 

5.4 Pruebas de patogenicidad en ramas 
La incidencia máxima promedio obtenida fue de 0,9 y el largo máximo de lesión 

promedio de 7 mm (Figura 10) en las condiciones de este experimento e 

independientemente de los tratamientos (ensayo 1). Los aislamientos probados dieron 

distintos grados de incidencia y largo de lesión (Figura 11).  

Figura 10 
Evolución de incidencia y largo de lesión de la totalidad las ramas inoculadas 

 

El tratamiento G fue el que manifestó mayor largo de lesión de síntomas (12,2 

mm) superando significativamente a los tratamientos D, F y A que no mostraron 

diferencias significativas entre sí (Figura 11). Los mismos desarrollaron una necrosis de 

6,5 mm, 4,85 mm y 4,5 mm respectivamente. Las ramas testigo cicatrizaron la herida de 

inoculación y no presentaron necrosis. Riolo et al. (2021) en pruebas de patogenicidad 

en ramas de cítricos de diversas edades inoculados con Colletotrichum gloeosporioides 

obtuvieron lesiones más severas (longitud media de la lesión 24mm). Estos autores 
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asocian la mayor cantidad de enfermedad al estrés provocado por la exposición de los 

árboles inoculados a vientos fuertes, lo que podría favorecer la entrada del hongo.  

Solo los tratamientos G, A y D desarrollaron el signo característico color salmón 

(Allende-Molar et al., 2019) en la zona inoculada. El tratamiento G presentó 65% de 

ramas con signo seguido por el A con 25% y el D con 15% de ramas con signo. El F no 

presentó signo salmón en ninguna de las ramas inoculadas. 

Figura 11 
Evolución de la zona necrosada (mm) por aislamiento  

 

Tabla 4 
Variables analizadas V máx., r y AUDPC por aislamiento en ramas  

 

Nota. Las letras indican diferencias significativas por test de Tukey (α ≤ 0.05).V max. 

es el valor máximo de necrosis, r es la tasa de desarrollo de la enfermedad y AUDPC 

es el área bajo la curva de desarrollo de la enfermedad. 

La mayor tasa de desarrollo de la enfermedad (r) fue la del aislamiento G con un 

valor de 0,68, seguido por el aislamiento D con un 0,36. Los que presentaron menores 

tasas de desarrollo de la enfermedad fueron los aislamientos F y A con valores de 0,27 

y 0,25 respectivamente (Tabla 4).  
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Con respecto al grosor de las ramas se observó que los tratamientos G y F 

presentaron mayor avance de necrosis en las ramas finas que en las ramas gruesas al 

igual que lo que se observó en el ajuste metodológico. Por el contrario, en los 

tratamientos D y A la necrosis fue mayor en las ramas gruesas (Figura 12). En la 

comparación de necrosis en ramas finas y gruesas sólo el tratamiento F presentó 

diferencias significativas. Por lo tanto, no se puede afirmar que las ramas de menor 

grosor son más susceptibles a la necrosis por Colletotrichum spp.  

Figura 12 
Evolución de necrosis en ramas de vivero de distintos grosor  

 

Nota. Letras mayúsculas indican inoculaciones en ramas gruesas y letras minúsculas 

inoculaciones en ramas finas con los aislamientos A, D, F y G.  

El aislamiento G presentó mayor avance de la lesión necrótica en ramas finas 

alcanzando un máximo de 14 mm y en las gruesas 10,7 mm al igual que el aislamiento 

F que presentó 6,5 mm de lesión de ramas finas y 3,2 mm en las gruesas. 

Contrariamente el D presentó una necrosis mayor en ramas gruesas 7,4 mm que en las 

de menor grosor 5,6 mm. Por último, el A mostró un avance máximo de lesión similar 

entre ramas finas y gruesas de 4 mm y 5 mm respectivamente. Por lo tanto, los 

aislamientos G y F fueron más agresivos en ramas de menor grosor, al contrario que D 

y A que fueron más agresivos en ramas gruesas. Las diferencias en agresividad entre 

los aislamientos de C. gloeosporioides son similares con los resultados de Campo-Arana 

et al. (2015) en otros frutales comerciales.  
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Por otra parte, en el ajuste metodológico realizado en ramas poco vigorosas de 

árboles adultos, las de menor diámetro sin lignificar también presentaron mayor 

severidad de necrosis que las ramas de mayor diámetro, aunque estas últimas 

mostraron mayor esporulación. 

Figura 13 
Ramas necrosadas del aislamiento G 

 

En los cortes en bisel se observó que las ramas inoculadas con el aislamiento G 

presentaron avance de necrosis en profundidad color marrón claro en contraste con los 

tratamientos A, D y F que no lo presentaron. De los re-aislamientos se confirmó que las 

colonias corresponden al hongo inoculado: Colletotrichum gloeosporioides cumpliendo 

los postulados de Koch. 

Cuando se repitió el ensayo con los 5 aislamientos (ensayo 2) no se observó 

necrosis en ninguno de los grupos de ramas inoculadas, ni en el tratamiento testigo, lo 

que no permite confirmar los resultados obtenidos previamente. Probablemente se deba 

a la capacidad de este hongo de producir infecciones latentes cuando el huésped no 

está susceptible (Camiletti et al., 2022). 

5.5 Prueba de patogenicidad en flores  
Cuando las flores comenzaron a dar síntomas rápidamente llegaron todos los 

tratamientos al 100% de incidencia, pero no con la misma severidad por lo que se 

analizó el % de flores con necrosis de 50% o más considerándolas como % de flores ya 

totalmente necrosadas. 
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Con esa aclaración, se acuñó a los efectos de este trabajo el término incidencia 

de flores muertas.  En los resultados se constató que los tratamientos G, D, F y E al final 

del ensayo presentaron una incidencia de 1, mientras que el A y el testigo presentaron 

una incidencia de 0,7 y 0,6 respectivamente (Figura 14). La tasa de desarrollo de la 

enfermedad (r) presentada por G, D, F y E fueron iguales entre sí y mayor que el 

tratamiento A y Testigo. En el tratamiento Testigo las necrosis estuvieron asociadas a 

Alternaria spp., Penicillium spp. y Cladosporium spp., que también se registraron en los 

otros tratamientos. Otros autores también detectaron presencia conjunta de diversos 

hongos con C. gloeosporioides s.s. en flores (Arias Rivas et al., 2006; Fagan, 1979) 

(Figura 15).  

Figura 14 
Evolución de la proporción de flores con 50% o más de tejido afectado  
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Figura 15 
Evolución del índice medio de severidad (IMS) en flores 

 

Tabla 5 
Variables analizadas V máx., r y AUDPC por aislamiento en flores  

 

Nota. Las letras indican diferencias significativas por test de Tukey (α ≤ 0.05). V max. 

es el Valor máximo de necrosis, r es la tasa de desarrollo de la enfermedad y AUDPC 

es el área bajo la curva de desarrollo de la enfermedad). 

La mayor necrosis observada en el tratamiento G probablemente se deba a la 

acción conjunta de éste, -que fue el más agresivo en ramas- con los otros hongos 

detectados, que fueron más abundantes que en los otros tratamientos. Se realizó una 

corrección de IMSmáx restando el IMSmáx del testigo al IMSmáx de cada tratamiento. 

Resultando que el tratamiento G siguió mostrando el valor más alto de IMS y AUDPC 

con valores de 20,13 y 78,2 respectivamente en la penúltima evaluación. Por el 

contrario, el tratamiento A fue el que presentó menor valor de IMS y AUDPC en la 
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penúltima evaluación con valores de 6,66 y 38,4 respectivamente y fue el único que se 

diferenció en la última evaluación (Tabla 5). 

Las flores inoculadas con el aislamiento E fueron las únicas que expresaron el 

signo color salmón de Colletotrichum gloeosporioides s.s. sobre el tejido colonizado 

(Figura 17). Este aislamiento presentó la mínima tasa de crecimiento y baja intensidad 

de esporulación in vitro. Esto puede estar indicando mayor capacidad competitiva frente 

a los otros hongos que se desarrollaron y también su mayor carácter parasítico que 

saprofítico. Por otro lado, su desempeño in vitro podría estar explicado por la presencia 

de algún virus micoparásito dado que éstos pueden afectar el desarrollo vegetativo, 

reproductivo y el comportamiento patogénico (Casas et al., 2023).  

Figura 16 
Prueba de patogenicidad en flores a los 3 días de inoculadas 

 

Figura 17 
Esporulación en aislamiento E 
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6 Conclusiones 

Los resultados obtenidos en las condiciones de este experimento permitirían 

afirmar que Colletotrichum gloeosporioides s.s. podría causar necrosis regresiva de 

ramas al haberse cumplido con los postulados de Koch. 

También se podría asociar Colletotrichum gloeosporioides s.s. a la necrosis en 

flores de limón tipo Lisbon. 

Existe una tendencia a que las ramas de menor grosor y estresadas se 

comporten como más susceptibles al ataque por Colletotrichum gloeosporioides s. s. 

Los C. gloeosporioides s.s. analizados demostraron diferencias entre sí: el G fue 

el más agresivo y el A fue el menos agresivo tanto en prueba de patogenicidad en ramas 

como en flores. 
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