Estudio de la Antracnosis en Guandbana (Anrona muricata L.y 11, Efecto en la
Morfologia de los Tallos'

ABSIRACT

Healthy seedlings of soursop (dnnona muricara L.} 25
to 30 cm long were locally inoculated with a suspension of
Calletotrichum glocosporivides Penz. conidia. Samples of
the inoculated and healthy young stems were taken at various
time intervals. The epidermis showed the first signs of cell
colfapse 48 hours after inoculation, fellowed by folding
and rtupture of the antichinal and periclinal cell walls,
respectively. Sixty hours later, small lesions were observed;
the epidermis, phellogen and cortical parenchyma were the
tissues that suffered the greatest damage. The lesions were
fully developed fifty days after inoculation, Detachment of
the external layers of tissue was ebserved, as well as an
abrormal cell division between the affected sections and the
apparently healthy ones. It is suggested that penetration in

intact epidermal cells might oceur by the enzymatic action
of the fungus; this penetration can afso take place via lenti-
cels, in which case preater damage occurs. Fungus infection
was also detected zt the node level, resulting in 3 total
necrosis of the apex and foliar primordiz on the axilary
buds. Colletotrichum gloeosporivides reached the vascular
tissues through the foliar trace when this type of infection
took place.

INTRODUCCION

I cultive de fa puandbana (Annona muricata)
adquiere cada dia mas importanciz por los

@ varios usos que sc e puede dar a la fruta, tanto
para su consumo fresco como para su industraliza-
cion, La fruta es rica en vitaminas y minerales y tiene
un sabor muy agradable (4, 6,19, 26)

La antracnosis, cuyo agente causal es Colletotyi-
chum gloeosporioides de la clase Deuteromycetes v el
estado teleomorfico Glomerella cingrdata, produce
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COMPENDIO

Se tomaron plantas sanas de guandbana de 25 2 30 em de
longitud y se inocularon en forma localizada con una suspen-
ston de conidios de Colletotrichum gleeosporioides. Se colec-
taron muestras de los tallos inoculados y secciones sanas,
2 diferentes intervalos de tiempo. Cuarenta y ocho horas
después de la inoculacién, Ia epidermis mosird evidencias
de un colapso celular, doblamiento de paredes anticlinales
y rupturas en la pared externa. A las 60 horas se observa-
ron pequefias lesiones; las células epidérmicas, el feldgeno
y el parénguima cortical fueron los tejidos que sulrieron
mayor dafic. Se sugiere que la penetracion puede ocurrir
por la accidn enzimitica del hongo en la epidermis v por
via lenticular, en este Gltimo caso, produciendo gran alte-
racién en el desarrollo de Iz lenticela, A los 50 dias, Ia lesién
se desarrolld por completo. Se produjeron divisiones cebu-
lares andmalas que separaron las porciones enfermas de las
aparentemente sanas, con desprendimiento de tejido en las
zonas externas, El paidgeno aleanzé el cilindro central a
través de la traza foliar. Cuando la infeccidn se inicié en los
nudos, el dpice y los primordios foliares de las yemas axila-
res sufrieron una necrosis total.

dafios muy severos en los tallos, especialmente en
zonas de alta precipitacién y humedad constituyendo
un factor limitante para el aprovechamienlo de la
fruta{2,22,23)

Lz fruta es susceplible a la infeccidn, especialmen-
te en las zonas de crecimiento (2, 4, 19, 23,27, 33).
En los tallos, Ia enfermedad se inicia con pequefias
manchas necréticas en las ramas jovenes y con lesio-
nes tipo chancro en las ramas mds viejas. Estas se
¢riginan, con frecuencia, en las axilas; avanzan
propresivamente, causando luego el marchitamiento
y muerte de la rama. También, ef patégeno puede
pasar al cilindro vascular a través de los peciolos,
provocando la muerte descendente (2, 3, 18, 22, 24,
26,29, 33).

El presente estudio describe las alteraciones mor-
foldgicas que el patdgeno causz al efectuar inocula-
ciones artificigles en tallos jovenes de guandbana.

MATERIALES Y METODOS

Se inocularon tallos idvenes de guandbana con go-
tas de una suspension de conidios de Colletotriciuan
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glocosporigides utilizando un asa con el cuidado de
no provocar heridas. Los conidios utilizados proce-
dizn de aislumisntos de lesiones de talios de guand-
bana y se cuitivaron en un medio nutritivo de papa,
dextrosa v agar en platos de petri; a los 15 dias de
edad, se removieron con agua destilada y se concen-
traron por centrifugacion. En el tugar donde se aplica-
ron las esporas, se colocd una cobertura de algodén
y papel de filtro humedecido con agua destilada que
se sostuvo con piezas de cinta plistica; los bordes se
seHlaren con cinta adhesiva para favorecer la germina-
cion de las esporas. El ensayo se realizd durante los
meses de agosto, setiembre y octubre de 1982 bajo
condicicenes de invernadero. La temperatura v hume-
dad relativa promedio mensual, durante esos meses,
fue de 20° 3,20° ¢, 19° 6C y 90, 93 y 94% , respecti-
vamente,

Cada ocho horas se colectaron muestras inocula-
das v sanas hasty completar 24 horas; cuda 12 horas
hasta completar 48 horas y cada 24 horas hasta
completar cineo, siete, nueve v ochenta dias.

E! material para microscopiz de luz fue fijado
en FAA (16) y/o gluteraldehido (18); lucgo, se favd
con agua destilada, se deshidratd por medio de una
seiie de alcohol  butilico terciario (15) y se infiltyd
en parafina Se practicaron cortes seriados transver-
sales y longitudinales, entre 20 y 25 pm. Mds tarde,
el material se tid usando la téenica de Sharman (32)
pass su observacion al microscopio de uz

El malerial para microscopia electsdnica de barri-
do se 1j0 en gluteraldehido ai 4% en buffer de fosfa-
tos a pH 7.0 Posteriormente, se lavé en solucidn bu-
ffer, se deshidratdé por medio de una serie de alco-
holes y acetato de amilo Las muestras secadas
con €O, se cubrieron con oro y se examinaron al
microscopio electrénice de barrido

RESULTADOS
Tallos sanos con crecimiento primario

El tallo joven es pubescente, los tricamas en su ma-
yoria son bicelulares, con sustancias oscuras, de apa-
riencia fendlica en el extremo distal La pubescencia
desaparece al iniciarse el crecimiento secundario Es-
tructuraimente, el tallo consta de unz epidermis de
células redondeadas, parénguima cortical con células
secretoras, distribuidas en forma irregular y una mé.
dula parenquimdtica. Con frecuencia, esta Gltima pre-
senta células pétreas, con gran cantidad de puniua-
ciones simples. Ei tejido vascular primario forma una
eustela (Fig. 1). Se hicieron inoculaciones en este es-
tadio de desarrollo pero fue dificil reproducir los

sintomas de fa lesidn. Por tal razdn, se seleccionaron
porciones jovenes con inicios de desarrollo secunda-
Tio.

Tallos sanos con crecimiento secundario

Ei crecimienio secundario se inicia mediante la
rediferenciacién del parénguima de las dreas interfa.
ciculares y del procambium en los haces vasculares,
formando un anillo continuo de cambium que da ori-
gen a la madera y al floema secundario . Externamen-
te, en este estado de desarrollo, el tallo conserva aln
su coloracién verde, la pubescencia se pierde y las
lenticelas se encuentran en estado avanzado de desa-
rrollo.

Los tallos maduros constan de una peridermis de
aproximadamente siete células de grosor vy de lenti-
celas horizontales. Los miembros de los tubos cribo-
sos del floema estdn rodeados por fibras y es tipica
fa presencia de rayos dilatades. En el xilema, los ele-
mentos de los vasos pueden ser solitarios o multiples,
a veces en grupo de cuatro; las fibras xilicas son fusi-
formes. £} xilema presenta poca cantidad de parén-
quima axial; es del tipo apotraqueal, distribuido en
banda delgada; también se observa poco parénquima
paratraqueal (Fig. 2). Los elementos de los vasos
poseen placas de perforacion simple, con inclinacion
de la pared terminal. Las puntuzciones rebordeadas
son alternas en las paredes laterales Los rayos son
multiseriados, heterocelujares y heterogeneos. Muchas
veces, esios rayos se encuentran divididos por el cre-
cimiento intrusivo de las fibras. Ocasionalmente, se
presentan  cristales romboidales en las células de
parénquima,

En el parénguima cortical, los rayos vaseulares
y la médula presentan, a veces, células con conte-
nidos oscuros de apariencia fendlica.

Germinacion de las esporas y efecte del hongo en el
tallo

La mayeriz de las esporas germinaron entre las
24 y 36 horas después de la inoculacién Durante
las primeras 36 horas no se observd ninguna altera-
cién anatémica significativa; bajo el microscopio de
diseccién se constataron pequefias lesiones que eran
imperceptibles a simple vista A las 48 horas se notd
en fa epidermis un amplic colapso de las células y un
doblamiento de las paredes anticlinales de las célu-
fas subepidérmicas, lo mismo que un oscurecimiento
general de las paredes celulares en los lugares afecta-
dos (Fig. 3) La pared externa de la epidermis puede
romperse v levaniarse. En tallos con crecimiento se-
cundario, las lenticelas adquieren una ¢oloracidn os-
cura negro rojiza; algunas células de parénquima del
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Fig. 2

s

Seccion transversal de tallo en los primeros estados
de desarrollo (39 X}, ep: cpidermis, pe: parénquima
cortical, fl: floema, X: xifenia, m: médula

Seccidn transversal de tallo en crecimiento sceunda-
rio (39X) P: peridermis, le: lenticel, por parénqui-
ma cortical, [t fibras, rd: rayos dilatados, 11: floema,
zer zona cambial, X: xilema, V! clementos de los
Vasos.

tejide de relleno se colapsan y fus céiulas del feldgeno
sufren distorsion. En ocasiones, los apresorios desa-
rrollan hifas infectivas sobre la superficie externa de
[a planta sin penetrar las paredes celulares de la epi-
dermis, caracteristics que se mantiens a tiavés del
tiempo .

Transcurridas 60 horas, se notan pequefias lesio-
nes; en cllas, las células epidérmicas son compieta-
mente destruidas. Las células subepidérmicas v el
feldgeno sufven gradualmente un daflo progresivo;
otras células se desarrollan en forma andmala v mads
tarde se necrosan (Fig. 4). Ciertas células de la epider-
mis parecen perder parie de sus organelas sin cambiar
su forma; con {recuencia, ef nucleo adopta una po-
sicién lateral, contigua a la pared (Fig. 5). Si hay len-
ticelas, éstas sufren el mayor dafio; es factible notar
la presencia de micelio en los lugares donde se for-
man fas lesiones. En genersl, se produce un oscure-
cimiento de la zona afectada.

Al cabo de 72 horas, ia epidermis se comprime y
hay un colapso total de las células y pliegue de las
paredes anticlinales. La ruptura de las paredes celula-
res se acentya (Fig. §).

El tejido de reileno de las lenticelas sufre hiper-
plasia ¢ hipertrofia, especialmente en s zonas ex-
ternas. Las células de parénquima cortical sufren divi-
siones anOmalas en las zonas aparentementc sanas
pero cercanas a la lesion (Fig. 5); externamente, se
notan lesiones sin distorsidn morfologica pronuncia-
da.

Al cuarto dia, la epidermis aparece destruida. Las
tesiones en este estadio son pequefias, se extienden
tateral e internamente, aproximadamente a seis célu-
las de profundidad, adquiriende una forma conica,
mis ancha en el exterior. Las lenticelas se observan
muy dafiadas {Fig. 6). Al quinto, sétimo y noveno
dia, se observan dafios similares a los vistos anterior-
mente.

Transcurridos 50 dias, las lesiones han alcanzado
pleno desarrolle en la zona comprendida entre la
epidermis v las cercanias del floema, causando dafios
bastantes severos. Bl felogeno se dafis en forma total
y las lenticelas muestran desarrolio del micelio 2n el
interior. El tejido de relleno y el feldgeno de fa lenti-
cela son severamente afectados FExternamente, se
observa gran cantidad de micelio distribuido en toda
la seccién afectada. Dentro de la lesion, las células
se necrosan y algunas se desintegran. [n zonas
carentes de lesidn, vecinas a las dreas infectadas, la
epidermis es dafiada probablemente por la accion
quimica del hongo; se preducen desprendimiento
celulares, que dejan secciones de tejido directa-
mente expuestos al hongo (Figs. 7 v 8).
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Fig. 3. Seccion transversal de talle, mostrando el colapso de

las células epidérmicas ¥ el deblamiento de las pare- Fig. 5. Corte transversal de tallo, mostrando el romp1m;entu
des anticlinales, 48 horas después de realizada la de la pared y compresidn de lag células epidérmicas,
inoculacion (336X) 72 horas después de inocufar (336X).

ep: epidermis, pc: parénquima cortical, dp: dobla- ep: epidermis, rp: rompimientos de pared, fe: felage-
miento de pored no

Tullo con lesion es formacion 60 horas despucs de
realizada Iz inoculacion (336X). Fig. 6. Lenticels dafiada por el hongo, af cuarto dia de reali-
ep: epidermis, fe: felogeno, pe: parénquima cortical, zada la ineculacidon (336X) tr: tejide de relleno, fl:
n: niicteo felégeno de ia lenticela, ne: necrosamiento ce]utur
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Alrededor de la lesion, se presentan cambios en el
patrén normal de division celufar, {ormindose una
drea bandeads que separa la seccion enferma de la
aparentemente sana (Figs. 7 v 8).

No se observd alteracion del tejido vascular. Con
frecuencia, aparecieron céiulas con levaduras de gran
tamafio, en especial, en los lugares dafiados pero en
poca cantidad.

Transcurridos 80 dias, la magnitud de los dafios es
similar ¢ los ya descritos. Cuando la infeccidn alcanza
el xilema causa dafios muy serios; provecd un necrosa-
miente y distorsion de las células. Algunos de los ele-
mentos de los vasos, fibras y cglulas de parénguima
sufren lisis en sus paredes. El hongo puede movili-
zarse en sentido radial; en este cuso, se produce un au-
mento de la densidad dei citoplasma en las células de
los rayos. El hongo se desplaza también en sentido
vertical por medio de los elementos de los vasos, ale-
fndose bastante del sitio de penetracion (Fig. 9)
La penetracién y desplazamiento del hongo en el
xilema ocurre también por medio de los elementos
de los vasos de la traza foliar, def peciolo o de las ci-
catrices foliares hasta aleanzar el cilindro central,

Cuando el desarrolio de la enfermedad coincide
con un nudo, los primordios foliures de las yemnas
axilares sufren un necrosamiento total (Fig. 10)
Esporddicamente, se praduce muerle descendente
de las plantas jovernes.

DISCUSION

El extremo distal de tallo presenta una abundante
pubescencia que podria constituir una barrera para
que los conidios alcancen la epidermis y germinen.
También, estas células contienen suslancias oscuras,
presumiblemente fenoles, las cuales podrian actuar
como inhibidores y jugar un papel impostante en la
defensa de la planta (1, 7, 21), ya que fue dificii re-
producir lesiones en forma artificial en estos puntos.
En caso de que los conidios germinen, es necesario
que prevafezean largos perfodos de humedad y tem-
peraturas adecvadas para que el micelio alcance la
epidermis y el hongo pueda desarrollarse.

En los tallos de la planta de guandbana, la germi-
nacién de los conidios fue similar a la observada en
las hojas {33} Esta observacién es apovada por es-
tudios realizados en otros hospedantes con un hengo
del mismo género (8, 25, 30). Lo mismo sucedio con
el desarrollo de los spresorios sobre la superficie epi-
dérmica; la mayorfa se formd entre las 16 v 48 horas
después de la inoculacion (33).

Seccidn transversai de tallo, 50 dias despuds de reali-
zuda ln inoculacidn: se ebserva la lesién en forma-
cion, el oscurecimicnto general de la zona y las divic
stones anormades separando la zona enferma de
aparentemente sana (67X). le: fesion, da: divisiores
anormales, x: xilema, ff: floema.

Corte transversal de tallo mostrando ios dafos seve-
ros que causa el hongo, 50 diay después de haber
sido inoculade (67X) ep: epidermis, po: parénguima
cortical, ne: necrosamiento celular
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Se pudo notar el desarrollo de la hifa infectiva sin
penetrar totalmente la pared celular, lo que sugiere
que los apresorios son estructuras latentes de super-
vivencia que se forman cuande las condiciones no
son (avorables (8, 12, 28, 38).

Lag observaciones histopatoldgicas del presente
estudio  sugieren que uno de los mecanismos de
penetracion en los tallos o constituye la accién enzi-
mitica del hongo, fa cual facilita el ingreso al interior
del organo (5, 12, 20,27, 31, 36, 38).

La formacidn de agregados citoplasmédticos cerca
del punto donde se ubicaron los apresorios, se puede
considerar como un reconocimiente inicial mutuo
entre las células del hospedero y el patdgeno (5, 33),
ya sed como respuesta de la célula a s penetracion del
hongo o como secrecion, por parte del apresorio, de
algunas sustancias enzimdticas

En los tallos jdvenes inoculados, el desarrollo nor-
mal del felégeno se alterd mucho produciéndose una
peridermis atipica en la que el meristema lateral que-
do imposibilitado de producir tejido de relleno en la
lenticels v en general, corcho en el resto dei talio
La formacion de este lipo de peridermis auments la
vuinerabilidad del tallo a la penetracion del patégeno.
Los tallos con peridermis normal son susceptibles a
infeccion severa sélo a través de heridas.

Si bien la penetracién se puede efectuar en forma
directa por la epidermis (5, 23), con frecuencia se
produce por via lenticular. En este Gltimo caso, la
enfermedad se desarrolla mds fdcilmente que por via
epidérmica. Las lenticelas inmaduras pueden ser pup-
tos de fdcil acceso a la infeccidn, pero no es frecuen-
te que csto ocurra en las fenticelas que se suberizan
(1, 36, 37). El tejido de relleno de estas estructuras
es bastante laxo; tienen la capacidad de retener
mucha humedad (13}, asi como la de exponer directa-
mente el tejido, al producirse rupiuras como conse-
cuencia de las divisiones continuas del lelégeno de la
lenticela Por otra parte, como se explicd en la estruc-
tura sana, a la hera de efectuar las inoculaciones, ia
epidermis ne habia sido sustituids por la peridermis
vy al producir feldgeno corcho hacia el exterior y felo-
dermis hacia el interior, las células epidérmicas son
incapaces de compensar ¢l aumento en volumen,
produciéndose rupturas que exponen directamente
el parénquima cortical v facilitan la penetracién
del patdgeno

Collerotrichum  gloeosporioides se desarrolla [deil-
mente en el xilema, del cual obtiene los minerales y el
agua necesarios para su desarrolle. Bl desplazamiento
a otras cglulas por medio del parénquima de los rayos
ocurre con facilidad pero atn esto es mds Ficil por

{

Fig. 9. Seccidn transversal de xilema con distorcion celular,
necrosamiento, formacion de tilides v desintegracidn
de ciertas zonas 80 dins despuds de inocular (1683X)
de: desintegracion celular, me: médula, it tilides,
x: xiloma

Fig. 10. Yema uaxilar y primordios folinres dafindos por el
hongo, 80 dias posteriores a la inoculacién (67X).
ya: yema axilar, pf: primordio foliar, zm: zona me-
ristematica, ta: tefido neerosado.
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las placas perforadas y las ornamentaciones de las pa-
redes laterales de los elementos de los vasos. También
el patogeno puede pasar al cilindro central por la tra-
za y cicatrices foliares, lo mismo que por las yemas
axileres. Al desarrollarse el hongo en el xilema, se
produce un bloqueo en el transporte de aguz y de
sales minerales debido a Iax formacidon de tilides, lo
cual imposibilita el crecimiento vegelativo y la pro-
duccidon de flores v {rutos Se ha sugerido que la for-
macion de iilides se produce como respucsta a pro-
ductos toxicos de lus células invadida y que estos pro-
ductos no son translocados pero sfectan una region
restrictiva del xilema y en general, su formacion no es
clara (21, 36, 37)

Cuando el floema sufre dafio, se afecta el transpor-
te acropeto y bhasipeto de lus productos fotosintéti-
cos. El desarrollo y desplazamienio del hiongo en este
tejide es lento debido o is estructura de la placa cri-
besa de los elemenios conductores los cusles, en el
caso del floema, retardan mds el desplazamienio del
patégeno en comparacion con el xifema (12)

La formacidn de una capa celular que separa fa
parte enferma de la aparentemente sans, sugiere una
respuests de  hipersensibilidad, como consecuencia
de una reaccion de defensa de i planta & la invasion
del patogeno (10, 16, 35, 36) Este fendmeno se ha
observado en un amplic rango de hospederos (35)
Las células pueden producir compuestos fenolicos
y productos oxidados que sc forman rsipidamente
después de entrar el patdgeno. Estas sustancias exhi-
ben propiedades antimicrobianas y se considera como
un mecanismo de resistencia de o planta (16, 21, 36,
37). No obstante, podrra ser que la verdadera resisten-
cla sea bioquimica y la respuesta morfoldgica consti-
tuya una reaccion puramente secundaria, generada
por el cambio bioguimico (9).

Las lesiones fermadas bajo condiciones de campo
(34) y las observadas en el presente trabajo revelan
seniejanza, excepto en los casos en los cuales se obser-
va el dafio producido por taladraderes del tallo y
posterior infeccion del hongo. Estas alteraciones su-
peran la magnitud de los dofios producidos mediante
inoculacion artificial,

Los insectos taladradores provocan heridas muy
profundas que atsaviesan los tejidos vasculares;
ademds de afectar los procesos normales de transpor-
te facilitan la enirads de otros patdgenos, colaboran-
do muchas veces con la patogénesis de la enfermedad
(11, 34)

La poda, como medida terapéutica (10, 13), ten-
dria una justificacién si la enfermedad llegara a al-
canzar los tejidos vasculares De no realizarse, el hon-

go se desplazaria facilmente por medio de os elemen-
tos de los vasos

Las secreciones oscuras en el tallo, las cuales son
frecuentes en condiciones de campo, podrian ser un
indicador de gue la enfermedad ha alcanzado los teji-
dos vasculares.

Aunque Ia muerte descendente de ramas jovenes
no fue comun en las plintulss inoculadas, es frecuen-
te encontrarlas bajo condiciones de campo y en con-
secuencia, se hace necesario podar. Sin embargo, esta
prictica produce deformaciones en la arquitectura de
los drboles y la efiminacion de ramas que eventual-
mente podrian proporcionar frutos, retardindose asi
los cicles de produccidn. Por esta razdn, es necesario
establecer métodos de control inteprados, asf como
seleccionar aquellas plantas que muestren resistencia
para disminuir la incidencia de la enfermedad,
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