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SCIENTIFIC COMMUNICATION

PROCESO DE INFECCION DE ANTRACNOSIS POR
Colletotrichum truncatum EN PAPAYA MARADOL!

INDIRA ROJO-BAEZ 2, RAYMUNDO SAUL GARCIA-ESTRADA 3,
ADRIANA J. SANUDO-BARAJAS 4, JOSEFINA LEON-FELIX®, RAUL ALLENDE-MOLAR °©

RESUMEN Colletotrichum truncatum es un hongo patégeno causante de antracnosis en fruto de papaya
(Carica papaya L.) y responsable de pérdidas postcosecha. El objetivo de este trabajo fue inducir el proceso
de infeccion de C. truncatum en frutos de papaya var. Maradol bajo condiciones controladas y decribir el
progreso de la enfermedad mediante herramientas histopatologicas y microscopia optica para elucidar el
ciclo de vida del patogeno. La penetracion directa de la cuticula por medio de apresorios ocurri6 alrededor
de las 30 h después de inoculacion (hdi); las hifas intramurales crecieron en las paredes celulares de células
epidérmicas a las 30-48 hdi; la colonizacion necrotrofica inicid a las 72 hdi; hifas intracelulares crecieron
dentro de celulas de parénquima causando una extensiva degradacion celular lo cual se asocia a la produccion
de lesiones tipicas de antracnosis. El rompimiendo de la cuticula del hospedero ocurri6 entre las 96-148 hdi.
El ciclo de vida del patogeno se completd a las 96 hdi con la formacion de acérvulos. Las observaciones
microscépicas en frutos de papaya revelaron que C. truncatum es un patdgeno intramural subcuticular.
Palabras clave: Carica papaya L., patogénesis, patdgeno intramural.

INFECTION PROCESS OF ANTHRACNOSE
BY Colletotrichum truncatum ON PAPAYA MARADOL

ABSTRACT - Colletotrichum truncatum is a pathogenic fungus causing anthracnose in papaya fruit (Carica
papaya L.) and responsible for losses on postharvest. The purpose of this work was to induce the infection
process of C. truncatum on fruit of papaya cv. Maradol under controlled conditions and to describe the disease
progress by histopathological and light microscopy tools in order to elucidate the pathogen life cycle. Direct
cuticle penetration by appresoria occurred around 30 h after inoculation (hai); the intramural hyphae grew
on the epidermic cell wall layer at 30-48 hai;necrotrophic colonization started at 72 hai; intracellular hyphae
grew into parenchymal cells causing extensive cell wall degradation in association to water-soaked lesions
production. The time for the host cuticle breakdown occurred between 96-148 hai. The pathogen life cycle
was completed at 96 hai with acervuli formation. Microscopic observations on papaya fruits revealed that
C. truncatum is a subcuticular intramural pathogen.

Index terms: Carica papaya, pathogenesis, intramural pathogen.
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Antracnosis, una de las principales
enfermedades que afectan a papaya (Carica papaya
L.), se encuentra distribuida en areas tropicales y
subtropicales a nivel mundial afectando frutos en
pre- y poscosecha. En México, las pérdidas
reportadas superan el 50 %. Ademas, la antracnosis
en papaya se asociaba solamente con el hongo
Colletotrichum gloeosporioides cuya infeccion causa
lesiones humedas, hundidas y con masas de conidios
de color naranja (TORRES-CALZADA etal.,2013);
sin embargo, en 2008 se reportd adicionalmente a C.
truncatum (Schwein) Andrus & W.D. Moore (antes
C. capsici) (MAHMODI et al., 2014) (TAPIA-
TUSSELL et al., 2008) cuya infeccion causa lesiones
de color marrén a negro, con masas de esporas de
color gris y abundantes acérvulos dispuestos
concéntricamente (TAPIA-TUSSELL et al., 2008);
ademas, presenta una incidencia de hasta 40 %
(TORRES-CALZADA et al., 2013). Si bien se
reportd a C. truncatum como agente causal de
antracnosis en papaya, son escasos los estudios
enfocados al proceso de patogénesis en este
hospedero. Un aspecto importante del proceso de
patogénesis es la estrategia de infeccion empleada
por el patogeno (PERFECT et al., 1999). De acuerdo
al hospedero, C. truncatum utiliza estrategias de
infeccion diferentes, ya que se comporta como
patégeno hemibiotrofico intracelular en chicharo,
habay lenteja (O’CONNELLetal., 1993; LATUNDE-
DADA; LUCAS, 2007; ARMSTRONG-CHO et al.,
2012; BHADAURIA et al., 2013) o como patogeno
intramural subcuticular en chile (AUYONG et al.,
2012; RANATHUNGE et al., 2012). En papaya, se
desconoce la estrategia de infeccion que emplea C.
truncatum para causar antracnosis en frutos. El
objetivo de este estudio fue describir, mediante
técnicas histologicas, la estrategia de infeccion que
utiliza C. truncatum en fruto de papaya Maradol. La
cepaCCM de C. truncatum, previamente caracterizada
molecularmente (KF147902), proveniente de un fruto
de papaya cv. Maradol con antracnosis se utilizo en
los ensayos de patogenicidad. Veinte frutos sanos de
papaya en madurez de consumo se lavaron con agua
corriente, se secaron, se desinfectaron con una
solucion de hipoclorito de sodio al 1% y con etanol
al 70%, se lavaron con agua destilada y se secaron a
temperatura ambiente; posteriormente, quince frutos
se inocularon artificialmente, en tres puntos de la
superficie (1 cm?) sin causar heridas con 10 uL de
una suspension de esporas (1x10° esporas/mL),
previamente colectadas de un cultivo monosporico
de C. truncatum de siete dias de crecimiento en PDA.
A cinco frutos testigo (un fruto por dia) solo se les
colocd 10 pL de agua destilada estéril. Se tomaron

secciones de tejido de las areas inoculadas a las 2, 4,
6,9, 12, 18, 20, 24, 30, 48, 60, 72, 96, 120 y 148 h
después de inoculacion (hdi). Todos los frutos se
colocaron en camara hiimeda a 25°C + 2°C durante
seis dias (MORAES et al., 2013). A las 148 hdi, se
midi6 el diametro de la lesion en frutos usando un
calibrador (Vernier, México). Se analizaron porciones
de tejido de 5 mm de las areas inoculadas; las cuales
se colocaron en casetes de plastico, se etiquetaron y
se sumergieron en solucion fijadora FAA
(Formaldehido-acido acético-alcohol) donde
permanecieron al menos durante 24 h. Posteriormente,
los tejidos se deshidrataron con concentraciones
crecientes de alcohol etilico (50, 70, 80,96 y 100 %)
y se infiltraron en parafina, mediante la transferencia
en alcohol absoluto-xileno (v/v), en xileno (dos
veces) y en parafina Leica (dos veces). Los tejidos
permanecieron en las soluciones durante 3 h y
finalmente, se agitaron dos veces en un procesador
de tejidos centrifugo (Thermo Scientific, STP 120,
GER) (CASARRUBIAS-CARRILLO et al., 2002).
En un centro de inclusion (Thermo Scientific,
HistoStar, UK), los tejidos se colocaron en moldes
metalicos con parafina fundida, se orientaron vertical
y horizontalmente, se les coloc6 un casete de plastico,
se agregd parafina fundida y se dejaron enfriar;
posteriormente, los tejidos se colocaron en un
microtomo semiautomatico (Thermo Scientific,
Microm HM340E, GER) y se obtuvieron cortes
longitudinales y transversales de 6 um de grosor. Los
cortes se colocaron en portaobjetos con adhesivo
Haupt, colocandolos previamente en un bafio de
flotacion (Fisher Scientific, model 134, USA) con
agua caliente (50 °C), se les eliminé el exceso de
aguay se secaron a temperatura ambiente durante 24
h. Brevemente, se elimino la parafina de los tejidos
mediante tres lavados de 3 min con xileno y después
se deshidrataron con concentraciones decrecientes
de etanol (100, 96, 70 y 50 %) durante 3 min cada
uno. Se realiz6 la tincion con safranina al 1 % en
alcohol etilico al 50 %, durante 2 h. Posteriormente,
los cortes se deshidrataron en una serie gradual de
etanol (50, 70 y 96 %) durante 3 min cada uno. Se
realizé la tincidn con verde-rapido al 1 % en etanol
al 96 %, durante 30 s. Posteriormente, se realizo un
lavado con alcohol absoluto y tres lavados con xileno
durante 3 min, respectivamente; finalmente, a los
portaobjetos se les agrego resina Entellan y se
secaron durante 24 h (RODRIGUEZ-LOPEZ et al.,
2013). Las laminillas se observaron en un microscopio
optico marca Carl Zeiss Axiostar Imager A2 con
camara integrada. Los apresorios se midieron con el
software ZEN 2012 (blue edition). La germinacion
de los conidios de C. truncatum en fruto de papaya,

Rev. Bras. Frutic., v. 39, n. spe., (e-379)

DOI 10.1590/0100-29452017 379

Jan-Feb, 2017 Jaboticabal - SP



PROCESO DE INFECCION DE ANTRACNOSIS POR Colletotrichum truncatum... 3

inici6 a partir de las 20 hdi. Los tubos germinativos
emergieron a partir de los conidios de manera polar
y lateral. A las 30 hdi, a partir del tubo germinativo
se formaron apresorios melanizados, de coloracion
café oscura, de forma globosa a irregular con medidas
promedio de 7.42 x 4.89 um (Figura 1B). Las
especies de Colletotrichum forman apresorios
melanizados para facilitar la adhesion y la penetracion,
por medio de accién mecanica y lisis enzimatica
(KLEEMANN et al., 2012). Debido a la formacion
de apresorios, la penetracion fue de manera directa.
En los apresorios se observé un punto carente de
melanina lo que sugiere un poro donde ocurre
segregacion enzimatica necesaria durante la
penetracion (RANATHUNGE et al., 2012). C.
truncatum segrega cutinasa para romper la cuticula
del hospedero; por ejemplo, en chile la cutinasa es
esencial para causar la ruptura de la cuticula
(AUYONG et al., 2015). De acuerdo con Dickman
et al. (1982), C. gloeosporioides produce cutinasa
extracelular, como estrategia de penetracion de la
cuticula en frutos de papaya en madurez fisiologica
y comercial. Ademas, se observé una coloracion
rojiza en las células epidérmicas en contacto con los
apresorios (Figura 1B). De acuerdo con Rodriguez-
Loépezetal. (2013) el desarrollo de C. gloeosporioides
se relaciond con una coloracion roja en células
epidérmicas y células de parénquima del exocarpio
de aguacate producto de la metabolizacién de
polifenoles. La produccion de polifenoles se
relaciona con la restriccion del crecimiento fungico
en el sitio de infeccion (VARGAS et al., 2012). Se
observaron hifas intramurales en las paredes de las
c¢lulas epidérmicas del hospedero entre las 30 y 48
hdi. Por otro lado, en este estudio no fue posible
observar hifas debajo de la cuticula como en el
estudio de Diéguez-Uribeondo et al. (2005); no
obstante, se observaron hifas intramurales en las
paredes de las células epidérmicas del hospedero
(Figura 1C), por lo que se puede inferir que la hifa
de infeccion atraveso la capa subcuticular a lo largo
de la pared celular de la epidermis (RANATHUNGE
et al., 2012). De acuerdo con Pring et al. (1995), las
hifas intramurales crecieron en las paredes celulares
de las células epidérmicas. Por otra parte, las hifas
intracelulares se observaron en células de parénquima
a las 72 hdi, las hifas de infeccion atravesaron las
paredes celulares del hospedero (Figura 1D). En esta
etapa el patogeno obtiene nutrientes del contenido
celular del hospedero por lo que la infeccion se asocia
principalmente con la produccion de enzimas liticas
tales como proteasas y enzimas carbohidrato-activas
que degradan los polisacaridos de las paredes
celulares (O’CONNELL et al., 2012). A las 96 hdi

se observo una extensa colonizacion de células
epidérmicas y de parénquima sin dafo en la cuticula
ya que se observo crecimiento de hifas subcuticulares
(Figura 1E), las cuales podrian estar involucradas en
la formacion de los acérvulos. De acuerdo con
Moraes et al. (2013), durante el estado necrotrofo,
C. gloeosporioides produce hifas intracelulares que
colonizan células epidérmicas y de parénquima en
su interaccién con guayaba. La formacion de
acérvulos inici6 a partir de las 96 hdi y hasta las 148
hdi. Los acérvulos, emergieron de la superficie del
hospedero al romper la cuticula (Figura 1F). La
presencia de multiples acérvulos se asoci6 con zonas
hundidas de coloracion oscuro en la superficie del
fruto, cuyo diametro fue de 4.2 cm, en contraste con
el fruto testigo el cual no presentd sintomas de
enfermedad (Figura 1A). El dafio celular y la
produccion de acérvulos se asociaron a la aparicion
de los sintomas de enfermedad los cuales iniciaron
a las 72 hdi, lo cual contrasta con lo reportado por
Casarrubias-Carrillo (2002), quienes sefialan que los
sintomas de enfermedad en fruto de papaya en
madurez comercial ocasionados por C.
gloeosporioides iniciaron a las 90 hdi. El hecho de
que C. truncatum ocasion6 sintomas de antracnosis
al tercer dia de infeccion puede deberse a la
formacion de apresorios, lo que le permitio penetrar
de manera directa la cuticula intacta del fruto de
papaya y asi iniciar la infeccion; a diferencia de C.
gloeosporioides ¢l cual no formé apresorios en su
interaccidon con papaya lo que ocasiono la aparicion
tardia de los sintomas de enfermedad. En conclusion,
en fruto de papaya, C. truncatum utiliz6 la estrategia
de infeccidn intramural subcuticular, causé sintomas
de antracnosis a las 72 h, y produjo acérvulos desde
las 96 h después de inoculacion con lo que completo
su ciclo de vida. C. truncatum se comporta como
patdgeno intramural subcuticular en su interaccion
con el fruto de papaya; estos resultados contribuyen
a entender el proceso de infeccion en el ciclo de la
enfermedad causada por C. truncatum en frutos de
papayay seran Utiles para plantear nuevas estrategias
para el control de la enfermedad. Se agradece al
proyecto 2011-163213 “El manejo integral del
cultivo de papaya en M¢éxico, un acercamiento
innovador” financiado por SAGARPA, al CONACyT
por el financiamiento a los estudios de I. Rojo-Baez
y ala Dra. Apolinar Santamaria Miranda del CIIDIR-
IPN Sinaloa por su apoyo para realizar el analisis
histopatologico en su laboratorio.
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FIGURA 1-Fotomicrografias del proceso de infeccion de C. truncatum en frutos de papaya Maradol en

madurez comercial. A) Corte longitudinal de fruto sano de papaya (CU= cuticula; CE= células
epidérmicas; CP= células de parénquima; Barra = 50 um). B) Corte longitudinal de fruto
infectado a las 30 h después de inoculacion (hdi), se observa conidio con tubo germinativo y
apresorio melanizado, coloracion rojiza en células epidérmicas (A=apresorios melanizados;
TG= tubos germinativos; CR= coloracion rojiza; Barra = 20 pm). C) Corte longitudinal de
fruto infectado por C. truncatum a las 30 hdi, hifas intramurales en células epidérmicas (HI=
hifas intramurales; Barra =20 um). D) Corte longitudinal de fruto infectado a las 72 hdi, hifas
intracelulares en células de parénquima (HI= hifas intracelulares; Barra = 50 um). E) Corte
longitudinal de fruto infectado a las 96 hdi, hifas intracelulares debajo de la cuticula (CU=
cuticula; Barra = 50 pm). F) Corte trasversal de fruto infectado a las 148 hdi, acérvulo con

setas emergiendo de epidermis (CU= cuticula; SE= setas; Barra =20 um).
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