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Síntomas de "moteado" en frutos
y hojas de limonero en Tucumán causados
por Guignardia mangiferae

*Ing. Agr., **Lic. Cs. Biol., ***Téc. Univ. Fitosan., ****Ing. Agr. Ph.D., Sección Fitopatología, EEAOC; *****Lic. Cs. Biol. Dra., PROIMI;
******Lic. Cs. Biol., *******Bioq., ********Ing. Agr. Dr., Sección Biotecnología, EEAOC.

G. M. Fogliata*, N. V. Canton**, M. L. Muñoz***, L. D. Ploper****, M. E. Farias*****,
 G. Vellice******, M. Salgado******, M. Ontivero******* y A. Castagnaro********

Introducción
Los frutos y las hojas de limonero de la provincia de

Tucumán suelen presentar una sintomatología conocida
como "moteado". Esta consiste en lesiones circulares de
color castaño oscuro a negro, con diámetro menor a 2 mm
que pueden estar a nivel o bien ser levemente deprimidas
(Figuras 1 y 2).

Desde que se detectó este síntoma en Tucumán se
lo asoció con el hongo Guignardia citricarpa Kiely
(Phyllocticta citricarpa McAlpine), agente causal de la
mancha negra de los cítricos . Se determinó que, por
las características del síntoma, podría corresponder a la
“falsa melanosis” o “speckled blotch”, uno de los cuatro
síntomas de esta enfermedad (Foguet et al., 1985).
Asimismo, al realizar siembras de trozos de cáscara de
limón (Fogliata et al., 2002) y de hojas de limonero (Foguet
et al., 1985) con síntomas de moteado en medio de cultivo
agar papa glucosado (APG) al 2% (técnica de diagnóstico
convencional) se obtenían colonias de Guignardia con
características morfológicas y culturales similares a las
de G. citricarpa.

Dos especies de Guignardia
Hasta el año 2002 se conocía la existencia de 2

especies de Guignardia presentes en los cítricos, una de
ellas causante de la enfermedad denominada mancha
negra de los cítricos (G. citricarpa) y la otra endofítica
(Guignardia sp.). Con respecto a esta última especie se
conocía que estaba presente en hojas y frutos cítricos sin
síntomas y en otras especies vegetales (McOnie, 1964).

La diferenciación de estas dos especies de Guig-
nardia mediante técnicas convencionales resultaba poco
consistente debido a las características morfológicas y
culturales similares de ambos hongos.

En el año 2002, un grupo de investigadores de
Holanda, Sudáfrica, EE.UU. y Brasil desarrolló un método
para diferenciar estas 2 especies mediante estudios del
ácido nucleico (ADN) del hongo (técnicas moleculares)
(Baayen et al., 2002). Esto permitió concluir que Guignar-

dia sp., presente en cítricos sin síntomas y además en
frutos cítricos con puntuaciones menores a 2 mm de
diámetro, se trataba de una especie diferente, Guignardia
mangiferae A.J. Roy (Phyllocticta capitalensis) (P.
Hennings) Van Der Aa. Esta especie fue citada en cítricos
y en numerosas plantas no cítricas cultivadas y silvestres
de la Unión Europea y los EE.UU. Su distribución geográ-
fica es mucho más amplia que la especie G. citricarpa,
incluyendo importantes áreas citrícolas tales como Flori-
da, España, Sicilia e Israel.

En el año 2003, investigadores de Holanda y
EE.UU. (integrantes del grupo de investigadores mencio-
nado anteriormente) lograron desarrollar y validar un
método que permitió diferenciar las dos especies de
Guignardia (Bonants et al., 2003). Este método está
basado en estudios de ADN mediante la técnica de
Reacción en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain
Reaction - PCR). Se trata de un método de alta solidez y
eficacia que utiliza cebadores que reconocen regiones
específicas del ADN genómico ribosomal de cada una de
estas dos especies.

Diferencias en las restricciones cuarentenarias
La Unión Europea y los EE.UU. consideran a G.

citricarpa un riesgo sanitario para su citricultura, por lo
tanto el ingreso de fruta desde áreas con presencia de
este patógeno afectando los cítricos es sometido a
legislaciones fitosanitarias. Estas restricciones cuaren-
tenarias no se aplican a G. mangiferae, puesto que este
hongo está presente en los mencionados países.

Estudios realizados en la EEAOC
A partir del conocimiento de las técnicas para

diferenciar ambas especies de Guignardia, se efectuaron
estudios en la Estación Experimental Agroindustrial “Obis-
po Colombres” (EEAOC) destinados a establecer la
identidad de la especie de Guignardia que se aislaba del
síntoma del moteado en hojas y frutos de limonero en Tucumán.

A continuación se describen los estudios llevados
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a cabo en la EEAOC, en los que también  se analizaron
aislamientos obtenidos de síntomas de mancha negra de
los cítricos, de motas en hojas de mango (Figura 3), y
otros obtenidos de tejido sano de limonero y mango.

a) Pruebas convencionales de diagnóstico
Para detectar los microorganismos asociados a

los síntomas observados, se realizaron siembras en APG
al 2% de trozos de tejido con síntomas de moteado y con
síntomas similares a los de mancha negra de los cítricos
(mancha típica, mancha pecosa y mancha virulenta), así como
de tejido sano. Además se realizaron siembras a partir de trozos
de hojas de limonero con moteado y de hojas de mango, sanas
y con presencia de motas.

Como resultado de las siembras y aislamientos se
obtuvieron colonias de Guignardia spp. a partir de todos
los tejidos vegetales sembrados en APG. La eficacia de
este método para obtener colonias de Guignardia spp.
varió de 1,4 a 27,6% según el síntoma y el órgano afectado
(Tabla 1).

La identificación del género se realizó mediante
estudios en microscopio óptico de las características
morfológicas de las esporas sexuales (ascosporas) y
asexuales (picnidiosporas) formadas (Figuras 4 y 5).

A partir de las colonias identificadas como pertene-
cientes al género Guignardia se realizaron cultivos mo-
nospóricos con el fin de crear un cepario para realizar
estudios posteriores destinados a diferenciar especies
dentro del género Guignardia. Hasta el presente se
dispone de noventa cepas puras de Guignardia spp.

b) Diferenciación de especies mediante estudios molecu-
lares

A partir de Octubre de 2003, en la Sección Fitopa-
tología de la EEAOC, se inició el ajuste de las técnicas
moleculares incluidas dentro de los protocolos de diag-
nóstico que tiene la "European Plant Protection
Organization" (EPPO) para plagas reguladas, con el
objeto de determinar la especie de todas las cepas del
género Guignardia contenidas en el cepario.

La primer etapa consistió en realizar la extracción
de ADN siguiendo el protocolo de Reader & Broda (1985).

En la segunda etapa se ajustó la técnica molecular
de diferenciación de especies.

Se realizó la amplificación mediante la técnica
Reacción en Cadena de la Polimerasa PCR de 36 cepas

Tabla 1. Porcentaje de colonias de Guignardia  spp. obtenidas en las siembras de trozos de tejido vegetal realizadas en APG
al 2%.

de Guignardia spp. utilizando los cebadores específicos
para G. citricarpa (GCF3 y GCR7) y para G. mangiferae
(GCF2 y GCR4) obtenidos de la región de ITS del ADN
genómico ribosomal. La presencia de bandas específicas
se visualizó en geles de agarosa. Las bandas de 490
pares de bases (pb) correspondieron a G. citricarpa y las
bandas de 210 pb a G. mangiferae, tal cual lo mencionado
en la literatura (Bonants et al., 2003).

La bandas de ADN amplificadas de algunas cepas
se muestran en las Figuras 6 y 7.

Los resultados de esta técnica permitieron identi-
ficaron 34 cepas:

Como Guignardia mangiferae (27 cepas)
- 20 cepas aisladas de moteado de frutos de limonero

(M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9, M10, M11,
M12, M13, M14, M15, M16, M18, M19, M21 y MA1).

- 1 cepa aislada de moteado de hoja de limonero
(Mh1).

- 3 cepas aisladas de tejido sano de frutos de limonero
(S3, S4, S6).

- 2 cepas aisladas de mancha pecosa de frutos de
limonero  (P3 y P6).

- 1 cepa aislada de tejido sano de hoja de mango
(SG2).

Como Guignardia citricarpa (7 cepas)
- 2 cepa aislada de mancha típica de frutos de limone-

ro  (T13, T16).
- 3 cepas aisladas de picnidios de mancha típica de

frutos de limonero  (PT1, PT2 y 3B).
- 1 cepa aislada de mancha pecosa de fruto de limo-

nero  con presencia de manchas típicas (P11).
- 1 cepa aislada de mancha virulenta de fruto de

limonero  (V4).
Las muestras de ADN extraídas de las cepas V1 y

V2 (aisladas de frutos de limonero con mancha virulenta)
no amplificaron con ninguno de los cebadores.

c) Diferenciación de especies en medio de cultivo agar
harina de avena (oatmeal agar - OA)

Se realizaron repiques de las cepas de Guignardia
en cajas de Petri con agar harina de avena, con el objeto
de detectar diferencias en las características culturales
de las colonias y en la velocidad de crecimiento. Se siguió
la metodología indicada por Baayen et al. (2002).
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Para la diferenciación de especies se considera la
presencia o ausencia de una pigmentación amarilla alre-
dedor de la colonia, y la velocidad de crecimiento de las
colonias, luego de un periodo de incubación de 7 días en
oscuridad a 22ºC.

Los resultados de la aplicación de esta técnica en
los laboratorios de la EEAOC coincidieron con los resul-
tados de las pruebas moleculares y también con las
referencias de la literatura.

Las 7 cepas identificadas como G. citricarpa me-
diante PCR, y las 2 cepas cuyos ADN no amplificaron,
mostraron pigmentación amarilla alrededor de la colonia
y tuvieron crecimiento lento (Figura 8).

La pigmentación amarilla estuvo ausente en las
cepas identificadas como G. mangiferae, y la velocidad de
crecimiento fue 2,5 veces mayor que las que mostraron
pigmentación.

d) Pruebas de patogenicidad
Para determinar la patogenicidad de una cepa

identificada como G. mangiferae se realizaron inoculacio-
nes en plántulas in vitro del portainjerto citrange Troyer
Citrus sinencis (L.) Osbeck x Poncirus trifoliata (L.) Raf.
(Figura 9). Se trabajó con una suspensión de esporas
(concentración 105 esporas/ml) en agua destilada estéril.
El testigo fue inoculado con agua destilada estéril. La
incubación se realizó a 26ºC y luz permanente. Se
realizaron observaciones cada 48 h.

Las plántulas del portainjerto reprodujeron sínto-
mas de moteado en hojas y talluelos a tres meses de ser
inoculadas con la suspensión de esporas, demostrando
la patogenicidad de las cepas (Figuras 10 y 11).

Los frutos inoculados no manifestaron síntomas.
Las plántulas inoculadas con agua destilada estéril

(testigos) no mostraron síntomas.

Figura 6. Bandas de amplificación de ADN en gel de agarosa con el par de cebadores
específicos de G. mangiferae  (GCF2 y GCR4), donde M corresponde al marcador
de peso molecular, M1 a M13 a las cepas aisladas de “moteado” en frutos de
limonero, y T13 y T16 a las aisladas de mancha típica en frutos de limonero.

Figura 7. Bandas de amplificación de ADN en gel de agarosa con el par de cebadores
específicos de G. citricarpa  (GCF3 y GCR7), donde M corresponde al marcador de
peso molecular, T13 y T16 a las cepas aisladas de mancha típica en frutos de
limonero, y M1 a M13 a las aisladas de “moteado” en frutos de limonero.

490 pb

210 pb
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Consideraciones finales
• La aplicación de la técnica molecular de Bonants et

al. (2003) (la cual está incluida como uno de los
métodos de identificación de Guignardia citricarpa
dentro de los protocolos de diagnóstico que tiene
la "European Plant Protection Organization" para
plagas reguladas), y las siembras en agar harina de
avena permitieron establecer la identidad de las
cepas de Guignardia spp. evaluadas:

o Todas las cepas evaluadas provenientes de
frutos y hojas de limonero con síntomas de
moteado fueron identificadas como Guig-
nardia mangiferae.

o Las cepas provenientes de tejido sano de
frutos de limonero y hojas de mango fueron
identificadas como Guignardia mangiferae.

o Las cepas provenientes de mancha virulen-
ta, mancha típica y de picnidios de mancha
típica que se evaluaron fueron identificadas
como Guignardia citricarpa.

o Las cepas aisladas de mancha pecosa
en frutos de limonero mostraron variabi-
lidad en los resultados, por lo que se
intensificará su estudio.

• Las características culturales y la velocidad de
crecimiento de las colonias en APG no permi-
tieron diferenciar especies dentro del género
Guignardia.

• La cepa de Guignardia mangiferae utilizada para
inocular plantines sanos del portainjerto citrange
Troyer resultó patogénica puesto que reprodujo
síntomas de moteado en hojas y tallos.

• Los resultados de la diferenciación de espe-
cies utilizando el medio de cultivo agar harina
de avena (OA) coincidieron con los obtenidos
mediante PCR.
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Entre los días 10 y 13 de Agosto se realizó en Rosario, Santa Fé el XII Congreso Nacional de AAPRESID. Durante

el Acto de Apertura de este congreso se produjo la firma del Convenio AAPRESID-EEAOC, de la cual

participaron el Ing. Jorge Romagnoli (Presidente de AAPRESID), el Ing. José Manuel Avellaneda (Presidente

del H. Directorio de la EEAOC) y el Dr. Daniel Ploper (Director Técnico de la EEAOC). En la ocasión los

asistentes pudieron observar un corto video sobre las actividades que lleva adelante la EEAOC.
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