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La anlracnosis, ocasionada por Colletotrichum spp., es una de las principales

entermedades que atecla lacalidaddeltrulodel aguacale. En los ullimosaiios se

hanreporladodificulladesparaelconlroldelaanlracnosis,porloqueelobjelivo

de esla investigaci6n tue idenlificar y caraclerizar cepas de Colletotrichum spp

como agente causal de anlracnosis en el aguacale 'Hass'., medianle esludios

mortol6gicos, palogemicosymolecularesaparlirdeaislamienlosprovenienlesde

las principales zonas producloras de aguacale del eslado de Nayaril, Mexico y

evaluar la susceplibilidad del Colletotrichum spp. a Ires tungicidas quimicos. Se

coleclaron trutos con sinlomas lipicos de la entermedad, de cualro ejidos

perlenecienles a los municipios de Xalisco y Tepic, Nayaril, Mexico. Se obtuvo una

colecci6nde 20 cepas aisladas, de las cuales 13tueronidenlificadoscomodeC.

gloeosporioides, 1 C. hymenocallidis, 5 C. siamense y 1 de C. tropicale, siendo la

que presenla mayor palogenicidad el Colletotrichum gloeosporioides. Ademas, de

aislarcepasdelhongodetrulosquepresentabanlaentermedad,se evalu6 in vitro

la resislencia a tres tungicidas quimicos (Ullramyl 500, Caplan y Kocide 2000). Se

midi6 el diametro de crecimienlo a los 10 dias de incubaci6n. Se realiz6 un ANOVA

y la prueba de Tukey a un nivel de signiticancia (p<0.05). De las 20 cepas del

pal6geno, resallaronporsu resislencia 4 especies de C. gloeosporioidesy2de C

siamense, con un porcenlaje de inhibici6n de enlre30y50 % con el tungicida

Kocide 500, 20 % con Caplan y 40 % con Kocide 2000. EI tungicida Ullramyl 500

tue el mas eficiente en inhibir el crecimienlo de las cepas de Colletotrichum

gloeosporioides y Colletotrichum tropicale en un 100 %. Tambien se evaluaron los

Irestungicidasinvivo,resaltandoelUltramyl500elcualsuper6ligeramenlealresto

de losdostungicidas, obleniemdose un porcentaje de inhibici6n del 69.27 %de

todaslascepasengeneral en eltrulo. En tanto para el Caplan inhibi6el 67.26%

elavancedelaentermedadpresentandopocodaiioenelmesocarpio deltrulo de

aguacate,asfmismoel Kocide2000resul16con allogradodedaiio almesocarpio

del aguacale, aminorando la entermedad con el 65.50 % causado por la

antracnosis.



EICaptanfueelfungicidaconmayoresperspectivasenelcontroI del crecimiento

del tUbogerminativo y desarrollo de la espora con una efectividad promedio de

92.43 %., mientras que el Ultramyl 500 y Kocide 500 fueron los menos eficientes al

obtener una efectividad promedio de 69.67 y 65.04 %, respectivamente para el

control de estas dosvariables



AnthracnosecausedbyColJetotrichumspp.isoneofavocado'sprincipaldiseases

affecting the quality of its fruit. Difficulties in controliing anthracnosis have been

reported in previous years; therefore, the objective ofthisexperimentwastoidentify

and characterize Colletotrichum strains on 'Hass' avocadoes through

morphological, pathological, and molecular studies of isolates from the main

production zones of the state of Nayarit, Mexico, and to evaluate the susceptibility

of ColJetotrichum spp. to three chemical fungicides. Fruits with typical symptoms of

the disease were coliected from four communal lands belonging to the municipalities

of Xalisco, Tepic, Nayarit, Mexico. A coliection of 20 strains was obtained, from

which 13 were C. gJoeosporioides, 1 C. hymenocallidis, 5 C. siamense y 1 C

tropicaJe, where the most pathogenic is ColJetotrichum gloeosporioides.

Additionaliy, the fungal strains were isolated from disease presentingfruits, and their

in vitro resistance to three fungal chemicals (Ultramyl 500, Captan y Kocide 2000)

was evaluated. The growth diameter was measured within 10 days of incubation

ANOVA was performed along with a Tukey test with a significance level of (p <0.05)

Of the 20 strains of the pathogen that were obtained, four species of C

gJoeosporioides and two of C. siamense are noteworthy for their resistance, with

inhibition rates between 30 and 50% using Kocide 500, 20% using Captan, and 40%

using Kocide 2000, respectively. Ultramyl 500 was the most effective fungicide in

inhibiting the growth of ColJetotrichum gJoeosporioides and ColJetotrichum tropicale

strains, at a 100% rate. The three fungicides were also evaluated in vivo; Ultramyl

500 bested the other two, obtaining an inhibition rate of 69.27% 0 falistrains, in

general,onthefruits. Captan inhibited disease progression by67.26%,resuttingin

little damage to the mesocarp of the avocado fruit. Likewise, Kocide 2000 resulted

in the highest mesocarp damage value, arresting the disease caused by

anthracnosis at 65.50%. Captan was the fungicide with the highest prospect in

controlling tube germinative growth and spore development with an average

effectiveness 92.43% meanwhile Ultramyl 500 and Kocide 2000 were less effective,

getting an effectiveness of 69.67 and 65.04%, respectively, with regards to

controlling these two variables.



1. INTRODUCCION

Actualmenteelaguacatesecultivaenalrededorde50paises. La producci6nen el

mundosemantieneporencimadelas2.1 millones de toneladas, de las cuales 1.6

millonesse produjeron en America y Mexico es el principal pais produclor. Esle

frulose cullivaen 28 Esladosdela Republica Mexicana; los 10masimportanles,

concenlranmasdeI98%delasuperficiecosechadayeI98.2%delaproducci6n,

dichos Estados son: Michoacan. Jalisco, Eslado de Mexico, Nayaril, Morelos,

Guerrero, Puebla, Oaxaca, Durango y Chiapas (SlAP, 2014). Sin embargo, en lodo

eimundoyenMexicoiaproducci6ndeeslecuilivoeslasujelaagrandesperdidas

debidoafactoresbi6ticosyabi6ticosqueprevalecenenlaszonas de cultivo

(Gulierrez, 2008; Guerrero y Martinez, 2010). Encuanlo a las enfermedades de

origen bi6tico, lasqueafectandireclamenlealfrutose han convertidoenlamayor

amenazadelcomerciointernacional,debidoaquelafrulaparaexportaci6ndebe

serdela mas alIa calidad (Pegg eta/., 2007; GuerreroyMartinez, 2010).

Denlro de eslas enfermedades se encuenlra la anlracnosis, ocasionada por el

hongo Colletotrichumspp., el cuales uno de los principales problemas de prey

poscosecha. La antracnosisesmuydificildecombalir,yaque sus fasesiniciales

ocurrenenelhuertoenfrutosinmaduros,peropermanecelalenteen la culicula de

la cascara hasta que los niveles de epicalequina (compueslo anIifungicopresentes

en la epidermis del fruto) disminuyen, locual ocurre con lamaduraci6ndelfrulo,

manifestandose la enfermedad en una forma acelerada. Por tal molivo, las

estrategias para el control deesta enfermedad deben realizarse duranletoda la

faseproductivayduranteelprocesodemanipulaci6nen poscosecha (Pegg etal.,

2007). Laimportanciaecon6micadeeslaenfermedaddependedevariosfaclores

como son la regi6n donde se cultive, las condiciones ambienlales, la variedad

sembraday las practicasculturales empleadas (Rond6n, 1991).

Igualmenle, para el control de la enfermedad se han utilizadodiferentes melodos

siendoel control qurmico mas usadoracionalmenteyunode los maseficaces,pero

tambien el uso excesivo de los productos qurmicos ha provocado que el hongo

presenteresistenciaaestetipodeproductos.



2. OBJETIVOS

EvaluarlasusceplibilidadaagroquimicosycaracterizarcepasdeColletotrichum

spp.aisladasdeaguacate(PerseaamericanaMill).

2.2Particulares

- Aislar e idenlificar cepas de Colletotrichum spp. presentes en huertos de

aguacate del estadode Nayaril.

-Caracterizar morfol6gicamente las cepas de Colletotrichum spp. aisladas de

aguacate.

- Determinar la patogenicidad de las cepas de Colletotrichum spp. aisladas de

aguacate.

- Determinar la susceptibilidad a agroquimicos de cepas de Colletotrichum spp.

aisladasde aguacate.

3. HIP6TESIS

Las cepas de Colletotrichum spp. aisladas de huertos del estado de Nayarit

presenlaransusceptibilidadafungicidasquimicosutilizadosenlaregi6n.



4. REVISION DE lITERATURA

4.1 Origen del aguacate

ElorigendelaguacatedeacuerdoaWiliiams(1977),tuvolugarenlaspartesaltas

del centro y este de Mexico, y partes altas de Guatemala. Esta misma regi6n esta

incluidaenloqueseconocecomoMesoamerica,consideradacomoelareadonde

se lIev6 a cabo la domesticaci6n del mismo. Existe evidencia directa de la

domesticaci6ndelmaiz, calabaza,yuca, algod6n, aguacate, camoteyagave,enel

periodoclasico Maya, 10 cual esta sustentado porrestos de plantasenelcontexto

arqueol6gico y linguistico que Ie dan validez a esta lista de cultivos (Turner y

Miksicek,1984).

ElaguacateHassfueobtenidoporsemiliadeunaplantaguatemaltecaenla Habra

Heights, California, porRudolph Hass ypatentado en 1935; es la principal variedad

comercial en el mundo (Teliz, 2000). Muy desarrollada comercialmente en EEUU y

ha sido ampliamente difundida a Israel, Islas Canarias, Sur de Espana, Mexico y

America del Sur; posee 95% de las caracteristicas de la variedad guatemalteca y

solamente 5 % de la variedad mexicana (FHIA,'2008)

4.2Taxonomiadelaguacate

EI aguacate (Parsea americana Mill) es un miembro de la antigua y numerosa

familia de las Lauraceas, la cual comprende poco mas de 50 generos entre los que

se encuentra Persea. La familia Lauraceae comprende alrededor de 2,200

especies, estas en su mayoria son tropicales y subtropicales incluyendo al

aguacate.Otrosmiembrossobresalientesdeestafamilia,sonellaurel,lacanelay

el alcanfor (Sanchez-Perez, 1999). EI genero Persea tiene un numero desconocido

deespecies(Bergh,1992),aunquealgunosautoresaseguranqueson unas 80 las

reconocidas(Zentmyer, 1991). Eigeneroestaconstituidopordossubgeneros, uno

deellos,Perseaelcualcontieneunaspocasespeciesestrechamenterelacionadas

entre sf, incluyendoaP. americana, el aguacatecomercial. Elotrosubgeneroes

Eriodaphne, bastante numeroso, ademas algunas especies que tienen una

resistenciatotalalamayorcalamidaddelaguacate;lapudrici6ndelaralzcausada

por el hongo Phytophthora cinnamomi (Bergh, 1992).



4.3Caracteristicasgeneralesdelaguacate

EI arbolde aguacate presenta un crecimiento inicial de rente a moderadamente

rapidoquedependedeJaradiaci6nsolar;poseeunacopaachaparradaqueesmuy

productivaenlosterciosinferiorymedio,esdetroncogruesoyconhojasalargadas

queterminanen puntaytienevariasramificacioneslas cuales9eneranun follaje

denso. EI frutoes oval operiforme, con un peso entre 150 a 300g, la cascaraes

gruesa,resistentealtransporteyseremueveconfacilidad,sucolorvaria de verde

a morado oscuro cuando madura (figura 1). La pulpa tiene excelente sabor y

contiene del18a 22% de aceite, ademas de proporcionarhidratosde carbono,

vitaminasyminerales. ElaguacateHassculinariamentetienebuenapresencia,su

mesocarpioopulpaesdeexcelentecalidad, sin fibrasy la semillaes pequenay

esfericaadheridaalmesocarpio(FHIA.2008).

Figura 1. Arbol de aguacate 'Hass' con el primerfruto nacido (a); fior(b); hojas
nuevas (c); frutos de aguacate con madurez (Persea americana Mill) var. "Hass"
(d).

4.4 Producci6n deaguacate

4.4.1 Producci6n mundial

Los principales pafsesquecultivan aguacateen orden de importanciason:Mexico

Chile, Indonesia, Estados Unidos, Colombia, Brasil y Republica Dominicana. En el

cuadro1 semuestranlospalsesproductores,asftambiensuproducci6nenton.y

elporcentajedeparticipaci6n.CabedestacarqueMexicoocupaelprimerlugara

nivel mundial en producci6n con una participaci6n del 32% y Brasil es el menor

aportadorcon un 4.3% (FAOSTAT. 2012).



Cuadro 1. Principalespaisesproductoresdeaguacate.

Milesdetoneladas Participacicin%

1,231

Republica Dominicana

Subtotal

Otros

FAOSTAT (2012)

4,4.2 Producci6n nacional

2,593

1,261

3,854 100.0

En Mexico, 28entidadesfederativascultivan aguacate. A continuaci6n,enelcuadro

2aparecen los principales estados productores de aguacate, siendoelestadode

Michoacanel principal productorquegenera el 84.9% del volumendeproducci6n

enelpals.Otrasentidadesfederativasquetambienparticipanenlaproducci6nde

aguacate son: Jalisco, Morelos, Nayarit, Estado de Mexico y Guerrero, aunque no

mayoral 3% del volumen total. La producci6n de aguacateen 2012 alcanz61.3

millones de toneladas y para 2013 se obtuvo una cifra preliminarde 1.5millones

(SIAP- SAGARPA, 2012),

EI96.4%dela producci6n de aguacate en nuestro pais correspondea Iavariedad

Hass, el 2.7% Criollo, 0.1% Fuerte y el resto no se encuentra clasificado (SIAP

SAGARPA,2012).



Cuadro2. Producci6n nacional de aguacate porentidad en 2012.

Milesdetoneladas Participaci6n(%)

1,117.3

Nayarit

Resto del pais

Total, Nacional 1,316.1

SIAp·SAGARPA (2012).

4.4.3 Producci6n estatal

La producci6n estatal de acuerdo a los datos oficiales de SAGARPA durante el ana

2012 se muestra en el cuadro 3, donde se aprecia los principales municipios

productores de aguacate en el estado de Nayarit, destacando los municipios de

Xalisco, Tepic y San Bias; de acuerdo al Consejo Nayarita del Aguacate esta es la

zona productora (figura 2). Nayarit tiende a aumentar su participaci6n en la

producci6n anual debido al notable crecimiento de la superficie y la producci6n

ocurre entre los meses de octubre y febrero (SAGARPA, 2012). La superficie que

suman los tres municipios mencionados, representan mas de un 95% de la

superficie total establecida con aguacate en el estado (SIAP-SAGARPA, 2012).

Figura 2.20na productora de aguacatedel estadode Nayarit.



Cuadr03.SuperficiedeproducciondeaguacatepormunicipioenelEstadode
Nayarit

Municipio

Bahia de banderas

Compostela

Superficiedeproduccion Producci6n obtenida
2012 (Ha) 2012 (Ton)

7.126.50

Sanpedrolagunillas

Santa Maria del oro

Tepic 1.537.00

512.02

9,447.00

SIAP-SAGARPA (2012)

2,081.00 11,739.00

4,373.70 29,178.00

4.5Factoreslimitantesdelaproducci6ndeaguacate

Para el buen funcionamiento de los procesos fisiol6gicos de una planta es

necesarioconocersuc6digogenetico(potencial hereditario)yel medioambiente

(sueloyatmosfera) en queesta sedesarrolla (Lira, 2003). Dentro de los principales

problemas que enfrenta el aguacate tanto en su producci6n como en su

comercializaci6n, se encuentran las condiciones ambientales en que se han

establecidoalgunoshuertos(Guilienetal.,2007),loquehaocasionadounamayor

incidenciadeplagasy/oenfermedades, ademas de la inadecuada nutrici6ndela

planta, mal manejo del suelo y agua, podas y distancias no apropiadas entre

plantaciones; es decir en la mayorlade los casos se carece de un manejoadecuado

e integral (ReyesyAguilar, 2002).



Escomunobservaren las zonas humedas del pais, frulos que son alacados por

enfermedadesfungosasybaclerianas,lascualesafeclansuvalorcomercial.Enlre

lasprincipalesenfermedadescausadasporhongosdeslacalaanlracnosis,lacual

escausada por Colletotrichumgloeosporioides(Penz) Sacc (Rondonetal., 2006)

Eslaenfermedadesunodelosfacloresmasimportanlesquelimilanlaproduccion

deeslefrulo,abaliendolahaslaun80%y90%;dichapalologiasereconocepor

diversos signos, lales como cuarteaduras, manchasyviruela (Monleroetal., 2010).

4.6Plagasyenfermedades

EI problema quelimila la comercializacion del aguacaleen Mexicoeslapresencia

de plagas reglamenladas que impiden su movilizacion. Precisamenle por la

presenciadeplagasesqueelcullivodelaguacaleeslareguladoysumovilizacion

esla sujela a un eslricloconlrolfilosanilario, con base a la norma oficialmexicana

del aguacale (NOM-066-FITO-2002).

La sanidad del cullivo del aguacale es un renglon muy importanle que debe

conlrolarse, pues generalmenle la presencia de inseclos 0 acaros, hongos,

baclerias, virus, malezas, olros, incide en lodas laselapas de vidadelaplanlacion;

siendo los danosmas evidenles en la elapa de madurezfisiologica de losfrutos

(Bartoli,2008)

Existendiversasplagasyenfermedadesqueatacanalaguacate,peroaclualmenle

los productores estan centradosen el manejode aquellas plagas que Iimitan la

exportaci6n, entre las que se encuentran gusanos barrenadoresdeIhueso, ramas

y perforador del fruto, trips, aranas. En cuanto a enfermedades del fruto, se

encuentran antracnosis, pudriciones del fruto por Phytophthora sp. y rona

(Sanchez-Colin, 2004). Enelcuadr04sepresentanlasprincipalesplagasporlas

cuales se ve afectado el cultivo del aguacate y en el cuadro 5 muestra las

enfermedadesqueloatacan;motivoporelcualseveafectadasucomercializaci6n.



Cuadro4. Principalesplagasdel aguacate.

Plaga Generooespecie Areadelaplanta
atacada

Trips FrankJinielJaspp Brotestiernosfloresy
frutos

Aranaroja Oligonychuspunicae Hojas, retonos, flores y
frutos

Arana blanca cristalina Oligonychusperseae Hojasyflores

Barrenadorderamas Copturusaguacatae Ramasfloresyfrutos

Perforadordelfruto

Taladradordeltronco Copturomimusperseae Tranco, ramasybrotes
Gunthe

Barrenador pequeno del Conotrachelusperseae Frutospequenos
hueso

Tetraleurodesspp Hojastiernas

Gusano arrollador de la Platynotaspp Hojas
hoja

Gusanotelarafiero Gracilariaperseae Hojas, frutosyflores

Fumagospp Hojas

Agalla Triozaanceps Hojas

Fuente: Lavaire(2013).

Dentradelasenfermedadessepuedenconsiderarcomobiogenicas, las que son

transmisiblesaarbolesohuertosvecinos,oabi6genicasocasionadasporfactores

ambientales (Teliz, 2007), ambas afectan la calidad y/o cantidad de cosecha,

siendo ejemplo de elias la rona, la tristeza y las enfermedades de poscosecha

(Morales y Gamboa, 2010). Las enfermedades estan entre los factores que mas

Iimitan la productividad y la longevidad del arbol del aguacate. En general, el

establecimiento y diseminaci6n de enfermedades en un huerto de aguacate

obedecea un mal manejo del cultivo (Teliz, 2007)



Cuadro5.Principalesenfermedadesdelaguacateysitiodeafeccion.

Agentecausal

Cofletotrichum Hojas, brotes, f10resy
gloeosporioides frutos

Pudriciondelaraiz Phytophthora Hojas, raiz, ramas, brotes
(marchitez) cinnamomirands yfrutospequenos

CancroporPhytophthora Phytophthora
cinnamomirands

Pudriciondelaraizpor Roseflinianecatrix Raiz, hojasybrotes
Rosellinia Rosefliniabunodes

Cancro del tallo por Dothiorefladothidea Tronco, ramasybrotes
Dothiorefla

Marchitamientopor Ramasjovenesytallos
Verticillium

Eisinoeperseae Hojas, tallosyfrutos
jovenes

Fuente: Tamayo-Molano (2007); Lavaire(2013)

4.7 Antracnosis (Colletotrichum spp.)

La antracnosiseslaenfermedadque provocaperdidaseconomicasmayoresyse

presentaanoconanoencasitodaslashuertasdeMexico,enmenoromayor grado,

aun en poscosecha, por 10 que constituye uno de los factores que Iimitan la

disponibilidad de la fruta para la comercializacion (Coria, 2009). Es una de las

principales enfermedades que danan el fruto y se ha convertido en la mayor

amenazadelcomerciointernacionaldelaguacate(Gutierrezetal.,2010).

La antracnosisescausada porun hongo del genero Cofletotrichumy sudistribucion

es cosmopolita predominanteen regionestropicalesysubtropicales (Xiao etal.,

2004). 5e han descrito mas de 100 especies de Cofletotrichum (Cannon et al.,

2012). En los estados de Morelos y Michoacan 5610 se tiene reportado a

Cofletotrichum gloeosporioides como el unico agente causal de la antracnosis en

aguacate(Coria, 2009).



Moraleselal. (2009),enunesludiorealizadoendiferenleszonasagroecologicas

de Michoacim,dislinguierondiversasvarianlesde Colletotriehumgloeosporioides

ulilizandoloscrilerioseullurales,morfol6gicosypalogemieos,causandolosmismos

slnlomas en frulos del aguaeale. Silva yAviia (2011) en el eslado de Michoacan

ulilizandoteenieasmoleeularesyanalisisfilogenelieosreportaronatresespecies

de Collelolriehum (C. gloeosporioides, C. aeulatum y C. boninense) como agentes

eausalesde antracnosis.

Figura3,AcervulodeColletotriehum(Barnettetal., 1998)

EI hongo forma micelio blanco-grisaceo que puede variar a verde 0 negro, las

conidiassedesarrollanenhifassolitariasyenacervulos,teniendo la capacidad de

producirperiteciosdeGlomerellasp. Lashifassonseptadas,losconidiospueden

variarenformaytamario.

Figura 4, Colletotrichum gloeosporioides. a) Acervulos y b) Conidias (Rosales
Meda,2007).



4.7.1Sintomasdelaantracnosis

Los sintomas de esta enfermedad pueden aparecer cuando los frutos se han

desarrollado, perc con mayor frecuencia cuando se aproximan a la fase de

madurez. La antracnosis es comun en arboles que se encuentran danados 0

debilitadosporunafertilizaci6n inadecuada, porsequia, bajastemperaturas, poria

aspersi6n, losinsectosuotrasenfermedades. Lasmanchasfoliaresocasionadas

poria antracnosis producen la muerteydeshidrataci6ndelostejidosinfectados,

produciendosepequenosacervulosnegrosdispuestosencirculosconcentricosen

las zonas necrosadas (Agrios, 2005)

La pudrici6n se inicia comopequenas zonas de color cafe claro queseextienden

conrapidez,tomanlaformadeuncirculoysehundenhastaunciertogradoensu

parte central. Lasuperficiede las manchas es lisa al principioypuedeserparda

obscura a negra hasta que las manchastengan undiametrode 1 a2cm.Apartir

de ese momento aparecen numerosas estructuras en forma de cojin de las

manchasyalgunasde elias seextiendenhaciafueraen direcci6ndeI borde de las

manchas. En anona, la pudrici6n tambien invade 131 mesocarpio y forma un cono de

tejido podridoyuntantoaguanosoque puedeo notenersabor amargo (Agrios,

2005).

Figura 5. Signos de antracnosis en 131 fruto del aguacate.

4.7.2 Proceso de infecci6n de Colletotrichum spp.

EI hongo puede infectar entre los 20 y 28 ·C, perc su temperatura 6ptima de

crecimiento es de 27 ± 1 ·C (Freeman at 131., 2002) en ambientes con humedad

relativaentre80a 100% (Pruskyatal., 2001; Talhinhas at 131., 2005; Yakoby at 131.,

2002). EI pH 6ptimo de crecimiento del hongo es de 5.5 a 7 (Droby at 131., 2009;



Prusky et al., 2001; Villanueva-Aree et al., 2004). Los eonidios de C.

gloeosporioides se produeen dentro de ae€lrvulos, mismos que son la fuente

principal de in6eulo parael desarrollo y diseminaci6n de laenfermedad(Latunde,

2001). Sudispersi6npuedeserporaireosalpieadurasdelluvia; al dispersarse los

eonidiosseadhierenalhospederopormediodeunaeapamucilaginosaeompuesta

de polisaearidos yglueoproteinaspresenteen el ae€lrvulo (T€llizy Mora, 2007),la

eual se ha observadoen el tubogerminativo yel apresorio de C. gloeosporioides

euandoinfeeta al mango (Mangiferaindica L.) (Ruiz, 2001)

Una vez que el eonidio de C. gloeosporioides se eneuentra en la superficie, €lste

respondealaseerasepieularesdelhospedanteyaletileno,eoincidiendoeonla

maduraei6ndelfruto;paratalefeetolaseiialdelhospedanteeselinerementoenla

producci6n de etileno en concentraciones internascercanas a 0.2IJLL·',

requiriendoelcontactodelconidioconlasuperficieporunperiodode2h. (Kimet

al., 1998,2000),necesariasparainducirlagerminaci6nyformaci6ndelapresorio.

Comosemencion6, enrespuesta aletilenoylacapa cerosa de la superficie del

aguacate, losconidios algerminarproducenuntubogerminativoquesehinchaen

el apice para formar una estructura denominada apresorio, el cual se adhiere

firmemente a la superficie de la planta. EI apresorio maduro es una estructura

asim€ltrica, polarizada, conundomosuperiormelanizadoyunaregi6n basal plana

que contiene un poro complejo (Latunde-Dada, 2001; O'Connell et aI., 1996; Prusky

et a/., 1996,2000; Sexton y Howlett, 2006). La resistencia del fruto de aguacate

inmaduro, al ataque de Colletotrichum se ha asociado con la presencia de

compuestos preformados en la cascara 0 pericarpio (Podila et al., 1993). Con

frecuencia este hongo infecta frutos inmaduros y permanece latente hasta que

disminuyenlasconcentracionesdecompuestosantifungicosanivelesnotoxicos,

10 que en aguacatecoincide con lamaduraei6ndelfruto (Prusky, 2000;Whartony

. Dieguez, 2004; Yakobyetal., 2001). Elpericarpiodelaguacate contienemonoenos

(1-acetoxi-2,4-dihidroxi-n-heptadeca-16-eno)ydienos(1acetoxi-2-hidroxi-4-oxo

heneicosa-12,16-dieno). Los niveles de estos compuestos disminuyen durante la

maduraci6n del frulo y eslo permile la susceplibilidad al ataque de hongos

(MorrisseyyOsbourn,1999). Se han sugerido cuatrofaetores que proporcionan

resisleneia al frulo Inmaduro de aguaeate al alaque de hongos; eseasez de los



nutrimentos requeridos por el pat6geno, compuestos antifung/cos preformados,

compuestosantifungicosinducidosylaausenciadeactivaci6nqueproporcionan

los factores de patogenicidad del hongo (Yakobyelal., 2001)

Elciclodelaantracnosisessimilaren la gran gama de plantas a las que ataca

(Figura 6). Losconidios una vezestablecidos en lasuperficiedel hospederoforman

un tUbogerminativocortoque una veztranscurridoeltiempode 12 a24h.iniciasu

diferenciaci6naapresorio;estaetapaesdesencadenadaporlasintesisde

proteinasespecificasenelpal6genoinducidasporsenalizaci6ndelaplanta

hospedera (Agrios, 2005). Una vez fijados los conidios del pat6geno en el fruto

huesped y habiendose formado el tuba germinativo, se da la maduraci6n del

apresorioporinclusi6ndecapasdemelaninaysintesisdecomponentesosm6ticos

activos(Agrios,2005),produciendoseunporodepenetraci6n,delcual emerge un

punto delgado de crecimiento para penetrar la cuticula del hospedero, y como

resultado,unpuntodeluzinteriorquepuedeseridentificadoenelapresorio

(Wharton y Dieguez, 2004)

Figura 6. Cicio de vida de Coltelolr/chum spp. causante de la antracnosis en
aguacate(Peggeta/., 2007).



Las especies de Col/etotrichum spp. causantes de la antracnosis en diversos

cultivosexhibendosfasesprincipalesdenutrici6ndurantelacolonizaci6nde la

planta,lascualesson:

a)lafaseinicialbiotr6fica:en lacualseobtienenlosalimentosde lascelulas vivas

huesped, esta es de corta duraci6n yen esta seasegura el establecimientodel

pat6geno,sindanosseveroseneltejidovegetal

b) expresi6n enzimatica: paradegradarla pared vegetal esta estrictamentelimitada

durante esta fase, ademas que la planta hospedera parece no reconocer al

pat6geno.

Enconsecuencia,nosedesencadenarespuestadedefensaylasegundafase

tardia necrotr6fica donde los alimentos se obtienen de las celulas hospederas

muertasa causa del ataquedel pat6geno (Baileyetal., 1992). Estafaseseasocia

la aparici6n de los sintomas de la antracnosis, con una estrecha relaci6nentredicha

aparici6ndelaenfermedad,elincrementoenlaexpresi6nenzimaticaparadegradar

laparedcelularvegetalylavirulenciadelpat6geno

4.7.5 Caracteristicas del genero Colletotrichum

Acontinuaci6nsedescribeiascaracteristicasgenerodeiCol/etotrichum:elgenero

Col/elolrichumforma acervulo(macizosde hifa) a partir de loscualesseoriginan

unasespinasosetas, septadas, puntiagudas, de color cafe obscuro,susconidios

sonhialinos,elongados,curvadosorectosdependiendodelaespecie,sinseptas,

aunqueantesdegerminarpuedenformarunsepto;losconidiossonproducidosen

formaenteroblastica en fiaJides oconidi6foroscilindricosy hialinosyseagrupan

formando masas de coloraci6n salm6n 0 rosa. Su distribuci6n es cosmopolita y con

predominancia en lostr6picosysubtr6picos(Xiaoelal., 2004). Estehongomuestra

un crecimiento lento in vilro(Talhinhas, 2005), lascoloniaspresentancoloraciones

de gris claro a gris oscuro, sin embargo, enagaravenael micelio esblanco, poco

algodonosoyposeemasasconidialesdecolornaranja (Zamora ela/., 2001); en

agarpapa-dextrosa,agaraguayagaravenapuedenobservarselaformaci6nde

apresorios (TeJiz y Mora, 2007), ademas las dimenslones varian de 4 a 12IJm de



longitud (Sutton, 1980). Losconidiosson hialinos, variables en tamano, de forma

cilindrica y obtusos en el apice, con medidas de 9 a 24 ~m de largo y de 3 a 4.5 ~m

de ancho (Figura 7) (Canoetal., 2004)

4.7.6Clasificaci6ntaxon6micaymorfoI6gica

Los hongos del genero Colletotrichumque causan la antracnosis del aguacate

tienen la siguiente clasificacion taxonomica NCBI, 2008 (National Center for

Biotechnology Information).

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Subphylum:Pezizomycotina

Clase:Sordariomycetes

Subclase:Sordariomycetesincertaesedis

Orden: Phyllachorales

Familia: Phyllachoraceaemitosporicos

Genero: Collelotrichum (Estado Anamorfo)

Glomerella (Estado Teleomorfo)

La antracnosis es causada principalmente par el hongo Collelolrichum

gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., que en su forma sexual corresponde a

Glomerella cingulala (Ston) Spauld & Scherenk. Se caracteriza porque presenta

conidiashialinas, unicelulares, ovoides u oblongas, ubicadas enunaestructura

lIamada acervulo (Figura 8). Estoscuerpos son en forma de disco, cerosos, sub

epidermales y tipicamente oscuros. Ademas de los conidioforos y conidias,

presentan setas en el borde del acervulo y conidi6foros (Dickman, 2006). Su

distribuci6n es mundial y actualmente el tax6n se considera constituido por 39

especies (Sutton, 1992) entre las que se encuentran tanto sapr6fitas como

parasitas.Lasespeciespat6genascausanseriasperdidasenunamplio numero de

plantas cultlvadas entre las que se encuentran frutales, cereales, pastos,

leguminosas y cultivos perennes en regiones tropicales y subtropicales. Los

sfntomas de esta enfermedad son frecuentemente una lesi6n denominada

antracnosis,pudiendoleslonarla mayor parte de la planta (Waller8181., 1993).



Figura 7. MorfologiadelasesporasdeColletotrichumspp. aislados de frutos del
aguacate observado bajo al microscopio, indicando la longitud de las esporas
(Siddiqui and Ali, 2014)
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Figura 8. Conidias y apresorios de especies de Colletotrichum de inten~s

fitopatol6gico. (A) C. coccodes; (B) C. crassipas; (e) C. damatium; (D) C.
gloeosporioides; (E) C. graminicola (Cano at al., 2004).

4.7.7 Especies de Colletotrichum pat6genas del aguacate

Actualmentesetienereportadascomopat6genasdeestecultivoalasespeciesC.

glliJaosporioidas en todas las zonas productoras de aguacate en el mundo y a C.

acutatum solo en nueva Zelanda (Hartill, 1991), Australia (Coates et al., 1995) y

recientemente en el estado de Michoacan, Mexico (Gutierrez at al., 2002; Avila

Quezada, 2007). Laconfusi6nentreestasdosespeciesesmuyprobable que sea

la causa de los escasos reportes en las demas zonas productoras del mundo,



debido a que muchos de los aislamientos de C. acutatum se han identificado como

C. gloeosporioides (Wharthon y Dieguez, 2004). Actualmente para la identificaci6n

de estas especies, los investigadores han sumado a los metodos tradicionales

basadossoloencaracteristicasmorfol6gicasydehospederosespecificos,eluso

detecnicasmolecularesmedianteiniciadoresespecificosempleandolatecnicade

PCR. Ademas, otra herramienta usada para la separaci6n de estas especies es la

sensibilidad a benomilo, lacual mueslra mayorsensibilidad a C. gloeosporioides

queaC. acutatum (Freeman etal., 2000)

4.8 Medidasdeprevenci6nycontrol deJaantracnosis.

Las apJicaciones preventivas deagroquimicosdesdela epoca de fioraci6n 0 poco

antesdequeseinicienlasinfeccionesprimariassonlamejoropci6nparaevitarla

presencia de enfermedades, sin embargo, esta tecnica es poco empleada y

practicamenteel control quimicoseaplicaparatralardecontrolarlasenfermedades

una vez que se han eslablecido. Para lratamientos en forma preventiva seemplean

productosbasadosencobre (Sulfatotribasico de cobre, Oxidocuproso,Oxicioruro

decobreyOleatocuprico), todos ellos de buena acci6n preventiva, perocon un

periododeactividadmuycortoyparatratardeerradicarlaenfermedad,asicomo

para el control de estas enfermedades, losproductos a base de cobre,aligualque

el Captan o Folpetson los mas usados (Martinez y Estrada, 1996)

EI control cultural consiste en la eliminaci6n del material enfermo, como ramas,

flores,frutosyconello,evilarunaaltadensidadpoblacional,1ocualpueden

conseguirse con aclareos y distintos lipos de podas, no permitiendo el

entrecruzamientode las ramas, para no propiciarlas condiciones quefavorezcan

el desarrollo de la enfermedad. Asl mismo, es necesario el control de la humedad

relativaatravesdelosriesgos,evitandoqueestosseanporinundaci6n ode cajete,

sustituyendolosporsistemasdegoteoominiaspersi6nparaevitarladiseminaci6n

del pat6geno(Scheffer, 2002; Sanchez, etal., 2001).



4.8.2Controlquimico

La mayoria de las enfermedades de planlas generalmenle se conlrolan con

fungicidas quimicos, los cuales se aplican al suelo, semillas, follaje y frulo. La

ulilizaci6nmasivade fungicidasyplaguicidasdeamplioespeclro,soncoslososy

lrae consecuencias colalerales secundarias, como son el desarrollo de la

resislenciadeiasplagasylopal6genos,lacontaminaci6nambiental, lapresencia

residuost6xicosenelproduclocosechado, la aparici6n de nuevasplagasylo

enfermedades, la eliminaci6n de la entomofauna benefica, asicomo lainloxicaci6n

del operador (Chacin et a/., 2013). Todos estes problemas plantean el relo de

desarrollar nuevas alternalivas viables y seguras, como la ulilizaci6n de

microorganismos para evilar el empleo excesivo de los produclos quimicos

sintelicosparaelcontroldeenfermedadesdelcullivodeaguacaIe (Gulierrezetal.,

2013). Losplaguicidassinlelicoshangeneradobeneficiosenlaproducci6n

agricola; sin embargo, el empleo inadecuado de los mismos, expresado en terminos

de lipo, toxicidad, numero de aplicaciones y dosificaci6n, han producido

conlaminaciones que afeclan al suelo, agua, aire y produclos agricolas, por la

acumulaci6n de residuos potencialmenle daiiinos a la salud humana y de los

animales (Dinham y Malik, 2003). Segun dalos de la organizaci6n mundial de la

salud,anualmenleseinloxicandosmillonesdepersonasporexposici6ndirecla0

indirectaaproductosquimicos.Losefectosnegalivosdelalesproduclosqulmicos

enlasaludhumanasonelcancer,desordenesenelaprendizaje,problemasenel

sislemainmunoI6gico,disfunci6nreproducliva,enfermedadesneurodegeneralivas

como Alzheimer y Parkinson, asi como problemas en la piel, en membranas

mucosas ytraclodigestivo (Badii,2007).

4.8.3 Control Integrado

EI. manejo integrado del aguacale (MIA) ha sido definido como un conjunto de

acciones y decisiones fundamentales en datos sislemalizados de la planla, del

c1imaydelosfacloresqueinfluyenenlaproduclividadycomerciaIizaci6n del fruto

Tambien estan considerados como componentes del MIA al huerto en si con lodos

losfactoresbi6ticosyabi6ticosqueinleractuanenel,tambienelfaclorhumanoy

el sistema de informaci6ndel huerto. Todoseslosfactoresdebendeconsiderarse



como un conjunto de elementos igualmente importantes. Debe de establecerse en

cada huerto un programa y calendarizaci6n de actividades, conforme a las

condicionesnaturalesexistentesenelhuerto, a lafenologia del cultivo,practicas

fruticolas realizadasybasandosea la problematica regional detectada (Morales,

2005).

4.8.4Controlenposcosecha

Lostratamientosposcosechaconfungicidasparaelcontroldeantracnosis,como

el Prochloraz, ha demostrado ser un efectivo para el control de antracnosis en

aguacate;dichofungicidasehausadoextensivamenteenAustralia,NuevaZelanda

y en SudMrica (Ochoa, 2005). Se obtuvo una eficiencia del 90 % de control de la

antracnosisenfrutosdeaguacatedurantesualmacenamiento,conuntratamiento

abasede2gdehidr6xidodecalciomicronizadoadicionadoconO.5gdedetergente

bioI6gico,haciendounainmersi6ndelosfrutospor5min.Sehaprobadolaeficacia

de extractos acuosos dehojas ytallosdevariasespecies de plantas paraelcontrol

de Colletotrichum gloeosporioides in vitro e in vivo en papaya y mango, destacando

losextractos de hojas de Citruslim6ny Persea americana con una inhibici6ntotal

in vitro. Los extractos de hojas de Carica papaya inhibieron completamente las

pudriciones en frutosde papaya, mientrasquelosextractosdehojasdeDyospiros

ebenastertuvieron un efecto fungicida adecuadoen mango, ademaslosextractos

probados no afectan lacalidaddelafrutadurantesu almacenamiento (Bautista et

al., 2002). Porotra parte,la aplicaci6n de 2.2 mg/L de ozono por un periodo de

contacto de 15 min, inhibi6 significativamente la germinaci6n de C. gloeosporioides

en mango, mientrasque la aplicaci6n de c1oro a 360mg/Lydeyodoa 500mg/L

ofrecenresultadossimilaresalozonoeliminandoel100%delasesporasdelhongo

(Barbosa, 2002).

4.8.5Variedadesreslstentes

Laresistenciaalpat6genoesquizaselaspectomassignificativodelcontroldela

enfermedadencultivosagrlcolas,sehainvestigadoenungradoinferior para crear

plantas mas resistentes al pat6geno,Io cual escomplicado poria capacidad de

susceptibilidad de la mayorfa de las especies de Colletotrichum de formar

infecciones latentes (Pruskyetal., 2001; Ochoa, 2005).



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Areadec.olecta

Las colectas se lJevaron a cabo en huertos de los ejidos La Verba, Camichin de

JaujaySan Luisde Lozada pertenecientesal municipio de Tepic, elejidodeXalisco

que pertenece al municipio de Xalisco. En cada uno de los huertos indicados

anteriormente, se tomaron directamente del Mbol frutos de aguacate con los

sintomas atribuidos a Colletotrichum spp.los cuales se colocaron en bolsas de

plaslico y se trasladaron al Centro de Tecnologia de Alimentos de la UAN. Cada

muestra se etiquet6 conteniendo los datos: nombres del propietario, fecha de

colecta,ubicaci6nynombredelhuerto(Rond6netal., 2006).

5.2 Descripci6n de lossitios demuestreo

Se eligi6 en campo los frutos, hoja y flor que presentaron signos de antracnosis

paraasegurarelaislamientodelhongoColletotrichumspp

5.2.2 Aislamiento del pat6geno

Unavezsecolectadoslosfrutosdeaguacateconsignosdeantracnosis,selavaron

ydesinfectaron con una soluci6nde hipocioritode sodio al1%durante 3 min

Despuesselavaroncon aguaesteril (Santander, 2012)yselesrelir6elexcesode

humedadcongasasesteriles.Enseguidasecortarontrozosdetejidode1cm2 (50%

detejidosanoy50%detejidoenfermo)tomandopartedelpericarpioymesocarpio

con un bisturi esteril. La desinfecci6n se realiz6 con el fin de eliminar la flora

sapr6fita, larvas de mosca, insectos y bacterias, entre otros microorganismos

presentes (Arias - Rivas et al., 2006). Posteriormente, con la ayuda de unas pinzas

es.terilesse colocaron 4 trozos de tejido en el centro de la caja Petri con PDA, las

cuales se incubaron a temperatura ambiente (aproximadamente a 25°C) durante

un periodode 5-Bdfas. Unavezobservadoelcrecimientodemicroorganismos,se

procedi6arealizarunapurificaci6ndelascepasmedianteresiembrassucesivas,

para la obtenci6nde colonias con un solo tipo de morfologfaen cada una de las

cajas (Calvente etal. 1999: Akgun etal. 2001; Rond6neta/., 2006),



5.3 Identificaci6ndel pat6geno

5.3.1Identificaci6nporclavesdicot6micas

Para la identificaci6n de los hongos fitopat6genos aislados se utilizaron metodos

morfol6gicostradicionales, tantodetipo macrosc6pico (tipomicelio,colorytipode

crecimiento) como microsc6pico (morfologia de conidi6foros y morfologia de las

esporas). Para la identificaci6n microsc6pica del hongo se prepar6 un frotis, que

consisti6 en depositaren un portaobjetos una gota de azul de lactofenol, ala que

seanadi6ymezcJ6elmiceliodelhongoconunazaesteril,paraenseguidacolocar

sobre la preparaci6n un cubreobjetos, observarla al microscopio compuesto e

identificarsuscaracteristicasmorfol6gicasconelobjetiv040X.Paralaidentificaci6n

delhongoaniveJdegeneroserealizaronmicrocultivos,loscualessonnecesarios

para la observaci6n de sus estructuras somalicas y reproductivas. Mediante la

tecnica de camara humeda y/oaislamientofueposible inducirla aparici6n de tales

estructuras.Laobservaci6ndelascaracteristicasdelasestructurasproducidasy

el usodeclavesdicot6micasfueron necesarias para determinar elgenerodeeste

tipode hongosfitopat6genos (BarnettyHunter, 1998)

5.3.2Identificaci6n molecular de los hongosfitopat6genos

ParadefinirJaespecie, fuenecesarioelusodetecnicasmolecuJares, para Jo cual

se realiz6 Ja extracci6n de ADN mediante una modificaci6n de la tecnica de

Sambrooky Russel (2001) como a continuaci6n se describe:

En un tuboEppendorfesterilsecolocaron 500 j.JLde buffer de Iisis, seadicionaron

50 mg de materia fungica yalgunas perlas de vidrio, esto se mezel6 durante 2

minutos a maxima velocidad con la ayuda de un vortex. Se agregaron 5 j.JLde

Kitinasa y 4 j.JL de Proteinasa K y se mezel6 de nuevo, posteriormente en repose

se incub6 la mezela obtenida por 24 h a temperatura ambiente (25 ·C). Despues de

la'incubaci6n se agregaron 100 j.JL de NaCI 5M y se mezclaron suavemente, se

agregaron 400 a 600 j.JL de fenol-eloroformo dependiendo del volumen de lisis

agregado, nuevamente se mezcl6 suavemente y se centrifug6 por8 minutos a

13,000 rpm. EJ sobrenadante se recuper6 en un tubo Eppendorf nuevo, se Ie

adicionaron 10 IJL de acetato de amenia 5M y Juego se mezcl6 suavemente. Se

agregaron 700 f,lLde isopropanol y despues de una suave agitaci6n,secentrifug6



por 10 minutos a 14,000 rpm (el precipitado obtenidocorresponde al AON de la

muestra). Una vez eliminado el sobrenadante se adicionaron 500 fJL de alcohol

eti/ico al 70% con una agitaci6n ligera. En dependencia de la cantidad de AON

obtenido, sediluy6 en una soluci6n de agua miliQ 0 bufferTE (50-100 fJL) a la

cual finalmente se agregaron 4 fJL de RNAsa, para incubarse a 37'C durante media

hora. EI buffer de lisis esta compuesto porTrit6n 100X aI2%, SOS aI1%, NaCI100

mM, Tris HCI10 mM con pH 8 Y EOTA 1 mM

La identificaci6n molecular se realiz6 utilizando la regi6n ITS1 - 5.8S - ITS2 del

rONA mediante los iniciadores ITS1 (5' - TCCGTAGGTGAACCCTGCGG - 3') e

ITS4 (5' - TCCTCCGCTTATIGATATGC - 3'). Las amplificaciones por PCR se

realizaron con un periodode desnaturalizaci6n a 95 'C, seguidode 30 cicios (los

cualescomprendieron una desnaturalizaci6n a 95'Cdurante 1 min., alineaci6n por

30sa50'C yunaextensi6nde2 min. a 72 'C)y, con una extensi6n final de 10

minutos a 72 'C. Los productos de la amplificaci6n fueron separados por

electroforesis en gel de agarosa aI1%, se tineron con bromuro de etidio (0.2

fJg/mL), sevisualizaronen untransiluminadoryseenvi6a secuenciar(Ochoa el

al., 2007),

5.4 Caracterizaci6n de cepas del hongo (Colletotrichum spp.)

Se colocaron un disco con crecimiento del pat6geno en una caja Petri,

posteriormente se incub6 durante 7 dias a 28 ·C. Para la caracterizaci6n de las

cepasseevalu6elcoloralfrente, al reversoydelcentrodela colonia,asicomola

textura del micelio, forma de la colonia, tamano y forma de conidios y el diametro

de la colonia, EI diametro de colonia se determin6 midiendo con una regia

milimetrica, el crecimlento mediante la tasa de crecimiento diario en em, asf como

ladiferencia del diametrofina/menoseldiametroinicia/(disco demiceliocolocado),

Se evaluaron tambien el largo y ancho de los conidios, los cuales fueron

observados en un microscopic compuesto en el campo de40 X; utilizando una

reglilla micrometrica la longitud y e/ ancho se determinaron en 50 conidios

seleccionandoafazardecadaunodelosaislamientos, La forma delosconidiosse

determin6conbaseenlascaracterfsticasindicadasporSutton(1992),



5.5 Control quimico

5.5.1Selecci6ndelosfungicidas

La selecci6n de los fungicidas quimicos para las evaluaciones in vilroeinvivose

bas6enlainformaci6noblenidadelarevisi6ndelileraluraylaproporcionadapor

losproducloresquesufrendeeslaproblemalica, siendo los siguienlesfungicidas:

1. Ultramyl500 (F1): Eslreplomicina + Oxilelraciclina + Oxiclorura de C

2. Coreysan 50 P.H. Caplan (F2) N-Iricloromelillio-4-ciclohexeno-1,2
dicarboximida

3. Kocide 2000 (F3): Hidr6xidocuprico

5.6 Evaluaci6n de lasusceptibilidad in vitrodecepas de Cotletotrichumspp.
defungicidasquimicos

Se prepararon soluciones de los 3 fungicidas a evaluar (UllramyI500= 0.635 gil.

Caplan= 2.25 gil e hidr6xido cuprico= 05 gil) a la concenlraci6n de la dosis

recomendada par el fabricanle. Se Ie afiadieron 500 ~I de la concenlraci6n del

fungicida a cajas Pelri can PDA (Papa Dexlrasa Agar), extendiemdoles en la

superficiedel agar can un azadevidrioesterilydespuessedej6reposarparaque

esla sea absorbida par el agar (metoda de alimento envenenado). Luego se

tomaran cepas de Co/lalolrichum spp. de 3 a 8 d/as del aislam/ento, extrayendo

discosde5mmdediametro can laayudadeunas pinzas esteriles 10scualesse

sembraron en el centra de las cajas Petri que conlen/an PDA (Papa Dextrosa Agar)

maselfungicida, para enseguida incubarse a temperatura ambientede 25 °c par

7 dias, para evaluar la eficiencia de los tratamientos de acuerdo al crecimiento

radial despues de la incubaci6n: ademasseemple6 un testigo experimental que

corresponde a la s/embra del hongo en media de cultivo PDA sin fungicidas. Can

los valores del diametro se procedi6 a determinarel porcentajede inhibici6n del

cre~im/ento (PIC). mediante la f6rmula siguiente (Julca-Otinianol al al., 2005;

Rond6ne/al.. 2006: Shovan alai., 2008: Gavir/a-Hernandezelal.. 2013):

PIC= Crecimiento Testigo - Crecimiento Tratamiento x 100

CrecimientoTestigo



5.7 Pruebas de fitopatogenicidad

Una vezquefueron aislados los hongos del aguacate. sellevaronacabopruebas

paradeterminarcualescepasfueron capaces de generar sintomasdeenfermedad

en el fruto y as! comprobar la capacidad patogemica de los mismos (Benbow y Sugar

1999)

5.7.1 Preparaci6n de la suspensi6n de esporas (1 ><105 esp/mL)

Setomaronvariasasadasdemiceliodelascepasobtenidasenelaislam!entode

hongos y se suspendieron en 10 ml de agua destilada esteril. para enseguida

filtrarseyajustarsea una concentraci6n de 1 x 105 esp/mL. La determinaci6n del

numero de esporas en la suspensi6n se realiz6 con ayuda de una camara de

Neubauer. en la que se coloc6 la suspensi6n filtrada efectu6 el recuento. Para

estimarelnumerototaldecelulasenlasuspensi6nseutiliz61asiguienteecuaci6n

(Sariah 1994):

Numerodeesporas= (rdeesporas contadas) (10000)

ml

Para el ajuste de las suspensiones a una concentraci6n de 1>< 105 esporas por

mililitro.seutiliz6laecuaci6n

5.7.2Inoculaci6n defrutossanos

LosaguacatesIibresdeantracnosisselavaronydesinfectaronconunasoluci6nde

hipocloritodesodioa/1%durante3min. paraenseguidarealizarunlavadocon

agua destilada esteril y secado en condiciones de asepsia en una camara de

aislamiento de flujo laminar. Acontinuaci6n. serealizaron2heridasporfrutocon

un punz6n que permiti6 generar cavidades de 4 mm de diametro por 3 mm de

profundidadendiferenteszonas, alasquese lesagregaron 25 lJl delasuspensi6n

deesporas de hongos (1x105 esp/mL). Posteriormente sedej6 reposarlos frutos

durante1hytranscurrldoeltiemposeaplicaronlostratamientoscorrespondientes.

Comotestigose ulilizaronfrutos que fueron tratadosunicamente con agua destilada

esteril(Bautista, 2013). Paracadabioensayoseincubaron5frutosportratamiento,



encajasenpresenciadehumedad,ysealmacenarondurante10dias,deobservar

ymedireldiametrodelalesi6nproducidaporelpat6geno

5.7.3 Almacenamiento (incubaci6n)

Losaguacatesinoculadossecolocaronenunacamarahumeda, lacualfavoreci6

el desarrollo de los hongos fitopat6genos. Se efectuaron revisiones diarias para

detectardeformaoportuna laaparici6ndelossignosdelaenfermedad, mismos

que se compararon con los primeros signos observados en el aislamiento de

hongosfitopat6genos(BenbowySugar1999).

5.8 Efecto de los fungicidas sobre la germinacion deesporas ytamaiiodel
tuba germinativo de Colletotrichum spp.

Para determinar el efecto sobre la germinacion y crecimiento del tubo germinativo

de esporas deColletotrichum, se prepar6 una suspension de esporas de

Colletotrichum a una concentracion de 1 x 105 mL·'. Luego se preparo PDA (Papa

Dextrosa Agar) para posteriormente hacer cortes 1 cm2 pero muy finos y

depositarlos en los dos extremos del portaobjetos (dos cuadros de 1 x 1 cm de

PDA). Tambiem se prepararon los tres fungicidas con una concentraci6n al 100%

recomendada porel fabricante con la final/dad de conocerla inhibici6n del tubo

germinativo.

Como control se utilizo agua destilada esteril. Cada tratamiento se real/z6 por

tripl/cado, considerandose una repeticion un portaobjeto. Se incubaron en

oscuridad a aproximadamente 21°C durante 8 h. Cumpl/do este per/odo se

determino sobre un total de 30 esporas la cantidad de esporas germinados,

midiendose en estos el largo del tubo germinativo mediante el programa Motic

Images Plus 2.0 (Julca-Otinianol etal., 2005)



5.9Amllisisestadisticos

Los resultados obtenidos de la evaluaci6nin vifrode cepas de Collefofrichumspp

ala resistencia de fungicidas quimicos se analizaron mediante ANOVA para un

diserio factorial 20x4 (20 cepas por 3 fungicidas y 1 control por tratamiento);

rea/izandocadatratamientoportriplicado.Lapruebadepatogenicidadfueevaluada

de la misma manera con un diserio factorial20x4 (20 cepas evaluadas y tres

fungicidas mas un control con 10 replicas portratamientos). La comparaci6nde

medias se hizo con la prueba de Tukey (P= 0.05). Ademas, los datos obtenidos de

Ja caracterizaci6n de cepas del hongo (Tamariodel conidio= Largo x Ancho) y tubo

germinativo se sometieron a un ana/isis de varianza y comparaci6n multiple de

medias medianteJa prueba de Tukeya un nivel de significancia deO.05,usandoel

paquete estadistico Statistic Analysis System (SAS, 2009) versi6n 9



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Aislamientodelpatogenoylacaracterizacionmorfologica

Se aislaron un total de 86 cepas de hongos, encontrando 20 cepas de

Colletotrichum spp., las cuales fueron identificadas como C. gloeosporioides (13

cepas), C. hymenocallidis (1 cepa), C. siamense (5 cepas) y C. tropicale (1 cepa)

De dichas cepas, la especie C. gloeosporioides ha sido reportada en diferentes

cultivos como papaya (Carica papaya L.), variedades de citricos, aguacate (Persea

americana Mill), cafe (Coftea arabica L.), mango (Mangifera indica L.), uva (Vitis

vinifera L.), guanabana (Annona muricata L.), tomate (Lycopersicum esculentum) y

fresa (Fragaria vesca) (Beltran y Garcia, 2006). Asi como tambien se han

encontrado reportes de diversos cultivos que han side afectados con C. tropicale

como son guanabana (Annona muricata L.). mango (Mangifera indica L.) y

aguacate (Persea americana Mill.) entre otros (Rojas et al., 2010). Sin embargo, el

resto de las especies no han side reportadas para el aguacate (Persea

americana Mill.), como es el caso del C. hymenocallidis que principalmente se ha

encontrado en lirio arana (Hymenocallis lil/oralis) y algunos casos en chile

(Capsicum annuum L.) y tomate (Lycopersicum esculentum) (Yang et al., 2009)

Porotraparte,deIC. siamensenosecuentaconinformaci6ndequeprovocadano

alaguacate(PerseaamericanaMill),perosiendiversoscultivoscomoarboldejaca

(Artocarpus heterophyllus Lam.), arbol de pan (Artocarpus alii/is), cafe

(CofteaarabicaL.),higuera(Ficuscarica),cacao(Theobromacacao),yerbabuena

(Mentha spicata), pimienta negra (Piper nigrum L.) y romero (Rosmarinus

officinalisL.) (Jamesetal.,2014).

Lascepasidentificadasseagruparon en 8categorias, de acuerdo a sus

caracteristicas morfol6gicas macrosc6picas como son el tipo de crecimiento,

micelio,colorymasaconidial(cuadr06).

TOdosestos aislamientos presentancaracterrsticassimilaresa los obtenidos par

Rodriguezetal. (2009) YPerez etel. (2003), quienes mencionanqueel pat6geno

causante de la antracosis lIamado Col/etotrichum spp. tiene gran variabilidad

morfol6gica debido a los parametros como las condiciones de incubaci6n,

temperatura yhumedad. Sin embargo, en el presente trabajo no sevariaron las



condicionesambientales nide mediodecultivo, por 10 que las variaciones entre

especies e inciuso entre cepas de la misma especie que pueden deberse a la

gran plasticidadgenetica (GuMrrez-Alonsoelal., 2013)

En la figura 9 se muestran las fotografias de las veinte cepas aisladas del

aguacate, dondesepuedenapreciarlasdiferencias morfol6gicas entrelascepas

Cuadra 6.Caracterfsticas macrosc6picas de las cepas de Collelolrichum aisladas
deaguacate.

Cepo Crecimiento
Collelolr/chum R~pido

gloeosporioides
(ANb, ANc, AN,
ANfyANk)

Blanco-crema Abundantey Escasas,salm6ncon

algodonoso el l~~~;;~u~~~~as,

concentrica

Collelolrichum Abundante, Escasas,salm6ny
gloeosporioides compactoy neg~os~:~~~i~~ci6n

(ANj) algodonoso

Collelolrichum R~pido Blanco-crema Abundantey Abundante,salm6n
hymenocallidis centro color algodonoso

~~~t~~~~i~~~I::~~~:'(ANn) naranJa

Collelolrichum Blanco-crema Abundanley Abundante, salm6n
gloeosporioides centro color superficial

~~~tr~~~~i~~~'::~~~:'(ANa,ANd,ANi naranja
yANI)

Collelolrichum R~pido Abundante, Escasas,salm6ncon

AN,
algodonoso,

el t~~;;~u~~;~as,(ANo, ANp, grueso
ANryANs) concentrica

Collelolrichum R~pido Blanco-crema Abundantey Abundante,salm6n
Iropicele centro color elgodonoso

con e~'~~r;~~i~~gras,(ANt)
:~~~~- concentrica

Collelolrichum Rapido Blanco-crema Abundante, Abundante,salm6n
gloeosporloides centro color gnuesoy

con e~'~~;~~i~~gras,
(ANgyANm)

~:~~~~.
algodonoso

concentrica

Collelolr/chum R~pldo COI~~~~~~nja- Abundantey Abundanle,salm6n
gloeosporio/des grueso

con e~I~~r;~~I~~gras,
(ANh)

concentrlca



Figura 9. Variabilidad de cepas de Colletotrichum gloeosporioides (ANa-ANm),
Colletotrichum hymenocallidis (ANn), Colletotrichum siamense (ANo-ANs) y
Colletotrichum tropicaJe (ANI).

Todoseslos aislamienlosson similares a looblenidoporRodriguezetaJ., (2009)

quienes mencionan que el pal6geno causanle de la anlracosis IIamado

Colletotrichum spp. liene gran variabilidad morfol6gica debido a los panflmelros

como las condiciones de incubaci6n, lemperalurayhumedad.

6.2 Pruebas defitopatogenicldad

En las pruebas in vivo, la cepa ANq (C. siamense) y ANc (G. gJoeosporioides)

tuvieronlamayorlasadedesarrollodelossinlomasdelaenfermedadprovocando

fuertedanoal frulo. AI realizarla inoculaci6n poria herida, seenconlr6queel C.

gloeosporioidesfuela maspalogenicaylacualcausomasseverosdanosalfrulo

(Figura 10), aunque en lodos los lralamienlos se observaron los slnlomas de

anlracnosisen los aguacales inoculadosa partirdeldecimodia. Todas las cepas

sedistinguieron porpresentarzonascolorsalm6n en la parteenferma del fruloal

decimo dla, por 10 cuallos re-aislamienlos a partir de los aguacales infeclados

artificialmentecomparten las caracterislicasde las cepas que fueroninoculados,es



decir, cumplen con los postulados de Koch, ademas que presentan una alta

variabilidad morfol6gica, patogemica y genetica de acuerdo allugar donde fue

presentada laenfermedad (Casarrubiasetal., 2003)
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Figura10.Cepasde Colletotrichumspp.evaluadasinvivotantoencrecimienloy
susceplibilidada losfungicidas

La prueba de palogenicidad de los diferenles aislados de Colletotrichum spp.

demoslr6que las 20 cepas fueron capaces de generar, a los 10dias despuesdela

incubaci6n (ddi), los mismos signos de la enfermedad que se presenlaronen las

lesiones de las quefueron aislados. Sin embargo, se enconlr6 que haydiferencia

significaliva enlre ellos, siendo las cepas de Colletotrichum gloeosporioides las que

presenlaron mayor virulencia en los frulos de aguacale, seguido por el

Colletotrichum siamense que lambien causa danos severos al frulo, y en menor

ataque al fruto de aguacate se encuentra los C. hymenocallidis y C. tropicale. De

aC!Jerdo con Montero et al. (2010) la variabilidad del Colletolrichum gloeosporioides

sedebe a sus aspectos bioqufmicos, mienlrasqueKelemuetal. (1999)sosliene

queexisteunagranvariabilidadpalogenicalacualhacequelasreacciones

diferenciales expresadas en las interacciones de Colletotrichum gloeosporioides

seandiferenles. Domlnguezetal. (2012)enconlraronquelasdiferentesespecies

deColletotrichumspp.tienengranvariabilidadgenelicaymolecularque hacen que



el grade de dana sea variable enlre si (Figura 11). Por esla razon los primeros

signos de anlracnosis en la evaluacionin vivo comenzaronenlreellercerycuarto

diadeincubacionyloscualesfueronenaumentoalcomenzarlamaduraciondel

frulo,loqueasuvezpuededeberseaquesetratadeunaenfermedadlatenle,es

decir,dondelainfeccionsepresentaenestadostempranosdeldesarrollo del fruto

einclusodesdela floracion yse mantienelatentehastaqueel fruto alcanza las

condiciones optimas como son la maxima produccion de etileno, fenomeno que

desencadenaeventosenzimaticosqueeslimulaneldesarrollodelhongo,asicomo

ladisminucion dela concentracion de algunos compueslos que 10 inhiben(Baulista

Rosales, 201;3; Fuentes-Castillo y Blanco-Cancelo 2007), en congruencia con 10

observado en el presentetrabajo. Ademas, en frutosde aguacateseencuentraun

flavonoide lIamado epicatequina, que mantiene al Colletotrichum spp. en estado

latente, sin embargo, durante la maduracion del fruto los niveles de dicho

compuestoyotrosquesonantifungicodisminuyen,loqueprovocalaactivaciondel

hongo (Benoy Prusky2000; Guestsky et aI., 2005)



Figura 11.Dal'locausadoporColletotrichumspp, en aguacaledelavariedad'Hass'
durante10dfasdeincubaci6n,



6.3 Efecto de losfungicidasen las pruebasde patogenicidad

De acuerdoa lafigura 12, se puede observarqueel mayordano provocado por

Co/letotrichumspp., enelinleriordelfrulodelaguacaleseubicaenunrangode

69.27 a 30.67 % en los lralamienlos a base de Ullramyl 500, Caplan y Kocide 2000

EifungicidaUIlramyl500fueelquesuper6ligeramenlealosolrosdosfungicidas,

obleniemdose un porcenlajede inhibici6n del 69.27 %, esdecir, luvo un menor

porcenlajedefruladanada poranlracnosis, yaquelasinlomalologiaobservadafue

poconoloriaenvirtudqueelfungicidainhibi6alhongoyevil6quelaenfermedad

siguiera avanzando en lodoel mesocarpiodelfrulo

En lanlo el Caplanqueinhibi667.26%dela anlracnosis,lambien reluvoelavance

de esla enfermedad resullando un poco danado en el mesocarpio del frulo del

aguacale, mienlras que el Kocide 2000 resul16 con el allo valor de dane al

mesocarpiodelaguacale, inhibiendolaenfermada conel 65.50% causadoporla

Con 10 que se puede senalarque, parael caso de aguacale es poco el efeclode

10sfungicidasporsisolosparaelconlroldeCo/letotrichumspp.,ademasdequeel

usodeesloscomponenlessumayorinfluenciahasidocuandosehaaplicadode

maneraprevenlivaynocuraliva



Figura12.EfectosdefungicidassobrelascepasdeColletotrichumgloeosporioides
AN(a-m). Colletotrichum hymenocallidis AN(n), Colletotrichum siamense AN(o-s) Y
Colletotrichum tropicale AN(t) inoculadas en el fruto de aguacate.

6.4 Identificaci6n de especies con cebadores especificos

Laidentificaci6nmoiecuiardeiasespeciesdeColletotrichumspp,atravesdeluso

de los cebadores universales ITS1 Y ITS4 en combinaci6n con el ADN del

Colletotrichum spp., permiti6 la identificaci6n de 20 especies del genero

Colletotrichum, de las cuales se lograron amplificar alrededor de 400 pares de

bases (pb) comosemuestra enlafigura 13.
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Figura 13. Geles de agarosa que visualizan el amplificado de los aislamientos
identificadoscomo Colletotrichumspp., con un fragmentode400 pb

6.5 Evaluacion in vitro de la susceptibilidad de cepas de Cotletotrichum spp.
afungicidasquimicos.

Para la variable porcentaje de inhibici6n del crecimiento micelial se presentaron

diferencias significativas entre los tratamientos. Las cepas C. gloeosporioides (ANa,

ANb, ANc, ANd, ANe, ANf, ANg, ANh, ANi, ANj, ANk, ANI YANm), C. hymenocallidis

(ANn), C. trapicale (ANt) y C. siamense (ANo, ANp, ANq, ANr y ANs) fueron

inhibidascompletamenteporlostresfungicidas, sin embargo, lagranmayoriade

lascepasaisladaspresentaron menorinhibici6n, esdecir, mayorresistencia a los

fungicidas empleadosen esteestudio (cuadro 7).



Cuadro 7. Porcenlajes de inhibicion del crecimienlo micelial (PICM) por efeclo de
losfungicidasquimicos.

Fungicidas

Pal6geno Ullramyl500 Caplan

C.gloeosporioidesANc

C.gloeosporioidesANd

C.gloeosporioidesANe

G.lropicaleANI

C.hymenoca/lidisANn 7,14gG

18,821gG

C.siamenseANp

C.gloeosporioidesANg

C.siamenseANq 8,65gG

C.gloeosporioidesANh

C.gloeosporioidesANi

C.gloeosporioidesANj

C.gloeosporioidesANk

C.gloeosporioidesANI

C.gloeosporioidesANm

10,29gG

3,64ghH

28,1010

Las medias con lelrasiguales nosonesladlslicamentediferentes(Tukey,p>0.05)
Letra mayuscula representa la comparacion en columna y las letras minusculas
significanlacomparaci6nentrefilas,

Segun la FAO (2012), el uso continuo y frecuente de un mismo plaguicida 0

fungicida,elnoapllcarladoslsrecomendadaenlaetiqueta, unapobrecobertura

del area bajotratamiento, lascondicionesambientales, la bajaonulaincorporaci6n



deolraspraclicasdeconlro/comobuenaspraclicasagricolas,rolaci6ndecullivos

ylalimpiezadelosequiposagricolas,sonconsecuenciasdelabajaefeclividadde

los lralamienlos 0 inclusoocasionarresislencia a agenlesquimicos. Sin embargo,

siselienenencuenlaeslascondiciones,sepuedeprevenirladiseminaci6n de las

entermedadesyloplagasyasievilarlapersislenciadelpal6gen0

Julcaeta/.(2005)evaluarontungicidasquimicoscomoAnlracol(Propineb), Benlale

(Benomil), Caplan, Carbendazim, Isoprolhiolale y Granil enconlrando diterencias

ensuporcenlajedeinhibici6nalColletotrichumspp.,siendoGranilelmaseteclivo

conun100%deinhibici6nyelmenoseteclivoCaplancon17.6%

Pinlo etal. (1996) recomiendaneloxiclorurodecobre (Cupravil) yel Mancozeben

paraelcullivodecilricos, peroconelprimerodeelloslambiensehanreportado

problemasderesislenciaaniveldelaboralorioeinclusocondosis alIas. Rond6net

al. (2006) evaluaron el eteclo de Benomil, Procloraz, MancozebySulfalodecobre,

resullando mejorcon 100% de efeclividad Procloraz y como el peorSulfalo de

cobre con 62%. Sanlamaria et al. (2011), demoslraron que C. gloeosporioides solo

tue inhibido par Prochloraz, Ferbam, Azoxyslrobin, Tryfloxyslrobin y Clorolalonil.,

por olra parte, el desarrollo de C. dematium tue inhibido s610 par Prochloraz,

Ferbam y Clorola/onil. Arias et at. (2006) evaluaron Fluncloraz, Curacarb, Benlale

y Caplan observando que al aplicarla dosis comercial dio buen resullado y con

dosis bajas se presenl6 crecimienlo micelial del hongo C. gloeosporioides, con 10

cualsedemoslr6quealnoaplicarlasdosiscorreclaslraeconsecuenciasnegalivas

en laefeclividadde los fungicidasquimicos

De acuerdo con Richmond, (1977) el Caplanes un fungicida proleclorque aclua

inhibiendolagerminaci6ndelasesporasocuandoeslasgerminanproducenlubos

germinalivosmascortos, aunquelambien acluasobreelpal6geno inlerfiriendoen

variasreaccionesqufmicasduranlelarespiraci6n,reduciendoasflaresislenciaal

prOduclo.

Enlafigura 14sepresenlademaneragenerallainhibici6ndelcrecimienlodelas

capas lraladascon losdiferenles fungicidas. Se puedeobservarque las 20 cepas

de Col/etotrichum spp. evaluadas in vitro presenlaron desde un allo grade de



susceptibilidad(85.96%)hasta una moderada 0 baja susceptibilidad(32.65%

64.49 %) a los fungicidas Captan, Ultramyl y Kocide

En el caso del fungicida Ultramyl 500 se observo una mayor susceptibilidad,

inhibiendo 85.96 % el crecimiento del hongo Co/letotrichum spp. Con Captan se

observo una susceptibilidad media de Co/letotrichum spp. de 64.49 %, sin embargo,

el tratamiento con Kocide 2000 se presento una baja susceptibilidad del hongo

Co/lelolrichumspp.conunainhibicionde32.62%.

Caplan Ultramyl500

Fungicidas

Figura 14. Evaluacionin vitro de losfungicidas sobre lainhibiciondecrecimiento
delhongoCo/letotrichumspp

Echeverri at a/. (2007) realizaron ensayos con diferentes productos cupricos,

encontrando que Kocide (hidr6xidode cobre) inhibe un 70% del crecimiento de

Collatotrichumspp., sinembargo,enelpresentetrabajoestefungicidanofuetan

efectivo, ya que las cepas evaluadas solo redujeron menos de la mitad de 10

repcirtado.

En la figura 15 sa obsarva que las capas de Collatolrichum gloaosporioidas ANe,

ANg, ANi, ANk, ANI y Collatotrichum tropicala ANt presentaron una inhibici6n del

100% con el fungicida Ullramyl 500, mienlras que las cepas de C. gloaosporioidas



ANh, ANm, ANb y ANf mostraron una inhibicion del 30, 31, 40 Y 41 %

respectivamenteconladosisrecomendadaporelfabricante

Colletotrichumspp.

Figura 15.PorcentajedeinhibiciondelcrecimientodelascepasdeCollelolrichum
spp. coneifungicidaUItramyl500coniadosisrecomendadaporeifabricante

Mondrag6n (2008) evalu6 in vitro el efecto de los fungicidas sobre cepas de

Colletotrichum spp. aisladas de frutos de aguacate, encontrando que el Ultramyl

500present6unainefectividadenlainhibici6ndelhongo. En otro estudio de Nueva

Zelanda se determino que el Uitramyl500 no redujo significativamente los sintomas

de antracnosis ocasionado porel hongo Collefotrichum spp. (Everett y Machin,

2005).

En la figura 16 se observa una mayor susceptibilidad de las cepas de C.

gloeosporioides (ANe, ANi, ANj Y ANI) Y C. lropicala (ANt) al Captan, ya que

presentaron una inhibici6n de 100% al aplicar la dosis recomendada por el

fabricante, mientras que las cepas de C. siamansa (ANp) y C. gloaosporioidas

(ANm, ANh yANg) mostraron una inhibici6n menorque va de111, 28, 30 al31 %.



Colletotrichumspp.

Figura 16.Porcentajedeinhibici6ndelcrecimientodelascepasdeColletotrichum
spp.conelfungicidaCaptanconladosisrecomendadaporelfabricante

Apuy-Medrano (1997) evalu6 in vitro e in situ el efecto del captan sobre la

antracnosisen plantas de palma aceitera (C. gloeosporioides),encontrandoqueel

Captantuvoeficaciaal inhibirel crecimiento del pat6geno. Enotroestudiorealizado

in vitro por Rodriguez (2002) para determinarla inhibici6n de Colietotrichumaislado

de olivo, se determin6 que los fungicidas sistemicos dieron el mejor efecto

comparadoscon los de contacto como es el caso del captan.

En la Figura 17 se observa que con Kocide 2000 las diterencias de susceptibilidad

no son tan elevadas como con los olres dos fungicidas (Ultramyl 500 y Captan). En

cepas de C. siamense (ANo y ANp) Y C. gloeosporioides (ANf y ANb) la inhibici6n

fue del 31, 34, 36 Y 40 %, respectivamente, mientras que las cepas de C.

gloeosporioides (ANe y ANj). C. hymenocallidis (ANn) y C. tropicale (ANt) mostraron

un porcentaje de susceptibilidad del 100%
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Cofletotrichumspp.

Figura 17.Porcentaje de inhibici6n del crecimiento de lascepas de Colletotriehum
spp. con el fungicida Kocide2000con ladosis al 100%.

Segun Kumar et al. (2007) los fungicidas como Kocide 2000 y el Ultramyl 500, por

su mecanisme de acci6n multisitio no especifico poseen bajo riesgo para el

desarrollo de resistenciadel Colletotriehumspp. Kocide2000 (hidr6xidode cobre)

fueron los fungicidas quimicos con mayor eficiencia in vitro en el control de C

gloeosporioides y de C. aeulatum, en mora de castilla y otros tipos de cultivo

concordando con reportes reaJizados por Bailey y Jeger (1992), De los Santos y

Romero (2002), Peres eta!. (2002)yRueda (2010)

La menorefectividad del Kocide 2000 en el mediode cultivo posiblemente este

asociada al mecanisme de acci6n del producto, mas no a la eficiencia del

ingredienteaclivoenelcontroldelospat6genos, ya quesegun Mendoza (2010) los

fungicidascupricosabasedecobremel<ilicoposeenbajasolubilidadenagua. Lo

anteriores una propiedad ffsica queen condiciones de campo puede serutil, ya

que'reportes de Echeverri etal, (2007) sobre ensayos reaJizados con diferentes

productos cupricos mencionan que Kocide (hidr6xido de cobre) present6 mayor

adherencia a los frutosde tomate de arbol durante las epocas de lIuvia, 10 cual

conllev6a reduciren 70% la aparici6n de sfntomas de antracnosis.



6.6 Crecimiento del tubo germinativo y tamalio de esporas de Colletotrichum
spp.

Segun estudios realizados por Adaskaveg y Hartin (1997). se considera que el

tamanode las esporas es una caracteristica que puede variar paraeldesarrollodel

tubogerminativotantoencondicionesdecampocomoencondicionescontroladas,

sin embargo, en esta investigaci6n se encontr6 poca variabilidad en cuanto al

tamaliodelasesporasperoensieneltubogerminativo,presentandose longitudes

promedias muy simi/ares entre los aislamientos estudiados; esta caracteristica

podria serutilizada como base para identificarlos aislamientosencuantoeltamano

delasesporasya/tubogerminativo.

En el presente estudio, cuatro grupos fueron diferenciadas con respecto al

desarrollo del tubo germinal (Figura 18). ElprimergrupofiguranlacepaANa, que

presentaron un crecimiento de 102,9 ~m; el segundo grupo contiene la cepa ANc

(71,6 ~m); el tercer grupo contenida y, ANb, ANt, ANj, ANm, ANg, ANt, ANh, ANi,

ANn, la ANr, ANq, ANk YANs (46.1 - 22.5 ~m), mientras que el cuarto grupo estaba

compuesto de la ANI, ANe, ANp y ANo cepas (20.5 - 9.2 ~m). EI valor mas alto de

crecimiento 'del tubo germinal en ocho horas se encontr6 en Collelolrichum

gloeosporioides. En relaci6n al tamano de la espora, se comprob6 que existe una

gran variabilidad tanto en longitudyanchura de laespora, con 10ngitudesquevan

desde 14,8 IJm a 33,9 ~m, mientras que la anchura puede oscilar desde 5.2 ~m a

8.6~m.

EI cuadroB muestra el coeficientede correlacien de Pearson, donde se muestra

que nohaycorrelaci6n estadlsticaentreeltamanoyeldesarrollodeesporasdel

hongoin vitroniin vivo (p>0.05). Sinembargo,eltubogerminal presentacorrelaci6n

estadlsticamentesignificativaconeldesarrollodelpat6genoin vitroein vivo, con

una rde Pearson de 0.54B yO,552, respectivamente(p<O.05).



Cuadro8.Correlaci6nde Pearson (Esporas).

Largo

Ancho

Largo

1

042

-.357 -.191

-.178 -.325

T. germinativo

-.191 .946**

T.germinativo -.189 .548*

*.Correlaci6nessignificativaalniveldeO.05
*.Correlaci6nessignificativaalniveldeO.01.

Segun Rodriguez el a/. (2013) menciona que no se necesita el desarrollo del

apresorioparapoderhacerdanoalhospedero,perosidependedelagerminaci6n

y el desarrollo del tuba germinativo para poder formar la sintesis de una capa

mucilaginosaqueseadhierealhospedero;deigualmanera,notodaslasespecies

de Collelolrichumformanapresorioparapoderadherirsedelhospedero, sino que

puedenpenetrardirectamenteconlaayudadeltubogerminativo paracausarlos

primerosdanosalhospedante(Cascinoelal., 1990; Kimelal., 1999)
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Colletotrlchum spp.

Figura 18. Desarrollo del tubo germinativo a las 8 horas de 20 cepas de
Colletotrichumspp.aisladasdelcultivodeaguacate.



Los resultados de este estudio mostraron c1aramentequehayporlo menoscuatro

especiespat6genoaaguacate,estaespeciepresentadiversidadpatogenicay

morfol6gica, incluso entre cepas de la misma especie. Sin embargo, se requiere

mayorinvestigaci6n1)paraevaluarJaeficaciadefungicidaseniasdiferentescepas

de Collelolrichumspp., 2) para encontrarmicroorganismos biocontroladores con

una eficacia igual 0 superior a los productos agroquimicos, 3) estudiar el

antagonismo-planta-pat6genointeracciones

6.7Efectodelosfungicidasenlainhibici6ndelagerminacionycrecimiento
deltubogerminativodeesporasde Colletotrichumspp.

De los tres fungicidas evaluados, el Captan redujo visiblemente tanto en la

germinacion deesporas como el crecimientodel tuba germinativo, al obtenerel

92.43 % de inhibicion, permitiendo un menor desarrollo de las esporas y tubo

germinativode7.57%respectivamente,enlafigura1gestosdosfungicidascomo

el Ultramyl 500 y Kocide2000 no evita la germinaci6n de esporas ni afectadurante

las primeras etapas en la formacion del tubo germinativo, ya que el patogeno

adquiere resistencia a estos dos fungicidas (Kbllery Scheinpflug, 1987) 10 cual se

confirmoatravesdeestainvestigacion
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Figura 19. Evaluaci6n in vilro de los fungicidas (Control, Ultramyl 500, Captan y
Kocide2000)sobrelainhibici6ndegerminaci6ndeesporasydeltUbogerminativo
delhongoCol/elotrichumspp.



As! mismo, Ultramyl 500 y el Kocide 2000 disminuyeron la germinaci6n de esporas

ydeltubogerminativoentreun69.67y65.04%,respectivamente. Por 10 tanto, los

valoresdegerminaci6ndeesporasytubogerminativofueronde30.33y34.96%,

respetivamente. Estos fungicidas actuan interfiriendo el flujo de electrones y, por

consiguiente, afectando la producci6n de energ!a en forma de ATP. A pesar de ello,

algunos hongos han logradoeludirel sitio deacci6n de estos fungicidasinvi/roa

travesdeunarutaalternadenominadarespiratoriaoxidativaodelcomplejo III del

citocromo be, que se ha propuesto como una posible explicaci6n a la baja

sensibilidadhaciaestosfungicidas (Bartlette/al., 2002).

6.8 Evaluaci6n de las esporas del Col/etotr/chum spp.

En cuantoaltamanodeconidios, seobtuvieron rangosde 14.82 a 33.86 fJm de

largox4.7a8.6fJmdeanchorespectivamente,mostrandodiferenciasignificativa

(p<0.05) ambas variables entre las cepas de los diferentes aislados,comosepuede

observarenlasfiguras20y21. LasesporasdelacepaANidestacaron porserla

mas largas de todas las cepas. En el caso de las cepas ANj, ANr y ANm sus

longitudespromediofueronestadisticamente iguales (p<0.05) yen las de menor

longitud se encuentran las cepas ANg, ANa yANk

Colletotrichum spp.

Figura 20. Comparaci6ndelongitudpromedio(fJm)deesporasdecepasaisladas
deColIBtotrlchumspp.



Comoseobservaenlafigura20.lalongituddelosconidiosdelasdiferentescepas

deCollelolrichumspp.aisladasfuediferenteestadisticamente(p<0.05).

Colletotrichum spp.

Figura 21. Comparaciones del ancho ().Jm) de esporas de cepas de Collelolrichum
spp

En la figura 21. Se indica que las diferencias de promedios entre las esporas de

Collelolrichumspp.seformarondosgrupos;comprendiendounrango de 4.25-7.3

para el primergrupo (A) y2.4-5.04 para el segundogrupo (B), donde los aislados

que presentaron conidios con valores en su diametrode4.2-5.04 sonconsiderados

en ambos grupos. Determinando con esto que, tambie!n esta caracteristica por

separado no puede serconsiderada para diferenciarespecies de Collelolrichum,

debidoa la amplituddelos rangosobtenidos, 10 quetambiendetermina algunos

autores, ya que en algunos casos un rango se establece para Collelotrichum

gloeosporioides y este mismo, para otro autor corresponde a aislados de C.

acutatumuotraespeciede Colletotrichum(Duetal., 2005).



Se lograron obtener 80 aislados de hongos, de los que se identificaron 20 cepas

delgenero Colletolrichumspp., de loscuales 13cepasson C. gloeosporioides, 1

cepa es C. hymenocallidis, 5 cepas son C. siamense y 1 cepa es C. lropicale

Las cepas aisladas se c1asificaron en 4 grupos de acuerdo a suscaracteristicas

morfol6gicas.

TodaslascepasdeColletotrichumspp.presentaronpatogenicidadhacialosfrutos

deaguacate,convariabilidadpatogenicaydiferentesgradosde desarrollo de la

enfermedad.

La mayoria de las cepas presentaron el50 % de susceptibilidad, solamente las

cepas ANe, ANt, ANi, ANj YANI no presentaron crecimiento para los tres fungicidas

De los tres fungicidas quimicos evaluados el que presento mayorefectividad y

porcentaje de inhibici6n de crecimiento (PIC) para la mayoria de las cepas fue

Ultramyl 500 y como el menos efectivo fue Kocide. Sin embargo, el Captan si

presento el mismoresultado satisfactorio de inhibici6n en lagerminaci6ndeespora

ytubogerminativo.
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