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RESUMEN

La antracnosis, ocasionada por Cofletotrichur spp., €s una de las principales
enfermedades que afecta Ia calidad del fruto def aguacate. En los Ultimos afios se
han repontado dificuitades para el contral de la antracnosis, por 1o que el objetiv
de esta investigacion fue wentificar y caracterizar cepas de Colletotrichum spp.
como agenle causal de antracnosis en el aguacate ‘Hass', mediante estudios
de

3 v a partir de
las principales zonas productoras de aguacate del estado de Nayart, México y
evaluar la susceptibilidad del Colletotrichum spp a tres fungicidas quimicos. Se
colectaron frutos con sintomas tipicos de la enfermedad. de cuatro ejidos
pertenecientes a los municipios de Xalisco y Tepic, Nayarit, México. Se obtuvo una
coleccion de 20 cepas aisladas, de las cuales 13 fueron identificados como de C.
gloeosporioides. 1 C. hymenocallidis, 5 C. siamense y 1 de C. tropicale, siendo la
et Ademas, de

que presenta mayor
aislar cepas del hongo de frutos que presentaban la enfermedad, se evalud in vitro
la resistencia a tres fungicidas quimicos (Ultramyl 500, Captan y Kocide 2000). Se
midic el diametro de crecimiento a los 10 dias de incubacion. Se realizé un ANOVA
y la prueba de Tukey a un nivel de significancia (p<0.05). De las 20 cepas del
patégeno, resaltaron por su resistencia 4 especies de C. gloeosporioides y 2 de C.
siamense, con un porcentaje de inhibicion de entre 30 y 50 % con el fungicida
Kocide 500, 20 % con Captan y 40 % con Kocide 2000. EI fungicida Ultramyl 500
fue el mas eficiente en inhibir el crecimiento de las cepas de Colletotrichum
gloeasporivides y Collelolrichum tropicale en un 100 %. También se evaluaron los
tres fungicidas in vivo, resaltando el Ultramyl 500 el cual superé ligeramente al resto
de los dos fungicidas, obteniéndose un porcentaje de inhibicion del 69.27 % de
todas las cepas en general en ef fruto. En tanto para el Captan inhibi6 el 67.26 %
el avance de la enfermedad presentando poco daiio en el mesocarpio del fruto de
aguacate, asi mismo el Kacide 2000 resullé con alto grado de dafio al mesocarpio
del aguacate, aminarando la enfermedad con el 6550 % causado por la

anlracnosis



El Captan fue el fungicida con mayores perspectivas en el control del crecimiento
del tubo germinativo y desarcollo 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 dos variables.
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ABSTRACT

Anthracnose caused by Colletotrichum spp. is one of avocado's principal diseases
affecting the quality of its fruit. Difficullies in controlling anthracnosis have been
reported in previous years; therefore, the objective of this experiment was to identify
and characterize  Collototrichum  strains on “Mass' avocadoes through
morphological, pathological, and molecular studies of isolates from the main
production zones of the state of Nayarit, Mexico, and to evaluate the susceptitility
of Colletotrichum spp. to thrae chemical fungicides. Fruits with typical symptoms of
the disease were collected from four communa lands belonging to the municipalities.
of Xalisco. Tepic, Nayarit, Mexico. A collection of 20 strains was obtained, from
which 13 were C. gloeosporioides. 1 C. hymenocallidis, 5 C. siamense y 1 C.
tropicale, where the most pathogenic is Colletotrichum gloeosporioides.
Additionally, the fungal strains were isolated from disease presenting fruits, and their
in vitro resistance to three fungal chemicals (Uitramyl 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
glososporioides and twa of C. siamense are noteworthy for their resistance. with
inhibition rates between 30 and 50% using Kocide 500, 20% using Captan, and 40%
e in

using Kocide 2000, respectively. Uitramy! 500 was the most effective fungi
inhibiting the growth of C and C 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% of all strains, in
general, on the fruits. Captan inhibited disease progression by 67.26%, resulting in
little damage to the mesocarp of the avocado frui. Likewise, Kocide 2000 resuhted

in the highest mesocarp damage value, arresting the disease caused by
anthracnosis at 65.50%. Captan was the fungicide with the highest prospect in
controliing tube germinative growth and spore development with an average
effectiveness 92.43% meanwhile Ultramyl 500 and Kocide 2000 were less effective,
getiing an effectiveness of 69.67 and 65.04%, respectively, with regards to
controlling these two variables.



1. INTRODUCCION

Actuaimente el aguacate se cultiva en alrededor de 50 paises. La produccion en el
mundo se mantiene por encima de las 2.1 millones de toneladas, de las cuales 16
millones se produjeron en América y México es el principal pais productor. Este
fruto se cultiva en 28 Estados de la Republica Mexicana: los 10 mas importantes.

concentran més del 98 % de la superficie cosechada y el 98.2 % de la produccion

dichos Estados son: Michoacan, Jalisco. Estado de México, Nayarit, Morelos,
Guerrero, Puebia, Oaxaca, Durango y Chiapas (SIAP, 2014). Sin embargo, en todo
el mundo y en México la produccion de este cultivo esta sujeta a grandes pérdidas
debido a factores bioticos y abiotics que prevalecen en Jas zonas de cultivo
(Gutiérrez, 2008; Guerrero y Martinez, 2010). En cuanto a las enfermedades de
origen biético, las que afectan directamente al fruto se han convertido en ia mayor
amenaza del comercio internacional, debido a que la fruta para exportacion debe
ser de la mas alta calidad (Pegg ef al, 2007, Guerrero y Martinez, 2010)

Dentro de estas se encuentra la por el

hongo Colletotrichum spp., e cual es uno de los principales problemas de pre y
poscosecha. La antracnosis es muy dificil de combatir, ya que sus fases iniciales
ocurren en el huerto en frutos inmaduros, pero permanece latente en la cuticula de
la cascara hasta que los niveles de epicatequina (compuesto antifingico presentes
en la epidermis del fruto) disminuyen, lo cual ocurre con la maduracion del fruto,
manifestandose la enfermedad en una forma acelerada. Por tal motivo, las
estrategias para el control de esta enfermedad deben realizarse durante toda la
fase productiva y durante el proceso de manipulacion en poscosecha (Pegg et al,
2007). Laimportancia economica de esta enfermedad depende de varios factores
como son Ia regién donde se cutiive, las condiciones ambientales, fa variedad

sembrada y las practicas culturales empleadas (Rondon, 1991)

Igualmente, para el control de la enfermedad se han utilizado diferentes métodos
siendo el control quimico mas usado racionaimente y uno de los mas eficaces, pero
también el uso excesivo de los productos quimicos ha provocado que el hongo

presente resistencia a este tipo de productos.



2. OBJETIVOS

2.1 General
y cepas de C

Evaluar fa a
spp. aisladas da aguacale (Persea americana Mil).

2.2 Particulares
- Aislar e identificar cepas de Collelotrichum spp. presentes en huertos de

aguacate del estado de Nayarit

las cepas de C spp. aisladas de

~Caracterizar
aguacale.

- Determinar Ia patogenicidad de las cepas de Colletotrichum spp. aisladas de
aguacate.

de cepas de C¢ spp.

- Determinar la a
aisladas de aguacate
3. HIPOTESIS

Las cepas de Coffetotrichum spp. aisladas de huertos de! estado de Nayarit
presentaran susceplibilidad a fungicidas quiricos utiizados en la region



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Origen del aguacate

El origen del aguacate de acuerdo a Williams (1977), tuvo lugar en las partes altas
del centro y este de México, y partes altas de Guatemala. Esta misma region esta
incluida en lo que se conoce como Mesoamérica, considerada como el drea donde
se llevo a cabo la domesticacion del mismo. Existe evidencia directa de la
domesticacion del maiz, calabaza, yuca, algodén, aguacate, camote y agave, en el
periado clasico Maya, lo cual esté sustentado por restos de plantas en el contexto
arqueolégico y linguistico que le dan validez a esta lista de cultivos (Turner y
Miksicek, 1984).

El aguacate Hass fue obtenido por semilla de una planta guatemalteca en la Habra
Heights, California, por Rudolph Hass y patentado en 1935 es la principal variedad
comercial en ef mundo (Téliz. 2000). Muy desarrollada comercialmente en EEUU y
ha sido ampliamente difundida a Israel, Islas Canarias, Sur de Espana, México y
América del Sur, posee 95% de las caracteristicas de la variedad guatemaiteca y
solamente 5 % de la variedad mexicana (FHIA, 2008).

4.2Taxonomia del aguacate

El aguacate (Persea americana Mil) es un miembro de la antigua y numerosa
familia de las Lauraceas, la cual comprende poco mas de 50 géneros 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. Otros miembros sobresalientes de esta familia, son el laurel, Ia canela y
el alcanfor (Sanchez-Perez, 1999). El género Persea tiene un numerc desconocido
de especies (Bergh, 1992), aunque algunos autores aseguran que son unas 80 las
reconacidas (Zentmyer, 1991). El género esta constituido por dos subgéneros, uno
de ellos, Porsea el cual contiene unas pocas especies estrechamente relacionadas
entre si, incluyendo a P. americana, el aguacate comercial. El otro subgénero es
Eriodaphne, bastante numeroso, ademés algunas especies que tienen una
resistencia total a la mayor calamidad del aguacate; la pudicién de la raiz causada
por el hongo Phytophthora cinnamomi (Bergh, 1992),



4.3Caracteristicas generales del aguacate
El drbol de aguacate presenta un crecimiento inicial de lento a moderadamente
rapido que depende de Ia radiacion solar; posee una copa achaparrada que es muy
productiva en fos tercios inferior y medio, es de tronco gruese y con hojas alargadas.
que terminan en punta y tiene varias ramificaciones las cuales generan un foilaje
denso. E fruto es oval o periforme. con un peso entre 150 a 300 g, Ia cascara es
gruesa, resistente al transporte y se remueve con facitidad, su color varia de verde
a morade oscuro cuando madura (figura 1). La pulpa tiene excelente sabor y
contiene del 18 a 22% de aceite, ademas de proporcionar hidratos de carbono,
vitaminas y minerales. E| aguacate Hass culinariamente tiene buena presencia, su
mesocarpio o puipa es de excelente calidad, sin fibras y la semilia es pequeria y
esférica adnerida al mesocarpio (FHIA, 2008)

4

Figura 1. Arbol de aguacate "Hass con el primer fruto nacido (a): flor (b); hojas
nuevas (c); frutos de aguacate con madurez (Persea americana Mill) var. *Hass"
(d)

4.4 Produccion de aguacate
441 Produccién mundial

Los principales palses que cultivan aguacate en orden de importancia son: México
Chile, Indonesia, Estados Unidos, Colombia, Brasil y Repiiblica Dominicana. En el
cuadro 1 se muestran los paises productores, asi también su produccién en ton. y
el porcentaje de participacion. Cabe destacar que México ocupa el primer lugar a
nivel mundial en produccién con una participacion del 32% y Brasil es el menor
aportador con un 4.3% (FAOSTAT, 2012).



Cuadro 1. Principales paises productorss de aguacate

Pais Miles de toneladas _ Participacion %
México 1,231 T 20
Chile 328 52
Estados Unidos 269 64
Indonesia 258 6.3
Colombia 184 50
Brasil 139 a3
Repablica Dominicana 184 4.8
Subtotat 2503 640
Otros. 1,26t 36.0
Total 3854 1000

FAOSTAT (2012)
4.4.2 Produccién nacional
En México, 28 entidades federativas cultivan aguacate. A continuacion, en el cuadro
2 aparecen los principales estados productores de aguacate, siendo el estado de
Michoacan el principal productor que genera el 84.9% del volumen de produccién
enel pals Otras entidades federativas que también participan en la produccion de
aguacate son: Jalisco. Morelos, Nayarit, Estado de México y Guerrero, aunque no
mayor al 3% del volumen total. La produccién de aguacate en 2012 alcanzo 1.3
miliones de toneladas y para 2013 se obtuvo una cifra preliminar de 1.5 millones
(SIAP- SAGARPA, 2012).
EI 96.4% de la produccion de aguacate en nuestro pais corresponde a la variedad
Hass, e 2.7% Criollo, 0.1% Fuerte y el resto no se encuentra clasificado (SIAP-
SAGARPA, 2012)



Cuadro 2. Produccion nacionat de aguacate por entidad en 2012

Volumen
Estados Miles de toneladas ~ Participacion (%)
“Michoacan 1173 S
Jalisco 408 a1
Morelos 35 27
Nayarit 292 22
México 288 22
Guerrero 148 11
Resto del pais 497 38

Total, Nacional 13161 100.0
SIAP-SAGARPA (2012)

4.4.3 Produccion estatal

La produccion estatal de acuerdo a los datos oficiales de SAGARPA durante el ario
2012 se muestra en el cuadro 3. donde se aprecia los principales municipios
productores de aguacate en el estado de Nayari, destacando los municipios de
Xalisco, Tepic y San Blas; de acuerdo al Consejo Nayarita del Aguacate esta es la
zona productora (figura 2). Nayarit tiende a aumentar su participacion en la
produccion anual debido al notable crecimiento de fa superficie y la produccion
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. Zona productora de aguacate del estado de Nayarit



Cuadro 3. Superficie de produccion de aguacate por municipio en el Estado de
Nayarit

~ Muni ficie de p Produccién obt
2012 (Ha) 2012 (Ton)
“Ahuacatian 250 T 300
Amatlan de canas 200
Bahia de banaeras 800 630
Compostela 17.00 5355
Ixtlan dei rio 10.75 13664
Jala 80.50 58.00
Ruiz 6.00 36.00
San Blas 542.00 712650
San pedro lagunillas 40.00 -
Santa Maria del oro 24.96 61202
Tepic 1.537.00 9.447.00
Xalisco 2,081.00 11,739.00
Total 4,373.70 29,178.00

SIAP-SAGARPA (2012)
4.5 Factores limitantes de la produccion de aguacate

Para el buen funcionamiento de los procesos fisiologicos de una planta es
necesario conocer su cédigo genético (potencial hereditario) y el medio ambiente
(suelo y atmosfera) en que esta se desarralla (Lira, 2003). Dentro de los principales

problemas que enfrenta el aguacate tanto en su produccion como en su
en que se han

, se las
establecido algunos huertos (Guillen et al, 2007), lo que ha ocasionado una mayor
incidencia de plagas y/o enfermedades, ademds de la inadecuada nutricion de la
planta, mal manejo del suelo y agua, podas y distancias no apropiadas entre
plantaciones; es decir en la mayoria de los casos se carece de un mansjo adecuado

e integral (Reyes y Aguilar. 2002)



Es comin observar en las zonas humedas del pais, frutos que son atacados por
enfermedades fungosas y bacterianas, las cuales afectan su valor comercial. Entre
las principales enfermedades causadas por hongos destaca la antracnosis. la cual
es causada por Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Sacc (Rondon et al., 2006)

Esta enfermedad es uno de los factores més importantes que limitan la produccion
de este fruto, abatiendola hasta un 80% y 90%; dicha patologia se reconace por
diversos signos, tales como cuarteaduras, manchas y viruela (Montero et al., 2010).

4.6 Plagas y enfermedades

El problema que limita la comercializacién del aguacate en México es la presencia

de plagas que impiden su por la
presencia de plagas es que el cultivo del aguacate estd regulado y su movilizacion
esta sujeta a un estricto control fitosanitario, con base a la norma oficial mexicana
del aguacate (NOM-066-FITO-2002).

La sanidad del cultivo del aguacate es un renglon muy importante que debe
controlarse, pues generalmente la presencia de insectos o dcaros, hongos,
bacterias, virus, malezas, otros, incide en todas las etapas de vida de la plantacion;
siendo los darios mas evidentes en la etapa de madurez fisiolégica de los frutos
(Bartoli, 2008)

Existen diversas plagas y enfermedades que atacan al aguacate, pero actuaimente

los productores estan centrados en el manejo de aquellas plagas que limitan la
. entre las que se gusanos del hueso, ramas

y perforador del fruto, trips, arafias En cuanto a enfermedades del fruto. se
encuentran antracnosis, pudriciones del fruto por Phytophthora sp. y rona
(Sanchez- Colin, 2004). En el cuadro 4 se presentan las principales plagas por las
cuales se ve afectado el cultivo del aguacate y en el cuadro 5 muestra las
enfermedades que lo atacan; motivo por el cual se ve afectada su comercializacion.



Cuadro 4. Principales plagas del aguacate.

Plaga
Trips
Arana coja
Araia blanca cristalina
Barrenador de ramas

Perforador del fruto

Taladrador del tronco
Barrenador pequedo del
hueso

Mosca blanca

Gusano airollador de la
hola

Gusano telaranero
Cochinillas
Agalla

Fuente: Lavaire (2013)

Género o especie
~Frankiiniella spp
Oligonychus punicae

Oligonychus perseae
Copturus aguacatae
Stenoma catenifer

Copturomimus perseae
Gunthe
Conotrachelus perseae

Tetraleurodes spp

Platynota spp

Gracitaria perseae
Fumago spp

Trioza anceps

Area de la planta
atacada
Brotes tiernos flores y
frutos.
Hjas, retorios, flores y
frutos

Hojas y flores
Ramas flores y frutos
Fruto

Tronco, ramas y brotes
Frutos pequerios.

Hojas tiernas

Hojas

Hojas, frutos y flores
Hojas

Holas

Dentro de las enfermedades se pueden cansiderar como biogénicas, las que son

transmisidles a arboles o huertos vecinos, o abidgenicas acasionadas por factores

ambientates (Téliz, 2007). ambas afectan la calidad yio cantidad de cosecha,
siendo ejemplo de ellas Ia rofa, la tisteza y las enfermedades de poscosecha
(Morales y Gamboa, 2010). Las enfermedades estan entre los factores que mas
limitan a productividad y la longevidad del arbol del aguacate. En general, el

de

¥y

obedece a un mal manejo del cultivo (Téliz, 2007)

en un huerto de aguacate



Cuadro 5. Principales enfermedades del aguacate y sitio de afeccion.

Enfermedad Agente causal Sitio de afeccion
Antracnosis Colletotrichum Hojas, brotes, flores y
gloeosporioides frutos.
Pudricion de la raiz Phytophthora Hojas, raiz, ramas, brotes
(marchitez) cinnamoni rands y frutos pequerios
Cancro por Phytophthora Phytophthora Base del tronco
cinnamomi rands
Pudricion de fa raiz por Rosellinia necatrix Raiz, hojas y brotes
Rosellinia Roselinia bunodes
Cancro del tallo por Dothiorelia dothidea Tronco, ramas y brotes
Dothiorella nuevos
Marchitamiento por Verticillum dahliae  Ramas jovenes y tallos
Verticiflium
Sara o rona Elsinoe perseae Hojas, tallos y frutos
jovenes

Fuente: Tamayo-Molano (2007); Lavaire (2013).
4.7 Antracnosis (Colletotrichum spp.)

La antracnosis es la enfermedad que provoca pérdidas econbmicas mayores y se
presenta aflo con afio en casi todas las huertas de México, en menor o mayor grado,
aun en poscosecha, por lo que constituye uno de los factores que limitan la
disponibitdad de la fruta para la comercializacién (Coria, 2009). Es una de las
principales enfermedades que danan el fruto y se ha convertido en la mayor

amenaza del comercio internacional del aguacate (Gutiérrez et al., 2010).

La da por un C y

es cosmopolita predominante en regiones tropicales y subtropicales (Xiao et al.,
2004). Se han descrito mas de 100 especies de Colletotrichum (Cannon et al.,
2012). En los estados de Morelos y Michoacan sélo se tiene reportado a
Colletotrichum gloeosporioides como el inico agente causal de la antracnosis er

aguacate (Coria, 2009)



Morales ef al. (2009). en un estudio realizado an diferentes zonas agroecologicas
de Wichoacan, distinguieron diversas variantes de Cofletolrichum gloeosporioides
utilizando los criterios culturales, morfolégicos y patogénicos, causando los mismos
sintomas en frutos del aguacate. Silva y Avila (2011) en &l estado de Michoacan
ulilizando técnicas moleculares y analisis filogenéticos reportaran a tres especies
de Colletotrichum (C. gloeosporioides, C. acutatum y C. boninense) como agentes

causales de antracnosis.

Figura 3. Acérvulo de Colletolrichum (Bamett et al,, 1998)

El hongo forma micelio blanco-grisaceo que puede variar a verde o negro, las
conidias se desarrollan en hifas solitarias y en acérvulos, teniendo la capacidad de
producir peritecios de Glomerelfa sp. Las hifas son septadas, los conidios pueden

variar en forma y tamario

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



4.7.1 Sintomas de la antracnosis.

Los siniomas de esta enfermedad pusden aparecer cuando los frutos se han
desarroliado, pero con mayor frecuencia cuando se aproximan a la fase de
madurez. La antracnosis es comin en arboles que se encuentran dafados o
debilitados par una fertiizacion inadecuada, por sequia. bajas temperaturas. por la
aspersion, los insectos U otras enfermedades. Las manchas foliares ocasionadas
por la antracnosis producen la muerte y deshidratacion de los tejidos infectados,
produciéndose pequeos acérvulos negros dispuestos en circulos concéntricos en

las zonas necrosadas (Agrios. 2005)

La pudricién se inia como pequerias zonas de color café claro que se extienden
con rapidez, toman Ia forma de un circulo y se hunden hasta un cierto grado en su
parte central. La superficie de las manchas es lisa al principio y puede ser parda
obscura a negra hasta que las manchas tengan un diametro de 1a 2 cm. A partir
de ese momento aparecen numerosas estructuras en forma de cojin de las
manchas y algunas de ellas se extienden hacia fuera en direccion del borde de las
manchas. En anona, la pudricién también invade el mesocarpio y forma un cono de
tejido podrido y un tanto aguanoso que puede o no tener sabor amargo (Agrios,
2005)

Figura 5. Signos de antracnoss en el fruto del aguacate.
4.7.2 Pracesa de infeccién de Colfetotrichurm spp.
Ei hongo puede infectar entre los 20 y 28 °C. pero su temperatura Gptima de
crecimiento es de 27 & 1°C (Freeman ef al, 2002) en ambientes con humedad
relativa entre 80 a 100% (Prusky et al, 2001; Talhinhas ef af,, 2005; Yakoby of al,
2002). EI pH 6ptimo de crecimiento del hongo es de 5.5 a 7 (Droby of af, 2009;
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Prusky of al. 2001 Vilanueva-Arce el al, 2004) Los conidios de C.
gloosporioides se producen dentro de acérvulos, mismos que son la fuente
principal de indculo para el desarrollo y diseminacion de fa enfermedad (Latunde,
2001). Su dispersion puede ser por aire o salpicaduras de lluvia: al dispersarse los
conidios se adhieren al hospedero por medio de una capa mucilaginosa compuesta
de polisacaridos y glucoproteinas presente en el acérvulo (Téliz y Mora, 2007), la
cual se ha observado en el tubo germinativo y el apresorio de C. gloeosporioides

cuando infecta al mango (Mangifera indica L.) (Ruiz. 2001)

Una vez que el conidio de C. gloeosporioides se encuentra en la superficie, éste
responde a las ceras epiculares del hospedante y al etileno. concidiendo con la
maduracion del fruto; para tal efecto la sefial del hospedante es el incremento en la
produccién de efileno en concentraciones internas cercanas a 0.2 pL L
requiriendo el contacto del conidio con la superficie por un periodo de 2 h. (Kim et
al, 1998, 2000), necesarias para inducir la germinacion y formacion del apresorio.
Como se menciono, en respuesta al etileno y la capa cerosa de la superficie del
aguacate, los conidios al germinar producen un tubo germinativo que se hincha en
el apice para formar una estructura denominada apresorio, el cual se adhiere
firmemente a la superficie de la planta. El apresorio maduro es una estructura
asimétrica, polarizada, con un domo superior melanizado y una region basal plana
que contiene un poro complejo (Latunde-Dada, 2001; O'Connell et al., 1996; Prusky
ef al, 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 o pericarpio (Podila et al, 1993). Con
este hongo infecta frutos inmaduros y permanece latente hasta que
las de G a niveles no toxicos,

frecuen

lo que en aguacate coincide con la maduracion del fruto (Prusky, 2000; Wharton y
Diéguez, 2004; Yakoby ef al, 2001). El pericarpio del aguacate contiene monoenos
(1-acetoxi-2.4-dihid hept 1 y dienos (1 hidroxi-4

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

maduracién del fruto y esto permite la susceptibilidad al ataque de hongos
(Moriissey y Osbourn, 1899). Se han sugerido cuatro factores que proporcionan

resistencia al fruto inmaduro de aguacate al ataque de hongos: escasez de los
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nuirimentos requeridos por el patogeno, compuestos antifingicos preformados,
compuestos antifiingicos inducidos y la ausencia de activacien que proporcionan

los factores de patogenicidad del hongo (Yakoby ef al, 2001)
4.7.3 Ciclo de la enfermedad

El ciclo de la antracnosis es similar en la gran gama de plantas a las que ataca
(Figura 6). Los conidios una vez establecidos en la superficie del hospedero forman
un twbo germinativo corto que una vez transcurrido el tiempo de 12 a 24 h. inicia su
diferenciacion a apresorio; esta efapa es desencadenada por la sintesis de
proteinas especificas en el patogeno inducidas por senalizacion de fa planta
Una vez fijados los conidios del patogeno en el fruto

hospedera (Agrios, 2005)
se da la del

huésped y habié formado el twbo 3
apresorio por inclusion de capas de melanina y sinlesis de componentes osmoticos
activas (Agrios, 2005), produciéndose un poro de penetracion, del cual emerge un
punto delgado de crecimiento para penetrar la cuticula del hospedero, y como
resultado, un punto de luz interior que puede ser identificado en el apresorio

(Wharton y Diéguez, 2004)

Figura 6. Ciclo de vida de Colletotrichum spp. causante de la antracnosis en
aguacate (Pegg et al,, 2007).



4.7.4 Mecanismo de accion

Las especies de Collelolrichum spp. causantes de la antracnosis en diversos
cultivos exhiben dos fases principales de nutricion durante la colonizacion de la
planta, las cuales son

a) Ia fase inicial biotrofica: en la cual se obtienen los alimentos de las células vivas
huésped, esta es de corta duracion y en ésta se asegura el establecimiento del
patogeno, sin darios severos en el tejido vegetal

b) expresion enzimatica: para degradar la pared vegetal esta estrictamente limitada
durante esta fase, ademas que la planta hospedera parece no reconocer al
patégeno.

En consecuencia, no se desencadena respuesta de defensa y la segunda fase
tardia necrotrofica donde los alimentos se obtienen de las células hospederas
muertas a causa del ataque del patogeno (Bailey ef al, 1992). Esta fase se asocia

la aparicion de los sintomas de la antracnosis, con una estrecha relacion entre dicha

p [ el para degradar
la pared celular vegetal y la virulencia del patogeno
475 isticas del género
A 6n se describe las género del C el género

Colletotrichum forma acérvulo (macizos de hifa) a partir de los cuales se originan
unas espinas o selas, septadas, puntiagudas, de color café obscuro, sus conidios
s0n hialinos, elongados, curvados o rectos dependiendo de la especie, sin septas,
aunque antes de germinar pueden formar un septo; 1os conidios son producidos en
forma enteroblastica en fialides o conidioforos cilindricos y hialinos y se agrupan
formando masas de coloracion salmén o rosa. Su distribucién es cosmopolita y con
predominancia en 0s trépicos y sublropicos (Xiao et al., 2004). Este hongo muestra
un crecimiento lento in vitro (Talhinhas, 2005), las colonias presentan coloraciones
de gris claro a gris oscuro, sin embargo, en agar avena el micelio es blanco, poco
algodonoso y posee masas conidiales de color naranja (Zamora ef al, 2001); en
agar papa-dexirosa, agar agua y agar avena pueden observarse la formacion de
apresorios (Téliz y Mora, 2007), ademas las dimensiones varlan de 4 a 12 um de
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fongitud (Sutton, 1980). Los conidios son hialinos, variables en tamario, de forma
cilindrica y obtusos en el apice, con medidas de 9 a 24 um de iargo y de 3 a 4.5 um

de ancho (Figura 7} (Cano et al, 2004).

4.7.6 Clasificacién taxonémica y morfoldgica
Los hongos del genero Collefolrichum que causan la antracnosis del aguacate
tienen la siguiente ciasificacion taxondmica NCBI, 2008 {National Center for

Biotechnology Information).

Dominio: Eucariota
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Subphylum: Pezizomycotina

Clase: Sordariomycetes

Subclase: Sordariomycetes incertae sedis
Orden: Phyllachorales

Familia: Phyliachoraceae mitosporicos
Género: Colletotrichum (Estado Anamorfo)
Glomereila (Estado Teleomorfo)

hongo  Colletotrichum

La antracnosis es causada prncipalmente por el
gloeosporioides (Penz) Penz. & Sacc., que en su forma sexual corresponde a
Glomerella cingutata (Ston) Spauld & Scherenk. Se caracleriza porque presenta
conidias hiafinas, unicelulares, ovoides u oblongas, ubicadas en una estructura
llamada acérvulo (Figura 8). Estos cuerpos son en forma de disco, cerosos, sub-
epidermales y tipicamente oscuros. Ademas de los conididforos y conidias,
presentan setas en el borde def acérvulo y conididforos (Dickman, 2006). Su
distribucion es mundial y actualmente el taxon se considera constituido por 39
especies (Sutton, 1992) entie las que se encuentran tanto saprofitas camo
parasitas. Las especies patbgenas causan serias pérdidas en un amplio numero de
plantas cultivadas entre las que se encuentran frulales, cereales, pastos,
leguminosas y cultivos perennes en regiones tropicales y subtropicales. Los
una lesion

sintomas de esta son
antracnosis, pudiendo lesionar la mayor parte de la planta (Waller ot al,, 1993)



Figura 7. Morfologia de las esporas de Colletotrichum spp. aislados de frutos del
aguacate observado bajo al microscopio, indicando fa longitud de las esporas
(Siddiqui and Ali, 2014).

o . -
Figura 8. Conidias y apresorios de especies de Colflelotrichum de interés
fitopalolégico. (A) C. coccodes; (8) C. crassipes. dematium; (D) C.
gloeosporioides; (E) C. graminicofa (Cano et al, 2004)

4.7.7 Especies de Colletotrichum patogenas del aguacate

Actualmente se tiene reportadas como patégenas de este cullivo a las especies C.
glooosporioides en todas las zonas productoras de aguacate en el mundo y a C.
aculatum solo en nueva Zelanda (Hartil, 1991), Australia (Coates of al., 1995) y
recientemente en el estado de Michoacan, México (Gutiérrez ef al, 2002; Avila-
Quezada, 2007). La confusién entre estas dos especies es muy probable que sea

Ia 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. glogosporioides (Wharthon y Diéguez, 2004). Actualmente para la identificacion

de estas especies, los investigadores han sumado a los métodos tradicionales
yde ficos, el uso

basados solo en
de técnicas moleculares mediante iniciadores especificos empleando la técnica de
PCR. Ademas, otra herramienta usada para la separacion de estas especies es la
sensibilidad a benomilo, la cual muestra mayor sensibilidad a C. gloeosporioides

que a C acutatum (Freeman ef al, 2000)
4.8 Medidas de prevencion y control de la antracnosis.

Las aplicaciones preventivas de agroquimicos desde la época de floracion o poco
antes de que se inicien las infecciones primarias son la mejor opcion para evitar la
presencia de enfermedades, sin embargo, esta técnica es poco empleada y
practicamente el control quimico se aplica para tratar de controlar las enfermedades
una vez que se han establecido. Para tratamientos en forma preventiva se emplean
productos basados en cobre (Sulfato tribasico de cobre, Oxido cuproso, Oxicloruro
de cobre y Oleato cuprico), todos ellos de buena accion preventiva, pero con un
periodo de actividad muy corto y para tratar de erradicar la enfermedad, asi como
para el conirol de estas enfermedades, los productos a base de cobre, al igual que
el Captan o Folpet son los més usados (Martinez y Estrada, 1996)

4.8.1 Control cultural
El control cuitural consiste en la eliminacion del material enfermo, como ramas,
flores, frutos y con ello, evitar una alta densidad poblacional, lo cual pueden
conseguirse con aclareos y distintos lipos de podas. no permitiendo el
entrecruzamiento de las ramas, para no propiciar las condiciones que favorezcan
el desarrollo de la enfermedad. Asi mismo, es necesario el control de la humedad
relativa a través de los riesgos, evitando que estos sean por inundacién o de cajete,
sustituyéndolos por sistemas de goteo o mini aspersion para evitar la diseminacion
del patogeno (Scheffer, 2002; Sanchez, et al, 2001)



4.8.2 Control quimico

La mayoria de las enfermedades de plantas generalmente se controlan con
fungicidas quimicos, los cuales se aplican al suelo, semillas, follaje y fruto. La
utifzacion masiva de  fungicidas y plaguicidas de amplio espectio, son castosos y
trae consecuencias colaterales secundarias, como son el desarrollo de la
resistencia de las plagas y/o batogenos, la contaminacién ambiental, Ia presencia
residuos téxicos en el producto cosechado, la aparicion de nuevas plagas yio

la dela benéfica, asi como la intoxicacion

2013). Todos estos problemas plantean el reto de
la utilizacion de

del operador (Chacin ef al.
desarrollar nuevas allemativas viables y seguras, como
microorganismos para evitar el empleo excesivo de los productos quimicos
sintéticos para el control de enfermedades del cultivo de aguacate (Gutiérrez ! al.

2013). Los plaguicidas sintéticos han generado beneficios en la produccion
agricola, sin embargo, el empleo inadecuado de los mismos, expresado en términos
de tipo, toxicidad, nimero de aplicaciones y dosificacion, han producido
contaminaciones que afectan al suelo, agua, aire y productos agricolas, por la
acumulacion de residuos potencialmente daiiinos a la salud humana y de los
animales (Dinham y Malik, 2003). Segun dalos de la organizacion mundial de ta
salud, anualmente se intoxican dos millones de personas por exposicion directa o
indirecta a productos quimicos. Los efectos negativos de tales productos quimicos

en la salud humana son el cancer, desordenes en el aprendizaje, problemas en el

sistema & disfuncién 3
como Alzheimer y Parkinson, asi como problemas en la piel, en membranas

mucosas y tracto digestivo (Badi, 2007).

4.8.3 Control Integrado
El manejo integrado del aguacate (MIA) ha sido definido como un conjunto de
acciones y decisiones fundamentales en datos sistematizados de la planta, del
ciima y de los factores que influyen en la productividad y comercializacion del fruto.
También estan considerados como componentes del MIA al huerto en si con todos
los factores biéticos y abiéticos que interachian en él, también el factor humano y

el sistema de informacién del huerto. Todos estos factores deben de considerarse



como un conjunto de elementos iguaimente importantes. Debe de establecerse en
cada huerto un programa y calendarizacion de actvidades, conforme a las
condiciones naturales existentes en el huerto, a la fenclogia del cultivo, practicas
fruticolas realizadas y basandose a la problematica regional detectada (Morales,
2005)

4.8.4 Control en poscosecha

Los tratamientos poscosecha con fungicidas para el control de aniracnosis, cormo
el Prochioraz, ha demostrado ser un efeclivo para el control de antracnosis en
aguacate; dicho fungicida se ha usado extensivamente en Australia, Nueva Zefanda
¥ en Sudafrica (Ochoa, 2005). Se obtuvo una eficiencia det 90 % de control de la
anlracnosis en frulos de aguacate durante su almacenamiento, con un tratamiento
abase de 2 g de hidréxido de calcio micronizado adicionada con 0.5 g de detergente
biologico, haciendo una inmersion de los frutos por 5 min. Se ha probado la eficacia
de extractos acuosos de hojas y tallos de varias especies de plantas para el control
de Colletotrichum gloeosporioides in vitro e in vivo en papayay mango, destacando

los extractos de hojas de Citrus limén y Persea americana con una inhibicion total
ieron completamente las

in vitro. Los extractos de hojas de Carica papaya inl
pudriciones en frutos de papaya, mientras que los extractos de hojas de Dyospiros
ebenaster tuvieron un efecto fungicida adecuado en mango, ademas los extractos
probados no afectan la calidad de la fruta durante su almacenamiento (Bautista et
al,, 2002). Por otra parte, la aplicacion de 2.2 mgiL. de 0zono por un periodo de
la én de C.

contacto de 15 min, inhibia
en mango, mientras que la aplicacién de cloro a 360 mgiL y de yodo a 500 ma/l
ofrecen resultados similares ai 0zono eliminando el 100 % de las esporas del hongo

(Barbosa, 2002)

4.8.5 Variedades resistentes
La resistencia al patgeno es quizés el aspecto més significativo del control de la
enfermedad en cultivos agricolas, se ha investigado en un grada inferior para crear
plantas més resistentes al patégeno, lo cual es complicada por la capacidad de
susceptibilidad de la mayoria de las especies de Cofletotrichum de formar

infecciones latentes (Prusky et af, 2001; Ochoa, 2005)



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Area de colecta

Las colectas se llevaron a cabo en huertos de os ejidos La Yerba, Camichin de
Jaujay San Luis de Lozada pertenecientes al municipio de Tepic, el ejido de Xalisco
que pertenece al municipio de Xalisco. En cada uno de los huertos indicados
anteriormente, se tomaron directamente del arbol frutos de aguacate con los
sintomas atribuidos a Colletotrichum spp. los cuales se colocaron en bolsas de
plastico y se trasladaron al Centro de Tecnologia de Alimentos de la UAN. Cada
muestra se etiqueto conteniendo los datos: nombres del propietario, fecha de

colecta, ubicacién y nombre del huerto (Rondon et al, 2006).

5.2 Descripcion de los sitios de muestreo

5.2 Colecta de fruto
Se eligio en campo los frutos, hoja y flor que presentaron signos de antracnosis

para asegurar el aislamiento del hongo Colletotrichurm spp

5.2.2 Aislamiento del patégeno
Una vez se colectados los frutos de aguacate con signos de antracnosis, se lavaron
¥ desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante 3 min
Después se lavaron con agua estéril (Santander, 2012) y se les retird el exceso de
humedad con gasas estériles. Enseguida se cortaron trozos de tejido de 1cm? (50%
de tejido sano y 50% de tejido enfermo) tomando parte del pericarpio y mesocarpio
con un bisturi estéril La desinfeccion se realizo con el fin de eliminar la flora
saprofita, larvas de mosca, insectos y bacterias, entre otros microorganismos
presentes (Arias — Rivas ef al, 2006). Posteriormente, con la ayuda de unas pinzas
estériles se 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 periodo de 5-8 dias. Una vez observado el crecimiento de microorganismos, se
procedi6 a realizar una purificacién de las cepas mediante resiembras sucesivas,
para la obtencién de colonias con un salo tipo de morfologla en cada una de las
cajas (Calvente ot al. 1999; Akgun et al 2001; Rondén of al., 2006)



5.3 Identificacion del patogeno
5.3.1 Identificacion por claves dicotomicas

Para ia identificacion de los hongos fitopatogenos aislados se uliizaron métodos
(tipo micelio. color y tipo de

tanto de tipo
crecimiento) como microscépico (morfologia de conidiforos y morfologia de fas
esporas). Para la identificacion microscopica del hongo se prepar un frotis, que
consistio en depositar en un portacbjetos una gota de azul de lactofenol, a la que.
se ahadié y mezclo el micelio del honga con un aza estéril, para enseguida colocar
observarla al compuesto e

con el objetivo 40X. Para la

sobre la un

identificar sus i 69
del hongo a nivel de género se realizaron microcultivos, los cuales son necesarios
para la observacion de sus estructuras somaticas y reproductivas. Mediante la
téenica de camara himeda yfo aislamiento fue posible inducir la aparicion de tales
estructuras. La observacion de las caracteristicas de las estructuras producidas y
&l uso de claves dicotomicas fueron necesarias para determinar el género de este
tipo de hongos fitopatégenos (Barnett y Hunter, 1998)

5.3.2 Identificacién molecular de los hongos fitopatégenos

Para definir la especie, fue necesario el uso de técnicas moleculares, para lo cual
se realizo la extraccion de ADN mediante una modificacion de la técnica de

Sambrook y Russel (2001) como a continuacion se describe

En un tubo Eppendarf estéril se colocaron 500 L de buffer de lisis, se adicionaron
50 mg de materia fangica y algunas perlas de vidrio, esto se mezcld durante 2
minutes a maxima velocidad con la ayuda de un vortex. Se agregaron 5 L de
Kitinasa y 4 uL de Proteinasa K y se mezcld de nuevo, posteriormente en reposo
se incubs la mezcia abtenida por 24 h a temperatura ambiente (25 °C). Después de
la incubacién se agregaron 100 L de NaCl 5M y se mezclaron suavemente, se
agregaron 400 a 600 pL de fenol-cloroformo dependiendo def volumen de lisis
agregado. nuevamente se mezclo suavemente y se centrifugé por 8 minutos a
13,000 rpm. E! sobrenadante se recuperd en un tbo Eppendorf nuevo, se le
adicionaron 10 L de acetato de amonio 5M y luego se mezcl6 suavemente. Se
agregaron 700 L de isopropanol y después de una suave agilacién, s centifugb
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por 10 minutos a 14,000 rpm (el precipitado obtenido corresponde al ADN de la
muestra). Una vez eliminado el sobrenadante se adicionaron 500 pL de alcohol
etilico al 70% con una agitacion ligera. En dependencia de la cantidad de ADN
obtenido, se diluys en una solucion de agua miliQ o buffer TE (50 - 100 pt) a la
cual finalmente se agregaron 4 pL de RNAsa, para incubarse a 37 °C durante media
hora. 1 buffer de lisis esta compuesto por Triton 100X al 2%, SDS al 1%, NaCl 100
mM, Tris HCI 10 mM con pH 8 y EDTA 1 mM.

La identificacion molecular se realizo utlizando la region ITS1 - 5.8S - ITS2 del
(DNA mediante los iniciadores ITS1 (5' ~ TCCGTAGGTGAACCCTGCGG - 3) &

ITS4 (5 = TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3). Las amplificaciones por PCR se

realizaron con un periado de desnaturalizacion a 95 °C, seguido de 30 ciclos (los

cuales comprendieron una desnaturalizacion a 95 °C durante 1 min., alineacin por

30'sa 50 °C y una extension de 2 min. a 72 °C) y, con una extension final de 10

minutos a 72 °C. Los productos de la amplificacion fueron separados por

electroforesis en gel de agarosa al 1%, se tineron con bromuro de etidio (0.2

Hg/mL), se visualizaron en un transiluminador y se envié a secuenciar (Ochoa el
al, 2007)

5.4 Caracterizacion de cepas del hongo (Colletotrichum spp.)

Se colocaron un disco con crecimiento del patogeno en una caja Petr,

posteriormente se incubo durante 7 dias 2 28 °C. Para la caractenizacion de las
cepas se evalué el color al frente, al reverso y del centro de la colonia, asi como la
textura del micelio, forma de fa colonia, tamaio y forma de conidios y el diametro
de la colonia. El didmetro de colonia se determiné midiendo con una regla
milimétrica, el crecimiento mediante Ia tasa de crecimiento diario en cm, asi como
la diferencia del diametro final menos el diametro inicial (disco de micelio colocado)

Se evaluaron también el largo y ancho de los conidios, los cuales fueron
observados en un microscopio compuesto en el campo de 40 X; utiizando una
reglila micrométrica la longitud y el ancho se determinaron en 50 conidios
seleccionando al azar de cada uno de los aislamientos. La forma de los conidios se
determiné con base en las caracteristicas indicadas por Sutton (1992),



5.5 Control quimico
5.5.1 Seleccion de los fungicidas
La seleccion de los fungicidas quimicos para las evaluaciones in vilro @ in vivo se

basé en la informacién obtenida de la revision de literatura y la proporcionada por
o productores que suffen de esta problematica, siendo (os siguientes fungicidas

1. Ultramyl 500 (F1): Estreptomicina + Oxitetraciciina + Oxicloruro de C.

2 Coreysan 50 P.H. Captan (F2) N-riclorometiltio-d-ciclohexeno-1.2-
dicarboximida

3. Kocide 2000 (F3): Hidréxido cuprico.
5.6 Evaluacion de la susceptibilidad in vitro de cepas de Colletotrichum spp.
de fungicidas quimicos
Se prepararon soluciones de los 3 fungicidas a evaluar (Ultramyl 500= 0635 gf,
Captan= 2.25 g/l e hidroxido cuprico= 0.5 g/l) a la concentracion de la dosis
recomendada por el fabricante. Se le anadieron 500 i de la concentracion del
fungicida a cajas Petri con PDA (Papa Dextrosa Agar), extendiéndoles en la
superficie del agar con un aza de vidrio estéril y después se dej6 reposar para que
esta sea absorbida por el agar (método de alimento envenenado) Luego se
tomaron cepas de Colletolrichum spp. de 3 a 8 dias del aislamiento, extrayendo
discos de 5 mm de didmetro con la ayuda de unas pinzas estériles los cuales se
sembraron en el centro de las cajas Petri que contenian PDA (Papa Dextrosa Agar)
mas el fungicida, para enseguida incubarse a temperatura ambiente de 25 °C por
7 dias, para evaluar la eficiencia de los tratamientos de acuerdo al crecimiento
n; ademas se empled un testigo experimental que

radial después de la incuba
corresponde a la siembra del hongo en medio de cultivo PDA sin fungicidas. Con
los valores del didmetro se procedi6 a determinar el porcentaje de inhibicion del
crecimiento (PIC), mediante la férmula siguiente (Julca-Otiniano) ef al,, 2005,
Rondon et al., 2006; Shovan af al,, 2008: Gaviria-Hermandez ef al, 2013)

PIC=  Crecimiento Testigo - Crecimient x100

Crecimiento Testigo



5.7 Pruebas de fitopatogenicidad
Una vez que fueron aisfados los hongos del aguacate, se llevaron a cabo pruebas
para determinar cuales cepas fueron capaces de generar sintomas de enfermedad
enel fiuto y asi comprobar I capacidad patogénica de los mismos (Benbow y Sugar
1999)
5.7.1 Preparacion de la suspensién de esporas (1 x 105 esp/mL)
Se tomaron varias asadas de micelio de las cepas obtenidas en el aistamiento de
hongos y se suspendieron en 10 ml de agua destilada estéril, para enseguida
filtrarse y ajustarse a una concentracion de 1 x 10° esp/mL. La determinacion del
numero de esporas en la suspension se realizo con ayuda de una camara de
Neubauer, en la que se coloco la suspension fillrada efectué el recuento. Para
estimar ef nimero tatal de céiulas en la suspension se uliiz la siguiente ecuacion
(Sariah 1994)

Nirmero de esporas= (5 de esporas contadas) (10,000

ml

Para el ajuste de las suspensianes a una concentracion de 1 x 10° esporas por

millitro, se utilizé 1 ectacion

civi=cav2

5.7.2 Inoculacién de frutos sanos

Los aguacates libres de antracnosis se lavaron y desinfectaron con una solucion de
hipociorito de sodio al 1% durante 3 min, para enseguida realizar un lavado con
agua destilada estéril y secado en condiciones de asepsia en una camara de
aislamiento de flujo laminar. A confinuacion, se realizaron 2 heridas por fruto con
un punzén que permitié generar cavidades de 4 mm de diametro por 3 mm de
profundidad en diferentes zonas, a las que se les agregaron 25 i de la suspension
de esporas de hongos (1x105 esp/mL). Posteriormente se dejé reposar los frutos
durante 1 hy transcurrido el tiempo se aplicaron 0s tratamientos correspondientes.
Como testigo se utilizaron frutos que fueron tratados unicamente con agua destilada
estéril (Bautista, 2013). Para cada bioensayo se incubaron 5 frutos por tratamiento,



&n cajas en presencia de humedad, y se aimacenaron durante 10 dias de observar

y medir el diametro de la lesion producida por el palageno.
6.7.3 Almacenamiento (incubacion)

Los aguacates inoculados se colocaran en una camara himeda, la cual favorecié
el desarrollo de los hongos fitopatégenos Se efectuaron revisiones diarias para
detectar de forma oportuna la aparicién de los signos de la enfermedad, mismos
que se compararon con los primeros signos observados en el aislamiento de
hongos fitopatdgenos (Benbow y Sugar 1999).

5.8 Efecto de los fungicidas sobre la germinacion de esporas y tamaiio del
tubo germinativo de Colletotrichum spp.

del tubo

Para determinar el efecto sobre la ony
de esporas de Colletotrichum, se preparé una suspension de esporas de
Colletotrichum a una concentracién de 1 x 10° mL". Luego se prepard PDA (Papa
Dextrosa Agar) para posteriormente hacer cortes 1 ¢m? pero muy finos y
depositarlos en los dos extremos del portaobjetos (dos cuadros de 1 x 1 cm de
PDA). También se prepararon los tres fungicidas con una concentracion al 100%
recomendada por el fabricante con la finalidad de conocer Ia inhibicion del tubo

germinativo.

Como control se utilizd agua destilada estéri. Cada tratamiento se realizé por
triplicado, considerandose una repeticion un portacbjeto. Se incubaron en
oscuridad a aproximadamente 21°C durante 8 h. Cumplido este periodo se
determing sobre un total de 30 esporas la cantidad de esporas germinados.
midiéndose en estos el largo del tubo germinativo mediante el programa Motic

Images Plus 2.0 (Julca-Otiniano! ef af., 2005).



5.9 Analisis estadisticos
Los resultados obtenidos de la evaluacion in vitro de cepas de Colletotrichum spp.

a a resistencia de fungicidas quimicos se analizaron mediante ANOVA para un
diseiio factorial 20x4 (20 cepas por 3 fungicidas y 1 control por tratamiento);
realizando cada tratamiento por triplicado. La prueba de patogenicidad fue evaluada
de Ja misma manera con un diserio factorial 20%4 (20 cepas evaluadas y res
fungicidas mas un control con 10 réplicas por tratamientos). La comparacion de
medias se hizo con ia prueba de Tukey (P= 0.05). Ademas, los datos obteridos de
Ia caracterizacion de cepas de! hongo (Tamao del conidio= Largo x Ancho} y tubo
germinativo se sometreron a un andlisis de varianza y comparacion mltiple de
medias mediante la prueba de Tukey a un nivel de significancia de 0.05, usando el

paquete estadistico Stalistic Analysis System (SAS. 2009) version 9



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Aislamiento det patégeno y la caracterizacion morfoldgica

Se aislaron un (otal de 86 cepas de hongos, encontrando 20 cepas de
Colletotrichum spp., las cuales fueron identificadas como C. glososporioides (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 ciricos, aguacate (Persea
americana Mill), café (Coffea arabica L), mango (Mangifera indica L). uva (Vilis
vinifera L), guanbana (Annona muricata L), tomate (Lycopersioum esculentum) y
fresa (Fragaria vesca) (Behran y Garcia, 2006). Asi como también se han
encontrado reportes de diversos cultivos que han sido afectados con G tropicale
como son guanabana (Annona muricata L), mango (Mangifera indical) y
aguacale (Persea americana Mill ) entre otros (Rojas et al., 2010). Sin embargo, el
resto de las especies no han sido reportadas para el aguacate (Persea
americana Mill), como es el caso del C. hymenocallidis que principalmente se ha
encontrado en lirio arafa (Hymenocallis littoralis) y algunos casos en chile
(Capsicum annuum L) y tomate (Lycopersicum esculentun) (Yang et al., 2009)
Por otra parte, del C. siamense no se cuenta con informacion de que provoca dano
al aguacale (Persea americana Mill), pero si en diversos cuitivos camo arbol de jaca
(Artocarpus  heterophylius Lam.), arbol de pan (Artocarpus  aftilis), café
(Coffea arabica L.}, higuera (Ficus carica), cacao (Theobroma cacac). yerba buena
(Mentha spicata), pimienta negra (Piper nigrum L) y romero (Rosmarnus
officinalis L) (James et al, 2014).
Las cepas idenlificadas se agruparon en 8 calegorias, de acuerdo a sus
i 6 como son el tipo de crecimiento,

micelio, color y masa conidial (cuadro 6).

Todos estos aislamientos prasentan caracierlsticas similares a los obtenidos por
Rodriguez el al. (2009) y Pérez et a! (2003), quienes mencionan que el patégeno
causante de la antracosis llamado Colletolrichum spp. tiene gran variabilidad
como las de incubacién,

debido a los
temperatura y humedad. Sin embargo, en el presente rabajo no se variaron las
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condiciones ambientales ni de medio de cultivo, por o que las variaciones entre
especies e incluso entre cepas de la misma especie que pueden deberse a la

gran plasticidad genética (Gutiérrez-Alonso el al., 2013)

En la figura 9 se muestran las fotografias de las veinte cepas aisiadas del
aguacate, donde se pueden apreciar las diferencias morfologicas entre las cepas

Cuadro 6.C. de las cepas de C aisladas
de aguacate.

"~ Cepa  Crecimiento ___ Color Micel Wasas conidiales
Collefotrichum ~~ Répido  Blanco-crema  Abundante y s, con
gloeosporioides algodonoso el tiempo negras.
(ANb. ANc, AN distribucion
ANy ANK) concéntca
Calletotrighum Lento Blancocrema  Abundante,  Escasas, salmén y
gloaosporioides compactoy  negras, distribucién
(AN) algodanoso concéntiica
Colletotrichum Rapido  Blanco-crema  Abundantey  Abundante, salmén
hymenocallidis centrocolor  algodonoso  con el tiempo negras,
(ANn) naranja distribucion aleatoria
Collototrichum Blanco-crema  Abundantey  Abundante, saimén
iogosporioides  Rapido centrocolor  superficial  con el tiempo negras,
(ANa, ANd, ANi naranja distibucion aleatoria
¥ AN)
Colletotrichum Répdo  Blancocrema  Abundante,  Escasas, salmén con
siamensa agodonoso, el tiempo negras,
(ANo, ANp, AN: grueso distribucion
ANy ANS) concentiica
Coletatrichum Répdo  Blancocrema Abundaniey  Abundante, saimon
centrocolor  algodonoso  con el tiempo negras,
naranja- distribucion
sameén concentiica
Colletotnchum Rapdo  Blancociema  Abundante.  Abundante, samén
gloosporioldes centro color ruesoy  con el iempo negras,
(ANg y ANm) narenja-  algodonoso gistribucion
salmén concéntrica
Colletotrichum Rapido  colornaranja-  Abundantey  Abundante, saimén
glososparioidss salmén grueso  con el tiempo negras,
(ANN) distribucién
conceéntrica



Figura 9. Variabiidad de cepas de Colletotichum gloosporiaides (ANa-ANm),
(A siamense (ANo-ANs) y

Co/lstolﬂchum tropicale (ANt)

Todos estos aislamientos son similares a lo obtenido por Rodriguez et al., (2009)
quienes mencionan que el patogeno causante de la antracosis llamado

C spp. tiene gran debido a los

como las condiciones de incubacion, temperatura y humedad
6.2 Pruebas de fitopatogenicidad
En las pruebas in vivo, la cepa ANg (C. siamense) y ANc (C. glogosporioides)
tuvieron la mayor tasa de desarrollo de los sintomas de |a enfermedad provocando
fuerte dano al fruto. Al realizar la inoculacion por la herida, se encontré que el C.
gloeosporioides fue la mas patogénica y la cual causo mas severos daos al fruto
(Figura 10). aunque en todos los tratamientos se observaron los sintomas de
antracnosis en los aguacates inoculados a partir del décimo dia. Todas las cepas
se distinguieron por presentar zonas color salmon en la parte enferma del fruto al
décimo dia, por lo cual los re-aislamientos a partir de los aguacates infectados
comparten las de las cepas que fueron inoculados, es
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decir, cumplen con los postulados de Koch, ademas que presentan una alta
variabilidad morfotégica, patogénica y genética de acuerdo al lugar donde fue

presentada la enfermedad (Casarrubias ef af., 2003)

Figura 10. Cepas de Collefotrichum spp. evaluadas in vivo tanto en crecimiento y
susceptibilidad a los fungicidas.

La prueba de patogenicidad de los diferentes aislados de Collelotrichum spp.
demostrs que las 20 cepas fueron capaces de generar, a los 10 dias después de la
incubacion (ddi), los mismos signos de Ia enfermedad que se presentaron en las
lesiones de las que fueron aislados. Sin embargo, se encontré que hay diferencia
significaliva entre ellos, siendo las cepas de Colletolrichum gloeosporioides las que
presentaron mayor virulencia en los frutos de aguacate, seguido por ef
Cotatatrichum siamense que también causa dafios severos al fruto, y en menor
ataque al fruto de aguacate se encuentra los C. hymenocallidis y C. tropicale. De
del C

acuerdo con Montero ¢ a/. (2010} la

se debe a sus aspectos bioquimicos, mientras que Kelemu 6f al. (1999) sostiene

que exisle una gran variabilidad patogénica la cual hace que las reacciones
en las de C

sean diferentes. Dominguez of al. (2012) encontraron que las diferentes especies

de Colletotrichum spp. tienen gran variabilidad genstica y molecular que hacen que

n



el grado de dafio sea variable enire si (Figura 11). Por esta razon los primeros
signos de antracnosis en la evaluacion in vive comenzaron entre el lercer y cuarto
dia de incubacion y los cuales fueron en aumento al comenzar fa maduracion del
fiuto, fo que a su vez puede deberse a que se trata de una enfermedad latente, es
decir, donde fa infeccion se presenta en estados tempranos del desarrollo del fruta
& incluso desde la floracion y se mantiene latente hasta que el fruto alcanza las
condiciones éptimas como son la maxima produccion de efileno, fenémeno que
desencadena eventos enzimaticos que estimulan el desarrollo del hongo, asi como
la dela de algunos que lo inhiben (Bautista-

Rosales, 2013; Fuentes-Castilo y Blanco-Cancelo 2007). en congruencia con lo
observado en el presente trabajo. Ademas, en frulos de aguacate se encuentra un
flavonoide llamada epicatequina. que mantiene al Coffetotrichum spp. en estado
latente, sin embargo, durante fa maduracién det frulo los niveles de dicho
compuesta y otros que son antifiingico disminuyen. lo que provaca la activacion del

hango (Bena y Prusky 2000; Guestsky et al, 2005)
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6.3 Efecto de los fungicidas en las pruebas de patogenicidad

De acuerdo a la figura 12, se puede observar que el mayor dafio provocado por
Colletotrichum spp., en el interior del fruto del aguacate se ubica en un rango de
69.27 2 30.67 % en los tratamientos a base de Ultramyl 500, Captan y Kocide 2000

El fungicida Ultramyl 500 fue el que superd ligeramente a los otros dos fungicidas
obteniéndose un porcentaje de inhibicion def 69.27 %, es decir, tuvo un menor

fruta dariada por an yaquela observada fue
poco notoria en virtud que ef fungicida inhibid af hongo y evité que la enfermedad

siguiera avanzando en todo el mesocarpio del fruto.

En tanto el Captan que inhibio 67.26 % de la antracnosis, también retuvo el avance
de esta enfermedad resultando un poco dafiado en el mesocarpio del fruto del
aguacate, mientras que el Kocide 2000 resulto con el alto valor de dano al
mesocarpio del aguacate, inhibiendo la enfermada con el 65.50 % causado por la

antracnosis,

Con lo que se puede senalar que, para e caso de aguacate es poco el efecto de
los fungicidas por si solos para el control de Collelotrichur spp., ademas de que el
Uso de estos componentes su mayor influencia ha sido cuando se ha aplicado de
manera preventiva y no curativa



Figura 12. Efectos de fungicidas sobre las cepas de Colletotrichum gloeosporioides
A mense AN(0-s) y

AN(a-m). n).
Colletotrichum tropicale AN(Y) inoculadas en el fruto de aguacate.

6.4 Identificacion de especies con cebadores especificos

La identificacion molecular de las especies de Colletotrichum spp, a través del uso
de los cebadores universales ITS1 y ITS4 en combinacion con el ADN del
Colletotrichum spp.. permitié la identificacion de 20 especies del género
Colletotrichum, de 1as cuales se lograron amplificar alrededor de 400 pares de

bases (pb) como se muestra en [a figura 13,



Figura 13. Geles de agarosa que visualizan el ampliicado de los aislamientos
identificados como Coflefotrichum spp., con un fragmento de 400 p

65 6n in vitro de la de cepas de spp.
a fungicidas quimicos.

Para la variable porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial se presentaron
diferencias entre los Las cepas C (ANa
ANb, ANc, ANd, ANe. ANF, ANg, ANh, ANi AN, ANk, ANy ANm), G hymenocatlidis
(ANn). C. tropicale (ANH) y C. siamense (ANo. ANp. ANg, AN y ANs) fueron

inhibidas completamente por los tres fungicidas, sin embargo, la gran mayoria de
las cepas aisladas presentaron menor inhibicién, es decir, mayor resistencia a los
fungicidas empleados en este estudio (cuadro 7).



Cuadro 7. Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial (PICM) por efecto de

os fungicidas quimicos

=S Fungicidas

Patégeno Ultramy1 500 Captan  Kocide 2000
PICM (%)

C. glososporoides ANa 5063 cdD 3036 eF 5
C. glocosporioides AND  59.78¢C 17.131gG  §9.78Cc
g 54.00cC

C. gloeosporioides AN 51.86cdD 10,
C. gloeosporioides ANG  62,33¢dD  324ghH 54,08 ¢C

C glososporioides ANe 100,034 100.00aA 100,00 aA

. tropicale ANt 10000aA  100,008A 100,00 aA
C hymenocalicis ANn  7.149G  40430E  100.00aA
C. siamense ANo 5400cD  1882/gG 6550 bcB
C siamense ANp 5038cdD  8855abB 69,47 bel
C. gloeosporioides AN 58.99¢C 471ghH  64.00 bcB.

C. glogosporioides ANg 100,00 aA  67.26 b¢C 2533 fF

C. siamense ANg 86506  5192cdD 30,67 e

C. siamense AN 423106 3033eF  3333eD

C glososporiides ANN 6927bcB 69,27 beC 0,56 hH

C. glososponoides ANi 100,00 aA 100,00 8A 1029 gG

C. glososporioides ANj 24,961F  100,002A 100,00 aA

C. gloeosponoides ANk 100,00 aA 241016 2410 (F

C. gloeosporioides ANI 100,00 8A 100,00 aA 3,64 ghH

C. glososporioides ANm  69.27bcB  7207bC 10,5090

C. siamense ANs 37,09 deE 33,77 eF 28,1010
Las medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, p>0.05)
Letra maylscula representa la comparacion en columna y las letras minisculas
significan la comparacién entre filas
Segun la FAO (2012), el uso continuo y frecuente de un mismo plaguicida o
fungicida, el no aplicar la dosis recomendada en la etiqueta, una pobre cobertura

i la baja o nula

del 4rea bajo as



de otras préclicas de control como buenas practicas agricolas, rotacion de cultivos
y la limpieza de los equipos agricolas. son consecuencias de la baja efectidad de

10s tratamientos o incluso ocasionar resistencia a agentes quimicos. Sin embargo,
de las

si se tienen en cuenta estas. se puede prevenir la
enfermedades y/o plagas y asi evitar la persistencia del patégeno.
Julca et al. (2005) evaluaron fungicidas quimicos como Antracol (Propineb). Benlate
(Benomil), Captan, C: X y Granit diferencias
en su porcentaje de inhibicion al Colletotrichum spp., siendo Granit el mas efectivo

con un 100% de inhibicion y el menos efectivo Captan con 17.6%.

Pinto et al. (1996) recomiendan el oxicloruro de cobre (Cupravit) y el Mancozeben
para el cultivo de cilricos, pero con el primero de ellos también se han reportado
problemas de resistencia a nivel de laboratorio e incluso con dosis altas. Rondén et
al. (2006) evaluaron el efecto de Benomil, Procloraz, Mancozeb y Sulfato de cobre,
resultando mejor con 100% de efectividad Procloraz y como el peor Sulfato de

cobre con 62%. otal (2011), que C. solo
fue inhibido por Prochloraz, Ferbam, Azoxystrobin, Tryfloxystrobin y Clorotalonil ,
por otra parte, el desarrollo de C. demaium fue inhibido sdlo por Prochloraz,
Ferbam y Clorotalonil. Arias et al. (2006) evaluaron Fluncloraz, Curacarb, Benlate
¥ Captan observando que al aplicar la dosis comercial dio buen resultado y con
dosis bajas se presentd crecimiento micelial del hongo C. gloeosporioides, con lo
cual se demostré que al no aplicar las dosis correctas trae consecuencias negativas
en la efectividad de los fungicidas quimicos

De acuerdo con Richmond, (1977) el Captan es un fungicida protector que actua
inhibiendo la germinacion de las esporas o cuando ests germinan producen tubos
germinativos més cortos, aunque también actiia sobre el patégeno interfiiendo en
varias reacciones quimicas durante la respiracion, reduciendo asi la resistencia al
producto.

Enla figura 14 se presenta de manera general la inhibicién del crecimiento de las
cepas tratadas con los diferentes fungicidas. Se puede observar que las 20 cepas
de Colletotrichum spp. evaluadas in vitro presentaron desde un ato grado de



susceplibilidad (85.96 %) hasta una moderada o baja susceptivilidad (32.65 % -
64.49 %) a los fungicidas Captan, Ultramy! y Kocide

En el caso del fungicida Ultramyl 500 se observo una mayor susceplibilidad
inhibiendo 85.96 % el crecimiento del hongo Colletotrichum spp. Con Captan se
observs una susceptivilidad medra de Colletotrichurm spp. de 64 49 %, sin embarga
el tratamiento con Kocide 2000 se presentd una baja susceptibilidad del hongo

Colietotrichum spp. con una inhibicion de 32.62 %

Control Kocide 2000 Captan Uitramyl 500
Fungicidas

Figura 14. Evaluacion in vilro de los fungicidas sobre Ia inhibicion de crecimiento
del hongo Colletotrichurm spp.
Echeverri af al (2007) realizaron ensayos con diferentes productos cupricas,
enconlrande que Kucide {hidréxido de cobre inhibe un 70% del crecimiento de
Coltetotrichurn spp., sin embargo, en e presente trabajo este fungicida no fue tan
efectivo, ya que las cepas evaluadas solo redujeron menos de la mitad de lo

reportado

En la figura 15 s observa que las cepas de Colletolrichum gloeosporioides ANe,
ANg, ANi, ANk, ANt y Collstotrichum tropicale AN presentaron una inhibicion del
100% con el fungicida Uitramyl 500, mientras que las cepas de C. glososporioides



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

respectivamente con la dosis recomendada por el fabricante
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Figura 15. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de las cepas de Colletotrichum
spp. con el fungicida Utramyl 500 con la dosis recomendada por el fabricante.

Mondragén (2008) evaluo in vitro el efecto de los fungicidas sobre cepas de
Colletotrichum spp. aisladas de frutos de aguacate, encontrando que el Ultramy!
500 present6 una inefectividad en la inhibicién del hongo. En otro estudio de Nueva
Zelanda se determind que el Ultramy| 500 no redujo significativamente los sintomas
de por el hongo C spp. (Everett y Machin,

2005)

En la figura 16 se observa una mayor susceplibiidad de las cepas de C.
glogosporioides (ANe, ANi, ANj y ANI) y C. tropicale (AN) al Captan, ya que
presentaron una inhibicién de 100% al aplicar la dosis recomendada por el
fabricante, mientras que las cepas de C. siamense (ANp) y C. gloeosporioides
(ANm, AN y ANg) mostraron una inhibicion menor que va del 11, 26, 30 al 31 %
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Colletotrichum spp.
Figura 16. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de las cepas de Collefotriohum
spp. con el fungicida Captan con la dosis recomendada por el fabricante.

Apuy-Medrano (1997) evalud in vitro e in situ el efecto del captan sobre la
antracnosis en plantas de palma aceitera (C. gloeosporioides). encontrando que el
alinhibir el patégeno. En dio realizado

Captan
in vitro por Rodriguez (2002) para determinar la inhibicion de Cofletotrichur aislado
de olivo, se determino que los fungicidas sistémicos dieron el mejor efecto

comparados con los de contacto como es el caso del captan

En la figura 17 se observa que con Kocide 2000 las diferencias de susceplibilidad
no son tan elevadas como con los otros dos fungicidas (Ultramyl 500 y Captan). En
cepas de C. siamense (ANo y ANp) y C. gloeosporiordes (ANF y ANb) Ia inhibicion
fue del 31, 34, 38 Y 40 %, respectivamente, mientras que las cepas de C

(ANey ANj), C. (ANn)y C. mostraron
un porcentaje de susceptibilidad del 100 %
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Figura 17. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de las cepas de Colletotrichurn
spp. con el fungicida Kocide 2000 con la dosis al 100%.
Segun Kumar ef al. (2007} los fungicidas como Kocide 2000 y el Ultramyl 500, por
su mecanismo de accion multisitio no especifico poseen bajo riesgo para el
desarrollo de resistencia del Colletotrichum spp. Kocide 2000 (hidréxido de cobre)
fueron los fungicidas quimicos con mayor eficiencia in vitro en el control de C.
gloeosporioides y de C. acutatum, en mora de castilla y otros fipos de cultivo
concordando con reportes realizados por Bailey y Jeger (1992). De los Santos y

Romero (2002), Peres et al. (2002) y Rueda (2010)

La menor efectividad det Kocide 2000 en el medio de cultivo posiblemente esté
asociada al mecanismo de accién del producto, mas no a la eficiencia del
ingrediente activo en el control de los patogenos, ya que segun Mendoza (2010) los
fungicidas cupricos a base de cobre metalico poseen baja solubilidad en agua. Lo
anterior es una propiedad fisica que en condiciones de campo puede ser Gtl, ya
que Teportes de Echeverri of al. (2007) sobre ensayos realizados con diferentes
productos ciipricos mencionan que Kocide (hidréxido de cobre) presento mayor
adherencia a lfos frutos de tomate de arbol durante las épocas de lluvia, to cual

conllevé a reducir en 70% la aparicién de sintomas de antracnosis.



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

Segin estudios realizados por Adaskaveg y Hartin (1997). se considera que el
tamario de las esporas es una caracteristica que puede variar para el desarrollo del
tubo germinativo tanto en condiciones de campo como en condiciones controladas,
sin embargo, en esta investigacion se encontrd poca variabilidad en cuanto al
tamaio de las esporas pero en si en el tubo germinativo, presentandose longitudes
promedias muy similares entre los aislamientos estudiados, esta caracteristica
podria ser utilizada como base para identificar los aislamientos en cuanto el tamaro

de las esporas y al tubo germinativo,

En el presente estudio, cuatro grupos fueron diferenciadas con respecto al
desarrollo def tubo germinal {Figura 18). E primer grupo figuran la cepa ANa, que
presentaron un crecimiento de 102.9 um; el segundo grupo conliene la cepa ANc
(71,6 pm); el tercer grupo contenida y, ANb ANF, ANj, ANm, ANg, ANL, ANh, ANi
AN, la ANr, ANg, ANk y ANs (46.1 - 22 5 pm), mientras que el cuarto grupo estaba
compuesto de la ANI, ANe, ANp y ANa cepas (20.5 - 8 2 pm). Ef valor mas alto de
crecimiento del tubo germinal en ocho horas se encontro en Collelolrichum
glososporioides. En relacion al tamaiio de la espora, se comprobo que existe una
gran variabilidad tanto en longitud y anchura de la espora, con longitudes que van
desde 14,8 ym a 33.9 pm. mientras que la anchura puede oscilar desde 5.2 ym a

8.6 pm.

El cuadro 8 muestra el coeficiente de correlacion de Pearson, donde se muestra
que no hay correlacién estadistica entre el tamario y el desarrollo de esporas del
hongo in vitro ni in vivo (p>0.05). Sin embargo, el tubo germinal presenta correlacion
estadisticamente significativa con el desarrallo del patégeno in vitro e in vivo, con

una r de Pearson de 0.548 y 0,552, respectivamente (p<0.05).



Cuadro 8. Correlacion de Pearson (Esporas).

Lalgo ‘Ancho Invitro Invivo T germinativo

Lago 042 357 191 -189
Ancho 178 325 -158

In vitro -3s7 178 1 946 548
Invivo -191 -325 94 1 552"

T germinativo - 189 - 158 548"  §52° 1

* Correlacion es significativa al nivel de 0.05
*. Correlacion es significativa al nivel de 0.01

Segin Rodriguez ef al (2013) menciona que no se necesita el desarrollo del
apresorio para poder hacer dafio al hospedero, pero si depende de la germinacion
y el desarrollo del tubo germinativo para poder formar la sintesis de una capa
mucilaginosa que se adhiere al hospedero; de igual manera, no todas las especies
de Colletotrichum forman apresorio para poder adherirse del hospedero, sino que
pueden penetrar directamente con fa ayuda del tubo germinativo para causar 10s

primeros darios al hospedante (Cascino et al, 1990; Kim et al, 1999)
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Figura 18. Desarrollo del tubo germinalivo a las 8 horas de 20 cepas de
Colletotrichum spp. aisladas del cultivo de aguacate:
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Los resultados de este estudio mostraron claramente que hay por o menos cuatro
especies patégeno a aguacale, esta especie presenta diversidad patogénica y
morfolégica. incluso entre cepas de la misma especie. Sin embargo, se fequiere
mayor investigacion 1) para evatuar I eficacia de fungicidas enlas diferentes cepas
de Collefotrichum spp.. 2) para encontrar microarganismos biocontroladores con
una eficacia igual o superior a los productos agroguimicos, 3) estudiar el

antagonismo-planta-patogeno interacciones

6.7 Efecto de Jos fungicidas en la inhibicién de la germinacion y crecimiento
del tubo germinativo de esporas de Colletotrichum spp.

De los tres fungicidas evaluadas, ef Captan redujo visiblemente tanto en fa
germinacion de esporas coma el crecimienta del tubo germinativo, al obtener el
9243 % de inhibicién, permitiendo un menor desarralio de las esporas y tubo
germinativo de 7. 57 % respectivamenite, en |a figura 19 estos dos fungicidas como
el Ultramyl 500 y Kocide 2000 no evita Ja germinacion de esporas i afecta durante
ias primeras etapas en la formacion del tubo germinativo, ya que el patogeno
adquiere resistencia a estos dos fungicidas (Koller y Scheinpflug. 1987) lo cual se

confirmé a través de esta investigacion

| ¢

ol i

Tubo germinativa (um)

Control  Kodde2000 Ultramyi500  Captan
Fungicidas
Figura 19. Evaluacién in vitro de los fungicidas (Control, Ultramyl 500, Captan y
Kocide 2000) sobre la inhibicién de germinacion de esparas y del tubo germinativo
del hongo Colletolrichum spp



Asi mismo, Ultramyl 500 y el Kocide 2000 disminuyeron la germinacion de esporas
y del tubo germinativo entre un 69.67 y 65.04 %, respectivamente. Por lo tanto, los
valores de germinacion de esporas y tubo germinativo fueron de 30.33 y 34.96 %,
respetivamente. Estos fungicidas actaan interfiriendo el flujo de electranes y. por
cansiguiente, afectando la produccién de energia en forma de ATP. A pesar de ello,
algunos hongos han lagrado eludir ef sitio de accion de estos fungicidas in vitro a
través de una ruta alterna denominada resprratoria oxidativa o del complejo il del
citacroma be. que se ha propuesta como una posible explicacion a la baja
sensibifidad hacia estas fungicidas (Bartlelt et af., 2002},

6.8 Evaluacion de las esporas del Colletotrichum spp.

En cuanto al tamadio de conidios, se obluvieron rangos de 14.82 a 33.86 ym de
largo x 4.7 a 8.6 pm de ancho respectivamente, mostrando diferencia significativa
(p<0.05) ambas variables entre las cepas de los diferentes aislados, como se puede
observar en las figuras 20 y 21. Las esporas de la cepa ANi destacaron por ser la
mas largas de todas las cepas. En el caso de las cepas ANj, ANr y ANm sus
longitudes promedio fueron estadisticamente iguales (p<0.05) y en las de menor

fongitud se encuentran las cepas ANg, ANa y ANk
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igura 20. Comparacién de longitud promedio (um) de esporas de cepas aisladas
de Collatotrichum spp



Como se observa en la figura 20. a tongitud de los conidios de las diferentes cepas

de Colletotrichum spp. aisladas fue diferente estadisticamente (p<0.05)
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Figura 21. Comparaciones del ancho (um) de esporas de cepas de Colletotrichum
spp.

J Enla figura 21. Se indica que las diferencias de promedios entre las esporas de
| Cotietotrichum spp. se formaron dos grupos; comprendienda un rango de 4.25-7.3
para el primer grupo (A) y 2.4- 5.04 para el segundo grupo (B), donde los aislados
que presentaron conidios con valores en su didmetro de 4.2-5.04 son considerados
en ambos grupos. Determinando con esto que, también esta caracteristica por
[ separado no puede ser considerada para diferenciar especies de Colletotrichurm,
) debido a la amplitud de los rangos obtenidos, lo que también determina algunos
autores, ya que en algunos casos un rango se establace para Colletotrichum
glososporioides y este mismo, para ofro autor corresponde a aisladas de C.

acutatum u olra especie de Colletotrichum (Du et al, 2008)



7. CONCLUSIONES

Se lograron obtener 80 aislados de hongos, de los que se identificaron 20 cepas
del genero Colletotrichum spp., de los cuales 13 cepas son C. glososporioides, 1
cepa es C._hymenocallidis, 5 cepas son C. siamense y 1 cepa es C. tropicale.

Las cepas aisladas se clasificaron en 4 grupos de acuerdo a sus caracteristicas
morfologicas

hacia los frutos.

Todas las cepas de Ct spp.
de aguacate, con variabilidad patogénica y diferentes grados de desarrollo de la
enfermedad,

La mayoria de las cepas presentaron el 50 % de susceptibilidad, solamente Jas
cepas ANe. ANt, ANi, ANjy ANI no presentaron crecimiento para los tres fungicidas
De los tres fungicidas quimicos evaluados el que presento mayor efectividad y
porcentaje de inhibicion de crecimienta (PIC) para la mayoria de las cepas fus
Ultramyl 500 y como el menos efectivo fue Kocide. Sin embargo, el Captan si
presento el mismo resultado satisfactorio de inhibician en la germinacion de espora

¥ tubo germinativo
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