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Resumen general

El ejercicio profesional supervisado, realizado en el periodo de febrero-noviembre de 2007,
fue ejecutado en el Centro de Innovacion Tecnologica del Sur (CISUR-Cuyuta) del instituto
de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA) ubicado en la aldea Cuyuta, Masagua, Escuintla;
en el cual se trabajan programas de investigacion. Esta institucion contribuye al desarrollo
de la ciencia y la tecnologia agropecuaria, a la seguridad alimentaria nacional, a la
proteccion de la salud humana y al mejor manejo de los recursos naturales, mediante la
capacitacion, generaciéon y divulgacion del conocimiento cientifico y tecnolégico. Para el
desarrollo del ejercicio profesional supervisado se selecciond la linea de investigacion de

frutales tropicales.

Teniendo seleccionada la linea de seguimiento, se procedi6 a realizar el diagndstico de la
situacion fitopatolégica actual del programa de frutales tropicales del (ICTA-CISUR-
Cuyuta), en el que se establecieron las plagas y enfermedades de mayor incidencia en los

cultivos frutales presentes en esta area.

Segun lo detectado en el diagndstico, se establecié que la Antracnosis es la enfermedad
de mayor incidencia en los diferentes cultivos frutales, principalmente en cultivos de
mango y papaya., por lo que se dio continuidad a la linea de investigacion en el area de
frutales, realizando para ello el estudio titulado “Caracterizacion patoldgica, diagndstico
molecular, de seis cepas del hongo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.,
aisladas de plantas de Mango (Manguifera indica L. ) y Papaya (Carica papaya L.), y
evaluacion de proteccion cruzada como alternativa de manejo poscosecha, en la Estacion
ICTA-CISUR, Cuyuta, Escuintla”

En dicha investigacion se establecié, segun las caracteristicas patolégicas, morfométricas
y en el diagnéstico molecular que el agente causal de la antracnosis en mango y papaya

es Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc; siendo importante enfatizar que



este se presenta de forma diferente segun las condiciones ambientales y el hospedero en
el que desarrolle.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion morfométrica, nos muestran las
diferencias cualitativas existentes entre cepas, como son las tonalidades en el color y
forma micelial de las colonias, asi como diferencias de las esporas en cuanto a tamafio y
forma, de igual manera los resultados obtenidos en la caracterizacion patoldgica, nos
dieron los fundamentos necesarios para la evaluacion de pruebas como la proteccion
cruzada, en la cual se obtuvieron resultados satisfactorios, ya que se logré determinar que

existe una proteccion tanto en frutos de mango como en papaya.

En adicion, se realizo el diagnéstico molecular de las cepas aisladas en ambos
cultivos, para determinar si las cepas obtenidas en ambos cultivos eran cepas netamente
de C. gloesporioides. Para la determinacion de la especie de estas cepas, se hizo la
amplificacion de la region ITS, utilizando la técnica de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) con los cebadores universales del gen ADNr 5.8S (ITS1: 5TCCGT
AGGTG AACCT GCGG3' e ITS4: 5TCCTC CGCTT ATTGA TATGC3'), ya que esta
permite la identificacion de la especie.

Los servicios realizados se enfatizaron segun las necesidades requeridas enla institucion.

Se ejecutaron las siguientes actividades:

* Rotulacién de los diferentes cultivos frutales ubicados dentro del programa de
frutales del ICTA-CISUR-Cuyuta.

* Creacion de un CD interactivo,el cual contiene fichas técnicas de los diferentes
cultivos frutales dentro del programa de frutales del ICTA-CISUR-Cuyuta.

» Elaboraciéon de un cepario el cual contiene cepas de C.gloesporioides , aisladas de

mango, papaya, anona, aguacate, guayaba y carambola.
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CAPITULO |
DIAGNOSTICO
Diagndstico de plagas y enfermedades del programa de frutales tropicales del Centro de Innovacion

Tecnoldgica del Sur, del Instituto de Cienciay Tec - nologia Agricolas ICTA-CISUR, Cuyuta, Masagua,

Escuintla.






1.1 Presentacion

El Centro de Innovacién y Tecnologia del Sur (CISUR-Cuyuta) del Instituto de Ciencia y
Tecnologia Agricolas (ICTA) trabaja con diferentes programas, los cuales generan
informacion utilizada en el desarrollo de nuevas técnicas en el manejo de los cultivos tanto
en su modo de produccién, dentro de los cuales se puede mencionar el control de plagas y
enfermedades, asi como también la comercializacion de sus frutos. En las instalaciones
del ICTA se realizan investigaciones de frutales tropicales dentro de los cual podemos
mencionar los cultivos de Aguacate, Anona, Carambola, Guayaba, Mango, Mangostén,
Marafidn, Naranja, Papaya, Pejibaye, Palmito, Limén, Toronja, entre otros; la
comercializacion de estos frutos es de gran importancia para el ICTA-CISUR-Cuyuta, ya
que de aqui se obtienen ingresos, los cuales sirven para absorber parte de los gastos que

requiere el mantenimiento del programa de frutales.

Las enfermedades e insectos plaga de cultivos son uno de los factores mas limitantes en
la produccion agricola. La identificacion precisa de la plaga es un paso basico e

indispensable para el disefio de una estrategia de manejo integrado.

El presente diagndstico, fue producido para mostrar los avances en el conocimiento de las
plagas y enfermedades que afectan a los diferentes cultivos establecidos en el ICTA-
CISUR-Cuyuta. Las plagas incluidas en el diagndstico, fueron diagnosticadas y
determinadas en los laboratorios de fitopatologia y entomologia de la Facultad de

Agronomia de la Universidad de san Carlos de Guatemala.

Este diagndstico puede ser utilizado para el reconocimiento a priori de las principales
plagas y enfermedades, y como una herramienta de capacitacion para técnicos,
promotores y agricultores. Cada fotografia describe una plaga o enfermedad. En la parte
superior izquierda lleva el nombre comun y cientifico (género y especie) de la plaga o
agente causante de la enfermedad. En la parte superior derecha se encuentra el nombre

del cultivo y, en el caso de enfermedades se indica el agente causal (AC).



1.2 Marco referencial
1.2.1 Ubicacion geografica

El Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola ICTA-CISUR, Cuyuta, Masagua, Escuintla, se
encuentra localizado en la vertiente sur de la Republica de Guatemala, en las
coordenadas 14° 7, latitud Norte y 71°09’, longitud Oeste (18), inserta en el Parcelamiento

Cuyuta, del Municipio de Masagua, Escuintla.

1.2.2 Vias de comunicacion

El parcelamiento Cuyuta cuenta con una carretera principal que lo comunica con el
municipio de Masagua, Puerto de San José y con la cabecera departamental de Escuintla
(18).

1.2.3 Suelos y topografia

Los suelos del area son de origen aluvial, con drenaje moderado, color café, textura franco
— arenosa, espesor del horizonte “A” de 40 a 50 cms., estructura granular con bajo
contenido de materia organica. Predominan los suelos de clase agrologica I, Il y Ill. El

parcelamiento cuenta con relieves casi planos, con desniveles de 3 a 4% (18).

1.2.4 Clima y ecologia

El clima estd comprendido dentro de la zona tropical calida. La precipitacion pluvial
promedio anual es de 2,120mm que varia en un rango que va de 1241.2mm a 3,995.2mm,
con temperatura minima de 21°C y méaxima de 34°C, la altura sobre el nivel del mar es de
48m. El parcelamiento se encuentra dentro de la zona de vida Bosque Humedo
Subtropical (Calido) (18).

1.2.5 Aspectos Econdmicos

Puede apreciarse que la explotacion de las parcelas es de tres formas: explotacion
agricola, ganadera y mixta (18). Dentro de la explotacion agricola el principal cultivo son

los arboles frutales.



1.3 Objetivos

1.3.1 General

Establecer un diagnostico de plagas y enfermedades en el Instituto de Ciencia y
Tecnologia Agricolas ICTA, en el Proyecto de Frutales en el parcelamiento Cuyuta,
Masagua, Escuintla.

1.3.2 Especificos

« Identificar los problemas de plagas y enfermedades primarias y secundarias que
presenta la produccion de frutales del ICTA-CISUR- CUYUTA.

* Generar nueva informacion para la elaboracién de proyectos de servicios y de
investigacion que promuevan posibles soluciones a los problemas de plagas y

enfermedades.



1.4 Metodologia

Para la realizacion del diagndéstico sobre plagas y enfermedades presentes en el proyecto
de frutales, se utiliz6 informacion obtenida mediante entrevistas a personas a fines a las
actividades del centro de investigacion, asi mismo se realizaron observaciones directas
con las cuales se pudo determinar la situacién actual del proyecto de frutales respecto a

las plagas y enfermedades presentes dentro del mismo.

1.4.1 Obtencion de Informacion

1.4.a Observacion

Se realizaron recorridos dentro del area de frutales del Instituto de Ciencia y Tecnologia
Agricola ICTA (CISUR-Cuyuta), con lo cual se pudo determinar la situacion actual de los
frutales respecto a las plagas y enfermedades dentro de la misma, se tomaron notas de
campo asi como fotografias que fueron de utilidad para conocer la sintomatologia de los
diversos arboles frutales. Asi mismo se realizé un croquis del area siendo de esta manera

mas facil ubicar los cultivos.

1.4.b Trabajo de Laboratorio

Se tomaron muestras de los diferentes arboles frutales, del proyecto de frutales del ICTA
(CISUR-Cuyuta) estas muestras vegetales presentaron sintomas de enfermedad
(manchas, clorosis o amarillamiento etc.), también se recolectaron insectos que se

sospecho eran los causantes de los dafos, asi como posibles vectores de enfermedades.

1.4.c Revision de Literatura

Se hizo una recopilacion de informacion sobre los diferentes frutales con lo cual pudimos
reforzar la informacion primaria obtenida por medio de observacion directa, muestreos

acerca de plagas y enfermedades.



1.4.d Sistematizacion de la informacion

Luego de haber recolectado toda la informacion necesaria se procedido a ordenarla y

clasificarla para su facil entendimiento, esta informacién sirvié para elaborar el diagnéstico.

1.4.e Matriz de problemas

Se realiz6 una matriz de problemas, con la cual se determind la situacion actual del

programa de frutales.



1.5 Resultados

1.5.a Matriz de problemas

Mediante esta matriz se pudo determinar que el mayor problema dentro del area de
frutales, es la poca informacién que se tiene sobre las plagas y enfermedades que afectan
los diferentes cultivos establecidos en el area del programa de frutales, seguido de la falta
de recursos para mantenimiento de los mismos, asi mismo la falta de control de plagas y
enfermedades es muy limitada. Esta matriz se elabor6é con ayuda del ingeniero a cargo del
area de frutales Ing. Agr. Ottoniel Sierra. En la cual se les asigndé una numeracion a los
problemas encontrados en el proyecto de frutales. Los problemas estan colocados de
forma vertical y horizontal en la matriz. Vemos que el mayor problema es la falta de
informacion técnica sobre los cultivos, ya que este problema se repite con mayor
frecuencia en la matriz, influyendo en el control de plagas, control de enfermedades.
Seguido de este problema se encuenta la faltan de recursos influyendo en el control de

plagas, control de enfermeddes.

MATRIZ DE PROBLEMATICA

Feferencia

1 Control de plagas
Control de enfermedades
Falta de info. Tecnica
Falta de recursos
Farcelas demostrativas
representativas

Falta de divulgacion

=
Qo) o | —= |2




1.5.b Plagas y enfermedades

Mancha Johnston BANANO
Pyricularia grisea AC:Hongo

Figura 1. Fruto de banano afectado por Pyricularia grisea.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

Aparece en los frutos cerca de la madurez y se incrementa cuando éstos son
transportados al mercado. En un inicio aparece como puntos rojizos sobre la cdscara que
luego se vuelven manchas circulares, necréticas, hundidas, rodeadas de un halo rojizo y
mas exteriormente, de un halo grasoso de color verde.

Mancha diamante BANANO
Cercospora hayi - _ AC:Hongo

Figura 2. Fruto de banano afectado por Cercospora hayi.
Fuente: Fotografia tomada en campo, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

Ocurre en los pedunculos, corona y frutos. Se presenta en un inicio como manchas
circulares café oscuro con centro hundido y agrietado, rodeada de un halo amarillo. Estas
toman forma de rombo. Algunas veces el tejido manchas crecen, se vuelven negras y la
parte central se agrieta exponiendo la pulpa del fruto.



Antracnosis BANANO
Colletotrichum musae AC:Hongo

Figura 3. Fruto de banano afectado por Colletotrichum musae.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

En frutos aparecen primero puntos necréticos que desarrollan en manchas negras
ovaladas, hundidas y con presencia de puntos anaranjados en el centro que son las
fructificaciones del hongo.

Se manifiesta cerca a la madurez, porque el hongo necesita azlcares para desarrollarse.

Mancha cordana BANANO
Cordana musae AC:Hongo

Figura 4. Hoja de banano afectada por Cordana musae.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

Las hojas presentan manchas ovaladas con centro grisaceo y borde rojizo necrético.
Muchas veces estas manchas estan rodeadas de un halo amarillo. Se presenta
particularmente en los bordes de la hoja y a veces puede necrosar toda la hoja.



Bacteriosis foliar PALMITO
Erwinia stewatrtii AC:Bacteria

Figura 5. Hojas de palmito afectadas por Erwinia stewartii.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

En las hojas aparecen manchas humedas, entre las nervaduras, que van alargandose y
creciendo. En el envés se forman sustancias azucaradas en granos pegajosos de color
amarillo que son una exudacién de la planta como respuesta a la infeccién bacteriana.
Estas manchas pueden cubrir toda la hoja. Esta enfermedad puede llegar a matar toda la
planta. Cuando la enfermedad llega a la base del tallo, éste se pudre y puede provocar
caida de plantas. Los hijuelos pueden contagiarse al rozar sus hojas con la planta madre y
no porque la bacteria se mueva a traveés de haces vasculares.

Antracnosis PALMITO
Colletotrichum gloesporioides AC:Hongo

Figura 6. Hoja de palmito afectada por Colletotrichum gloesporioides
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

Sobre las nervaduras de las hojas aparecen puntos necréticos de color café oscuro,
rodeados de halo amarillo. Conforme crecen, el centro se vuelve claro y el borde se torna
café oscuro. A medida que la mancha madura el tejido parenquimatico afectado se va
cayendo y solo quedan las nervaduras. El hongo puede alcanzar grandes areas de tejido si
muchas manchas se unen, afectando la fotosintesis.
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Mancha foliar PALMITO
Cercospora palmivora ) AC.Hongo

Figura 7.Hoja de palmito afectada por Cercospora palmivora.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis.
2007

En hojas aparecen puntos negros pequefios rodeados de halo amarillo que conforme
crecen cambian a un color gris claro con el centro oscuro.

Mal de almacigo PALMITO
Phytophthora palmivora AC:Hongo

Figura 8. Tallos de palmito afectados por Phytophthora palmivora.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis.
2007

A nivel de cuello se presentan estrias necroticas.
La hoja bandera de las plantulas afectadas se desprende facilmente por pudricion de la
base.
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Mancha foliar PALMITO
Cercospora sp AC:Hongo

Figura 9. Hojas de palmito afectadas por Cercospora sp.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis.

2007

En hojas se presentan manchas irregulares con centro claro rodeadas de halo necrético
café, algunas con punto central oscuro.

Leprosis de los citricos NARANJA
Virus de la leprosis de los citricos CiLV AC: Virus

Figura 10. Frutos de naranja afectados por CiLV.
Fuente: Fotografia tomada en campo, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

Se observan manchas necroticas rodeadas de un halo amarillo muy notorio.
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Cancrosis de los citricos NARANJA
Xanthomonas axonopodis pv citri AC:Bacteria

Figura 11. Fruto de naranja afectada por Xanthomonas axonopodis pv citri.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis.
2007

La enfermedad se manifiesta en todos los érganos de la planta. El tamafio de las lesiones
que causa depende de la susceptibilidad del hospedero.

En hojas aparecen lesiones, levantadas en ambas caras, que presentan un borde de
color café y un centro de color gris. Las lesiones presentan una zona corchosa alrededor.
En los tallos se presentan cancros levantados que causan deformacion de la corteza y
pueden matar brotes tiernos. En frutos aparecen manchas cloréticas que al tacto se
perciben levantadas. Posteriormente las manchas se vuelven de color café claro u
oscuro, se llenan de corcho y se resquebrajan en el centro. En variedades susceptibles
estas manchas estan rodeadas de un halo amarillo.

Antracnosis LIMON

Gloesporium limetticola AC:Hongo

a e, _1I'.' 2 r‘l‘l- R
Figura 12. Hojas y fruto de limén afectados por Gloesporium limetticola
Fuente: Fotografia tomada en campo, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

i

En hojas se presentan manchas necroticas pequeias e irregulares, que conforme crecen
se desprenden dejando el centro hueco. En ramas y nervaduras se presentan lesiones
ovaladas y hundidas. Los frutos presentan lesiones levantadas de color café claro que se
diferencian del cancro porque no tienen halo amarillo.
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Verugosis LIMON
Sphaceloma sp AC:Hongo

Figura 13. Hojas de limoén afectadas por Sphaceloma sp.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis.
2007

Las hojas, en ambas caras, presentan pequefias lesiones sobresalientes, corchosas e
irregulares de color café claro, siendo mas abundantes en el envés. En las hojas mas
jovenes hay deformacion del limbo cuando las lesiones afectan las nervaduras. En tallos
tiernos se observa el mismo tipo de lesiones descritas para las hojas.

Fumagina CITRICOS
Fumago sp AC:Hongo

Figura 14. Hojas de citricos afectadas por Fumago sp
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

En hojas, frutos y ramas aparece una especie de micelio negro que crece sobre sustancias
azucaradas producidas por cochinillas harinosas, moscas blancas o pulgones. El hongo no
penetra al tejido, pero al crecer sobre la hoja reduce la capacidad fotosintética de la planta.
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Fieltro o cuero LIMA
Septobacidium pseudopedicellatum AC:Hongo

Figura 15. Hojas de lima afectadas por Septobacidium pseudopedicellatum
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis.

2007

En hojas, ramas y frutos aparece un micelio blanco con centro de color café.
Posteriormente el micelio se vuelve de color café claro y crece cubriendo los érganos
como si fuera una especie de cuero o piel, dando origen a su nombre comun.

Verrugosis MARACUYA
Cladosporium herbarum AC:Hongo

Figura 16. Hojas y fruto d-e maracuya afectadas porCladosporium herbarum.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis.

2007

En el haz de las hojas se observan manchas necroticas con centro claro y borde de color
café. En el envés se observan las fructificaciones del hongo causante como una pelusilla
verde grisdcea. En ramas, brotes tiernos y zarcillos se presentan manchas necréticas, en
un inicio redondeadas y que toman, posteriormente, forma alargada. Los frutos presentan
pequefias manchas hundidas de color café claro que luego se hipertrofian formando una
veruga.
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Antracnosis MARACUYA
Colletotrichum gloesporioides AC:Hongo

Figura 17. Fruto de maracuyd afectado por Colletotrichum gloesporioides.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

Las hojas muestran manchas necréticas concéntricas que presentan la fructificacién del
hongo al centro, a manera de puntos negros. El tejido afectado a veces se resquebraja. En
los frutos se presentan manchas de color café claro que crecen alcanzando grandes
superficies. Las lesiones se hunden, el centro de las mismas se torna de color oscuro y
muestra las fructificaciones del hongo.

Pudricion radicular MARACUYA
Fusarium solani AC:Hongo

Figura 18. Raices de maracuya afectadas por Fusarium solani.
Fuente: Fotografia tomada en campo, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

El cuello de la raiz presenta una necrosis que resquebraja los tejidos de esa zona, los cuales
se cubren de un micelio blanco que luego toma coloracion rojiza. Las raices se tornan
totalmente necréticas. Las hojas se tornan amarillas y prenecréticas. La enfermedad puede
matar la planta.
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Pudricion blanda del fruto PAPAYA
Pithophthora palmivora AC:Hongo

Figura 19. Frutos de papaya afectados por Pithopthor palmivora.
Fuente: Fotografia tomada en campo, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

En los frutos aparecen lesiones acuosas que se cubren con un micelio blanco algodonoso
debajo del cual ocurre una pudricion blanda. Lesiones similares se presentan en el peciolo
y tallos jovenes causando caida prematura de frutos y hojas. En tallos mas maduros las
lesiones se alargan y los debilitan causando caida de plantas cuando hay vientos fuertes.

Antracnosis PAPAYA
Colletotrichum gloesporioides AC:Hongo

Figura 20. Fruto de papaya afectado por Colletotrichum gloesporioides
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis.
2007

En los frutos los sintomas se observan inicialmente como pequefios puntos rojizos que se
tornan en manchas ligeramente hundidas, de varios centimetros de diametro, con centro
oscuro. Cuando las lesiones se unen se destruyen extensas areas; esto ocurre
principalmente en frutos maduros.
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Pudricion radicular PAPAYA
Fusarium solani AC:Hongo

Figura 21. Raices de papaya afectadas por Fusarium solani
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

La infeccidn se inicia en las puntas de las raices secundarias, las cuales se pudren. La
pudricién continba en las raices primarias, hasta que todo el sistema radicular es
completamente afectado. Las plantas se tornan cloréticas y se caen.

Viruela PAPAYA
Asperisporium caricae AC:Hongo

Figura 22. Hojas de papaya afectadas por Aspeisporium caricae.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

En el haz de las hojas se presentan manchas necréticas circulares, a veces rodeadas por
un halo clorético. En el envés, estas manchas se pueden observar como una masa
pulverulenta de color negro, que es la fructificacién o signo del hongo causante. Los frutos
presentan lesiones acuosas con un punto blanco en el centro. A medida que éstas
progresan se forman pustulas salientes de color beige a marréon y conforme el fruto
madura, se vuelven oscuras por la fructificacion del hongo. Las lesiones del fruto no
comprometen la pulpa, pero si afectan su calidad.
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Mancha blanca PAPAYA
Corynespora cassicola AC:Hongo

Figura 23. Hojas de papaya afectadas por Corynespora cassicola
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

En todo el limbo de la hoja se producen manchas circulares pequefias de color blanco, de
aspecto seco, ligeramente hundidas y rodeadas de anillo necrético de color café claro. En
lesiones maduras, en el envés, se puede apreciar un micelio de color gris verdoso muy
compacto y algodonoso.

Pulgbén negro BANANO
Pentalonia nigronervorsa FASE: ninfa, adulto

Figura 24.Pulgdn negro Pentalonia nigronervorsa.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

Estos insectos viven formando colonias y succionan la savia de las plantas. Se los localiza
en el pseudotallo, hojas nuevas y frutos. Este insecto es vector del virus “Banana Bunchy
Top Disease (BBTD)".
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Picudo negro PLATANO
Cosmopolites sordidus FASE: adulto

Figura 25. Picudo negro Cosmopolites sordius.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

La larva ataca los cormos o rizomas abriendo galerias. En las plantas atacadas las hojas
centrales se comienzan a secar y posteriormente ocasionan la muerte de la planta.
Plantas fuertemente infestadas pueden caerse.

Picudo del palmito PALMITO
Rynchophorus palmarum FASE: adulto

Figura 26. Picudo del palmito Rynchophorus palmarum.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

Dafo. El adulto oviposita en la base del tallo y las larvas forman galerias en el mismo. Es
facil detectar la presencia de las larvas ya que de las galerias que ellas abren en los tallos
exuda una sustancia mucilaginosa. Se ha comprobado que el ataque de las larvas no
ocasiona pérdidas en rendimientos de palmito.
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Minador de citricos CITRICOS
Phyllocnistis citrella FASE: adulto

Figura 27. Minador de citricos Phyllonistis citrella.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

La larva ataca a hojas nuevas en las cuales forma galerias 0 minas que tienen un
caracteristico color plateado. La hembra coloca sus huevos cerca de la nervadura central
de la hoja. La infestacién por este insecto facilita el ingreso de la bacteria que produce la
cancrosis de los citricos.

Acaro de la leprosis CITRICOS
Brevipalpus phoenincis FASE: adulto

Figura 28. Acaro de la leprosis Brevipalpus phoenincis.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

Estos acaros son vectores del virus que produce leprosis en citricos. Infestan hojas, ramas
y frutos. En las hojas producen manchas con el centro de color oscuro rodeado de un halo
amarillento. En ataques severos produce la caida de las hojas.



21

Mosca de los frutos VARIOS CULTIVOS
Anastrepha distincta FASE: adulto

Figura 29. Mosca de la fruta Anastrepha distincta.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

Las moscas adultas colocan sus huevos dentro del fruto, ocasionando pudricion en el sitio
de oviposicion. Las larvas se alimentan de la pulpa ocasionando pudricién de la misma 'y
pérdida de su valor comercial. Los frutos infestados llegan a caer de la planta.

Beauveria en picudo de palmito PALMITO
Beuveria bassiana FASE: adulto

Figura 30. Beuveria Bassiana en picudo.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

Adulto del picudo rayado (Metamasius hemipterus) atacado por Beauveria bassiana
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1.6 Conclusion

Se logré establecer e identificar las diferentes plagas y enfermedades presentes en el
programa de frutales del ICTA-CISUR-Cuyuta. Generando informacion uatil para la

busqueda de nuevos proyectos de para los diferentes cultivos frutales.

Dentro de las principales enfermedades encontradas tenemos: Mancha Johonston
ocasionada por (Pyricularia grises), Mancha diamante (Cercospora hayi), Mancha cordana
(Cordana musae), Antracnosis (Colletotrichum gloesporioides), Mancha foliar (Cercospora
sp), Fumagina (fumago sp), Mancha blanca (Corynesporea cassicola). Siendo la de mayor
incidencia y dafio Colletorichum gloesporiodes, afectando un mayor numero de

hospederos.

Dentro de las plagas se pudo determinar que la mosca de la fruta (Anastrepha distincta),
es la que mayor dafio hace, ya que esta ataca directamente los frutos de los diferentes
arboles frutales presentes dentro del proyecto de frutales del ICTA-CISUR-CUYUTA.
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1.7 Recomendaciones

* Elaborar de un programa de contingencia inmediato para control de plagas y
enfermedades, ya que de seguir asi el proyecto de frutales, muchos de los

ejemplares fruticolas que se encuentran en el proyecto desapareceran.
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INVESTIGACION

Caracterizacion patoldgica y diagndstico molecula r, de seis cepas del hongo Co lletotrichum
gloeosporioides (Penz.) ' Penz. & Sacc., aisladas de plantas de mango ( Manguifera indica L. )y
papaya-( Carica papaya L.), y evaluacion de proteccion cruzada como-alternativ. = a-de manejo

postcosecha, en la estaciéon ICTA-CISUR, Cuyuta, Mas agua, Escuintla.

Pathological characterization and molecular diagnos tic of six strain of the  Colletotrichum
gloespoarioides(Penz.) - Penz. & Sacc., isolated from mango plants ( Manguifera indica L. ) and papaya
(Carica papaya L.) and its evaluation of crossed pro  tection as alternative of management

postharvest, in the estation ICTA-CISUR, Cuyuta, Masagua, Escuin tla.






25

CARACTERIZACION PATOLOGICA Y DIAGNOSTICO MOLECULAR , DE SEIS CEPAS
DEL HONGO Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., AISLADAS DE
PLANTAS DE MANGO ( Manguifera indicaL. ) Y PAPAYA (Carica papayal.), Y
EVALUACION DE PROTECCION CRUZADA COMO ALTERNATIVA D E MANEJO
POST COSECHA, EN LA ESTACION ICTA-CISUR, CUYUTA, ES CUINTLA.

RESUMEN

Los cultivos de mango y papaya son de mucha importancia econémica para la
poblacién guatemalteca, ya que se perfilan como una de las mejores opciones en la
agricultura por el crecimiento de la demanda nacional y por la transformacién de la
industria post cosecha (Granados Friely 2007). Dentro de los problemas que afectan la
produccion de ambos frutales destacan las enfermedades que se presentan en el fruto,

como la antracnosis, causada por Colletotrichum gloeosporioides.

El trabajo consistio en caracterizar morfométrica y patolégicamente, seis cepas del
hongo C. gloesporiodes, asi mismo realizar la evaluacion de la proteccion cruzada en
frutos de mango y papaya utilizando cepas de C. gloeosporioides aisladas en hojas, flores
y frutos de las plantaciones de mango y papaya que se encuentran ubicadas en el Centro
de Innovacion Tecnoldgica del Sur del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola (ICTA-

CISUR) situada en la aldea Cuyuta, Masagua, Escuintla.

En adicion, se realizo el diagnéstico molecular de las cepas aisladas en ambos
cultivos, para determinar si las cepas obtenidas en ambos cultivos eran cepas netamente
de C. gloesporioides. Para la determinacion de la especie de estas cepas, se hizo la
amplificacion de la region ITS, utilizando la técnica de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) con los cebadores universales del gen ADNr 5.8S (ITS1: 5TCCGT
AGGTG AACCT GCGG3' e ITS4: 5TCCTC CGCTT ATTGA TATGC3'), ya que esta

permite la identificacion de la especie.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion morfométrica, nos muestran las
diferencias cualitativas existentes entre cepas, como son las tonalidades en el color y
forma micelial de las colonias, asi como diferencias de las esporas en cuanto a tamafo y

forma, de igual manera los resultados obtenidos en la caracterizacion patolégica nos
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dieron los fundamentos necesarios para la evaluaciéon de pruebas como la proteccién
cruzada, en la cual se obtuvieron resultados satisfactorios, ya que se logré determinar que

existe una proteccion tanto en frutos de mango como en papaya.

Asi mismo los resultados del analisis molecular confirmaron que se trata del hongo
Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc. El cual fue evaluado en proteccion

cruzada.
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2.1 Presentacion

El estudio de la antracnosis provocada por Colletotrichum gloesporioides (Penz.)
Penz. & Sacc., es importante en la produccion de frutales, debido a que el patégeno
demerita la calidad de los frutos haciéndoles perder su valor comercial, causando grandes

pérdidas econdmicas para los productores de dichos cultivos.

Guatemala produce Mango con un estimado de 19,381 toneladas métricas anuales
y 25,000 toneladas métricas anuales de papaya. (Navas et al., 2007; www.maga.com.gt).

Debido a las condiciones de humedad relativa y temperaturas calidas que prevalecen en
las areas donde se cultivan estas frutas, su produccion es afectada por una serie de
enfermedades fungosas, la antracnosis ocasionada por Colletotrichum, es la que produce
mayores pérdidas y disminuye la produccion, al afectar partes vegetativas y ocasionar la
caida de flores y frutos. Aunque la antracnosis puede ser ocasionada por varias especies,
C. gloeporioides es la de mayor importancia ya que afecta a un amplio grupo de

hospederos en los trépicos y sub trépicos, incluyendo entre estos los cultivos de mango y
papaya.

Se ha reportado que un mismo hospedero puede ser infectado por varias especies
de Colletotrichum, o que una misma especie fungica puede infectar varios hospederos. El
ejemplo tipico de este caso lo constituye C. gloesporioides, que tiene la capacidad de
infectar un gran amplio rango de hospendates y ademas el dafio que este ocasiona varia

de una cepa a otra (variabilidad patologica).

En esta investigacion se observé que el dafio ocasionado por C. gloesporioides,
parece estar restringido a ciertas familias, géneros o especies de plantas, por ejemplo el
ataque de ciertas cepas de C.gloesporiodes, fue tan especifico que se utilizaron para la
evaluacion de existencia de proteccion cruzada. En este sentido podemos decir que la
especificidad del patégeno por su hospedero y su capacidad de inhibir la infeccién una

cepa con otra al estar juntas es una evidencia de co-evolucién entre ambos.
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2.2 Planteamiento del problema

El Centro de Innovacion Tecnoldgica del Sur del Instituto de Ciencia y Tecnologia
Agricolas (ICTA-CISUR- Cuyuta), desarrolla proyectos para la produccion de frutales, en
los que se encuentran proyectos para la produccion de mango y papaya, que son frutales

de gran aceptacion e importancia econémica en Guatemala.

Actualmente las investigaciones realizadas en los programas de frutales en dicho
centro, van encaminadas al establecimiento de alternativas de manejo y control de
enfermedades que afectan los diferentes cultivos frutales, en especial los cultivos de
mango y papaya. En dichas investigaciones se ha observado que el problema principal en
estos cultivos es la antracnosis, ocasionada por Colletotrichum gloesporioides. El cual
afecta tallos, flores, hojas, y frutos, de los cultivos antes mencionados, causando pérdidas,

principalmente en la etapa de produccion.

Colletotrichum gloesporioides, es el agente causal de pérdidas hasta del 50% en
post cosecha, y su manejo se limita casi exclusivamente al uso de fungicidas (12). Por lo
gue se necesitd caracterizar morfoldgica y patolégicamente las cepas obtenidas en dichos
cultivos, realizar un diagnostico molecular del hongo, para poder constatar que
efectivamente se trata de C. gloesporiodes, y evaluar alternativas de manejo, como es la

proteccion cruzada.
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2.3 Marco tedrico

2.3.1 Marco conceptual
2.3.a Colletotrichum spp.

Colletotrichum, es un hongo fitopatégeno, que tiene un gran rango de hospedantes, entre
los cuales se encuentran los frutales como: mango y papaya, este hongo les causa
antracnosis en hojas, tallos y frutos, causando pérdidas significativas en post cosecha (1).
Colletotrichum, se ha clasificado segun sus caracteristicas morfolégicas, tales como
tamafio y forma de conidias, forma de acérvulos, etc.; pero debido a la gran plasticidad
morfologica de las especies de Colletotrichum, las técnicas moleculares han sido una
herramienta de gran utilidad ya que estas técnicas aportan claridad a la sistematica del
hongo(1).

2.3.b Identificacion y Reconocimiento de la Antracn  0sis

De acuerdo con nuestras observaciones y en concordancia con la informacién consultada
registra a la antracnosis, como una enfermedad que en los ultimos afios ha tenido mucha
importancia por su incidencia y severidad en plantaciones de mango y papaya y se le
atribuye a Colletotrichum spp., este hongo causa la desintegracién de los tejidos. Se
observan manchas negras y hundidas en forma de Ulcera que aparecen sobre hojas,
tallos, flores y frutos (antracnosis). Pueden aparecer rayas de color marrén oscuro en la

punta de las hojas (1).

2.3.c Clasificacion Taxonémica

La antracnosis es causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc., que en su forma sexual corresponde a Glomerella cingulata (Ston) Spauld
& Scherenk. El hongo C. gloeosporioides pertenece a la superdivision Deuteromycotera,
clase-forma Coelomycete, orden Melanconiales y familia Melanconiaceae. Se caracteriza
porque presenta las conidias hialinas, unicelulares, ovoides u oblongas, ubicadas en una

estructura llamada aceérvulo. Estos cuerpos son en forma de disco, cerosos,
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subepidermales y tipicamente oscuros. Ademas de los conidioforos y conidias, presentan
setas en el borde del acérvulo y entre los conidiéforos (Dickman, M. B., 2006).
2.3.d Descripcién

Enfermedad: Antracnosis

Agente causante: Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.

Forma asexual: Glomerella cingulata (Ston) Spauld & Scherenk.

Super division: Deuteromycotera

Clase forma: Coelomycete

Orden: Melanconiales

Familia: Melanconiaceae

(Agrios et al., 1995)

Colletotrichum y su telemorfo Glomerella han estado implicados en enfermedades en
plantas (principalmente antracnosis) alrededor del mundo pero especialmente como la
causa de los problemas pre-cosecha y post-cosecha en los trépicos. Su habilidad para
causar infecciones latentes lo ubica entre los patdgenos mas importantes de la post-
cosecha (25).

Se caracteriza porque presenta las conidias hialinas o trasparentes, unicelulares, ovoides
u oblongas, ubicadas en una estructura llamada acérvulo. Estos cuerpos son en forma de
disco. Ademas de los conidiéforos y conidias, presentan setas en el borde del acérvulo y

entre los conidiéforos (1).

Setas Conidios

(esporas) D

Figura 31. Acérvulo de Colletotrichum, Barnet 1998.
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Colletotrichum_gloeosporioides es un microorganismo importante en la zona tropical.

La taxonomia de Colletotrichum es confusa, hay cerca de 900 especies descritas o
asignadas a Colletotrichum. La identificacion ha sido estudiada por sus caracteristicas
morfologicas, culturales, especialmente caracteristicas conidiales, presencia de setas,

esclerocios y forma de los apresérios. Las conidias pueden ser cilindricas o elipticas (4).

2.3.e Condiciones favorables

El proceso infectivo que desarrolla el patdgeno causante de la antracnosis es favorecido
por altas precipitaciones, alta humedad ambiental y altas temperaturas. Sin embargo, es
obvio que cada uno de esos componentes deben estar presentes en niveles Optimos en
forma simultanea, ya que con uno solo de ellos que no esté en el rango requerido por el

patdgeno se afecta negativamente el proceso de infeccion (4).

Estudios de laboratorio permitieron conocer que la germinacion de las esporas es mayor
con temperatura de 15 C y humedad relativa por deb ajo de 95%; el apresorio o0 estructura
de penetracion del hongo se forma 18 horas después bajo estas condiciones. La
penetracion del apresorio en el tejido vegetal es mas eficiente con temperaturas de 25 T,
observandose lesiones a los 5 dias. El patégeno penetra directamente o a través de
heridas causadas principalmente por insectos. EI hongo es favorecido por elevada
humedad relativa (mas de 82%), alta precipitacion y temperaturas oscilantes entre 22 y 32
grados centigrados (1).

En el campo esta establecido que la temperatura para la germinacion de las esporas del
hongo oscila entre 22 y 32 T con 6ptima de 25 T, las esporas presentes en las ramillas o
en el suelo son viables después de dos afos, en las ramas superiores después de 19
meses y en las hojas caidas en el suelo después de 14 meses. Las condiciones de alta
humedad (méas de 82%), lluvias frecuentes y la prevalencia del rocio y nubosidad durante

los periodos criticos favorecen el desarrollo de la enfermedad e intensidad de los ataques
(1)
2.3.f Ciclo Patoldgico de Colletotrichum

El hongo inverna en tallos, hojas y frutos enfermos de las plantas en forma de micelio o

espora, en las semillas de las plantas. Sobre los frutos momificados se forman peritecios
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en los cuales se forman las ascosporas, los cuales producen infecciones primarias (12).
La infeccion que produce el hongo se lleva a efecto mediante la penetracién directa de los
tejidos sanos, donde el micelio crece intercelularmente y puede permanecer latente
durante cierto tiempo antes de que las células empiecen a colapsarse y pudrirse. El
micelio del hongo produce entonces acervulos y conidias inmediatamente por debajo de la

cuticula, la cual se rompe y libera los conidias para una vez mas iniciar mas infecciones

(8).
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Figura 32. Ciclo de vida de Colletotrichum. Agrios 2005.
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2.3.g Biologia y Ecologia de Colletotrichum gloesporioides

Colletotrichum gloesporioides se encuentra en la naturaleza, principalmente en su estado
asexual (o fase conidial). El hongo persiste sobre o dentro de semillas, desechos
vegetales y malezas hospederas. Se traslada distancias cortas por medio del salpique de
agua, corrientes de aire e insectos. Frecuentemente es detectado en el suelo (1). Produce
unas estructuras en forma de disco, con un diametro de 300 micras, en forma sub-
epidermal en la lesion llamados acervulos; estos cuerpos presentan varias espinas o setas
con cuatro a nueve micras de didmetro y menos de 100 micras de longitud, los cuales
estan ubicados al borde o entre la masa de conidiéforos simples y alargados; las conidias
son hialinas, unicelulares y de forma ovoide; estas conidias tienen una vacuola cerca del
centro y miden 2.5 a 5.5 por 11 a 20 micras. Bajo ciertas condiciones ambientales las
setas pueden no presentarse; si se presentan, esta caracteristica puede servir para
diferenciarlo de otro género bastante similar, conocido como Gloeosporium (26).
Colletotrichum  gloeosporioides causa enfermedades en follaje, flores,
inflorescencias y frutos. Puede ser un patdégeno vigoroso de tejidos jovenes en vias de
desarrollo que causan manchas negras a las hojas y flores. En los tejidos maduros su
desarrollo es menor, permaneciendo latente hasta que cambios fisioldégicos o dafios
estimulen una fase agresiva. Estos difiiendo de las caracteristicas epidemiolégicas
permiten al hongo causar una serie de enfermedades, a menudo en la misma cosecha. La
especie es un saprofito facultativo comdn y ataca material muerto o dafiado de la planta.

Frecuentemente puede aislarse del tejido aparentemente saludable (1).

2.3.h Rango de hospederos

Colletotrichum gloeosporioides tiene una amplia gama de hospederos, entre los cuales
tenemos cultivos de mango y papaya. Sin embargo también es un saprofito facultativo
comun e invasor secundario de dafos en los tejidos y puede constituirse en un parasito

agresivo (14).

2.3.i Distribucion Geografica de  Colletotricum gloeporioides

Colletotrichum gloeosporioides es un hongo cosmopolita, aunque es mas abundante en

los trépicos y subtrépicos que en las zonas templadas.
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2.3.] Penetracion del hongo

Colletotrichum gloeosporioides, ataca los tejidos vegetativos, tiene una gran habilidad para
penetrar la cuticula directamente, usualmente la penetracién ocurre después de formarse
el apresorio (29). Existen tres mecanismos propuestos de penetracion de cuticula, estos
son exclusivamente basados en la fuerza mecéanica, secrecion de enzimas 0 una
combinacion de ambos procesos. Hay suficiente evidencia que indica que C.

gloeosporioides puede ejercer las fuerzas suficientes para penetrar cuticula (8).

Alternativamente la penetracion puede requerir a las enzimas disolver o ablandar la
cuticula. Por consiguiente en la actualidad la evidencia indica que para algunas especies
de Colletotrichum se requiere la penetracion de cuticula, aunque para otras parece ser
lograda por medios mecénicos (8).

El apresorio es importante en la penetracion porque es el sitio donde se acumulan las
enzimas (celulasas, cutinasas y pectinasas), que degradan la pared celular de la planta, la
temperatura ideal para la formacion de apresorio oscuro es de 25T, ello ocurre después
de colocarse a incubar. La formacion de hifas infecciosas, la cual se mide en el laboratorio
cuando la hifa penetra una membrana de celulosa, se da en mayor proporcion a
temperatura de 25C, y comienza a las 30 h. las tem peraturas comprendidas entre 10C y

12.5%C reducen la formacion de apresorio oscuros (4 ).

2.3.k Sintomatologia

En el cultivo de papaya, el hongo afecta cualquier 6rgano de la planta; no obstante el dafio
es mayor cuando infecta flores y frutos. Sobre las flores causa lesiones oscuras irregulares
y caida de las mismas. En frutos inmaduros generalmente el hongo permanece latente, y
s6lo cuando el fruto inicia o llega a la madurez de cosecha evidencia sintomas de la
enfermedad.(5) La enfermedad afecta el fruto tanto en el campo como en post cosecha,
produciendo manchas acuosas, hundidas y de color marron oscuro en la superficie,
afectando la calidad externa e interna del producto y con ello su valor comercial. El dafio
consiste en manchas ligeramente hundidas de color negro, que pueden llegar a cubrir todo

el fruto. Bajo condiciones favorables al hongo, aparece un polvillo rosado en la superficie
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de la lesion, formado por esporas del patégeno. Cuando el ataque ocurre sobre frutos
pequefios, estos se momifican y quedan adheridos al arbol. En caso de afectar frutos
proximos a recoleccion, las manchas son pequefias 0 aun inexistentes, pero el dafio se
manifiesta durante el transporte o el almacenamiento (4).

En frutos maduros, los sintomas son facilmente distinguibles, apreciandose manchas de
color marrén oscuro, hundidas en la superficie y acompafadas de cierta emision de
gomas; frecuentemente aparece sobre la superficie del fruto un chorreado oscuro, debido
a la accién de las esporas al ser arrastradas por el agua (rocio o lluvias); en su interior, los
frutos presentan areas negruzcas que inicialmente son blandas, pero que después se
endurecen; finalmente estos 6rganos se pudren totalmente y se desprenden del arbol con
facilidad(2).

Figura 33. A. Fruto de papaya infectado por Colletotrichum B. flor de paya infectadas con Colletotrichum
Fuente: Fotografia tomada en campo por Ariel Oswaldo Reyes Donis.

En mango, el patégeno afecta hojas, ramitas, inflorescencias y frutos, ocasionando sobre
este Ultimo severos dafios que demeritan su calidad, lo que repercute en la pérdida de
valor comercial y disminucion de los rendimientos por unidad de superficie. En las hojas
viejas se presentan manchas pardo oscuras o marron con halo amarillo; las hojas jévenes
muestran manchas pequefias de coloracion oscura y de forma irregular que aparecen del
apice y los bordes hacia el centro de la lamina foliar y que pueden unirse para formar
areas necréticas mas extensas que provocan su caida o impiden el desarrollo de la
fotosintesis, también es notoria la presencia de puntos necroticos en las nervaduras y

encurvamiento y necrosis de los apices (23).



Figura 34. Flor, hojas y fruto de mango con Colletotrichum.
Fuente: Fotografia tomada en campo por Ariel Oswaldo Reyes Donis, 2007.

En frutos maduros los sintomas son facilmente distinguibles, apreciandose manchas de
color marrén oscuro, ligeramente hundidas en la superficie y acompafadas de cierta
emision de goma; en ocasiones aparece sobre la epidermis del fruto un chorreado oscuro
debido a la accién de las esporas del hongo al ser arrastradas por el agua. Por efectos de
las toxinas del hongo, la pulpa se deteriora (pudricién) presentando areas negruzcas que
en sus inicios son blandas, pero que después se endurecen; finalmente los frutos se

pudren totalmente y se desprenden de la planta con facilidad (23).

2.3.] Manejo en Postcosecha

La antracnosis genera dafios en postcosecha que alcanzan hasta un 50% de frutos
manchados, lo cual se refleja en pérdidas econdémicas, para el agricultor.  Los dafios en
postcosecha ocurren por lo siguiente: 1. Alta presion de enfermedad en el campo; 2. Mala
seleccion de frutos favoreciendo la entrada de frutos enfermos en las cajas u otro tipo de
empaque; y 3. Presencia de infecciones quiescentes o latentes provenientes del campo,
gue solo se hacen evidentes cuando los frutos maduran en condiciones de humedad y
altas temperaturas de almacenamiento (23).

2.3.m Proteccioén cruzada

La proteccion cruzada se basa en el efecto de proteccién que ejerce las cepas de un

hongo poco virulento sobre otras cepas mas agresivas del mismo hongo, pero su
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utilizacién es controversial debido al riesgo que representa introducir de forma deliberada
un hongo debido a la gran capacidad de cambio que estos poseen ya que este podria
evolucionar a razas mas agresivas y resistentes. En los ultimos tiempos se ha demostrado
que la caracteristica de resistencia ha sido una herramienta muy eficaz para controlar los
problemas producidos por hongos fitopatdgenos, aunque esta exenta de problemas, ya
gue no siempre es posible encontrar una resistencia natural eficaz en la especie que nos

interesa 0 en una especie relacionada compatible, que nos permita su incorporacion (3).

2.3.n Purificacion de hongo

La purificacibn de hongos consiste en separar completamente el hongo que se va a
estudiar de otros que se desarrollen junto a él y que posiblemente lo estén contaminando,
asi mismo separa todo tipo de bacteria que pueda crecer con el hongo. La purificacién
garantiza que el hongo a estudiar estara completamente libre de contaminantes o sea
100% puro (1).

2.3.f Cultivos monospaoricos

Se le llaman cultivos monospdéricos a aquellos cultivos generados artificialmente a partir de

una espora obtenida de un cultivo purificado (1).

2.3.0 Marcadores moleculares

El ADN es la molécula que contiene el cédigo genético, siendo sus propiedades el reflejo
directo de la identidad genotipica y fenotipica de cada organismo, es muy utilizada en la
identificacion de especies debido a que estd menos influenciada por los efectos del
ambiente, y ademas la interpretacion de los resultados es mas objetiva.

Los marcadores moleculares de DNA son muy estables y por lo tanto utiles en la
identificacion de especies y poblaciones (17).

Las pruebas moleculares tradicionales como analisis de PCR, ADNr, secuencia de genes
entre otros, han sido satisfactorias para diferenciar entre las especies y subespecies de
Colletotrichum.  Estas técnicas son herramientas consideradas adecuadas para la
identificacion taxondmica de las especies de Colletotrichum.
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2.3.p Secuenciacién de ADN

La secuenciacion consiste en determinar la secuencia de nucledtidos del amplimero
obtenido por PCR, de esta forma se pueden detectar diferencias en uno 0 unos pocos

pares de bases que afecten incluso a un solo nucleétido dentro de todo el amplimero.

2.3.q Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por  sus siglas en inglés)
La PCR es una reaccion enzimatica en cadena que conlleva a la amplificacion de

secuencias de ADN (Acido Desoxirribonucleico) especifico de un ADN molde determinado.
Ademas del ADN molde, se necesitan dos oligonucléicos o primers de 20 nucledtidos de
longitud, cuya secuencia debe ser complementaria al ADN molde. La amplificacion se
realiza en presencia de dNTPs como sustrato y la reaccion es catalizada por la Taq
polimerasa. La secuencia entre las dos regiones complementarias a los primers es
sintetizada al repetir los ciclos, los cuales consisten en una serie de temperaturas a los
cuales el ADN es desnaturado y los primers se alinean y se lleva acabo la polimerizacion
de la cadena especifica (25).

Una PCR tiene tres fases: Exponencial, lineal y plateau. La fase exponencial es la que
ocurre de primero en la PCR en la cual el producto incrementa exponencialmente desde
que los reactivos no sean limitantes, la fase lineal se caracteriza por un incremento lineal
en el producto a medida que los reactivos en la PCR se vuelven limitantes, la PCR
alcanzara la fase plateau durante los ultimos ciclos y la cantidad de producto no cambiara

debido a que los reactivos se han agotado (28)

2.3.r Espaciadores de transcripcion interna (ITS, p  or sus siglas en inglés)
Las regiones ITS representan solo una parte del genoma, éstas son suficientemente

variables para facilitar la separacion a nivel de género y son frecuentemente utiles a nivel
de especies en los ascomycetes (27).

El ribosoma de los eucariotes posee dos subunidades de ADNr con diferentes gradientes
de sedimentaciones: 40S y 60S, el cual esta codificado por tres genes, la subunidad
grande (28S), la subunidad pequefia (18S) y el gen 5.6S, separados por las regiones de
los espaciadores de transcripcion interna (ITS). La region de los ITS por el hecho de ser
intrones es un area de alta variabilidad al no tener una funcién biolégica aparente y por

esto acumula mutaciones neutrales a lo largo del tiempo, lo que permite diferenciar
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individuos relacionados geneticamente (6). La region ITS es ahora el fragmento de ADN

mas secuenciado en hongos.

2.4 Marco referencial

2.4.a Ubicacion geografica

El Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola ICTA-CISUR, Cuyuta, Masagua, Escuintla, se
encuentra localizado en la vertiente sur de la Republica de Guatemala, en las
coordenadas 14° 7, latitud Norte y 71°09’, longitud Oeste (18), inserta en el Parcelamiento

Cuyuta, del Municipio de Masagua, Escuintla.

2.4.b Vias de comunicacion

El parcelamiento Cuyuta cuenta con una carretera principal que lo comunica con el
municipio de Masagua, Puerto de San José y con la cabecera departamental de Escuintla
(18).

2.4.c Suelos y topografia

Los suelos del &rea son de origen aluvial, con drenaje moderado, color café, textura franco
— arenosa, espesor del horizonte “A” de 40 a 50 cms., estructura granular con bajo
contenido de materia organica. Predominan los suelos de clase agroldgica I, Il y 1. El

parcelamiento cuenta con relieves casi planos, con desniveles de 3 a 4% (18).

2.4.d Climay ecologia

El clima estd comprendido dentro de la zona tropical calida. La precipitacion pluvial
promedio anual es de 2,120mm que varia en un rango que va de 1241.2mm a 3,995.2mm,
con temperatura minima de 21°C y méaxima de 34°C, la altura sobre el nivel del mar es de
48m. El parcelamiento se encuentra dentro de la zona de vida Bosque Humedo
Subtropical (Céalido) (18).

2.4.e Aspectos Economicos

Puede apreciarse que la explotacion de las parcelas es de tres formas: explotacion

agricola, ganadera y mixta (18). Dentro de la explotacion agricola el principal cultivo son

los arboles frutales.
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2.5 Objetivos

General

Establecer la variabilidad del hongo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. &

Sacc., en los cultivos de mango y papaya en condiciones del ICTA cuyuta.

Especificos

Caracterizar mediante analisis moleculares y bioensayos como pruebas de
patogenicidad, la virulencia de las cepas del hongo Colletotrichum gloeosporioides

(Penz.)Penz & Sacc. aislados de mango y papaya.

Realizar pruebas de infeccion cruzada en frutos de mango y papaya, y de ser
posible, evaluar proteccién cruzada como alternativa de manejo postcosecha en

cultivos de mango y papaya.
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2.6 Hipotesis

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)Penz & Sacc. tiene una alta variabilidad

morfoldgica y patolégica, en mango y papaya en condiciones del ICTA cuyuta.

Las cepas del hongo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)Penz & Sacc. aisladas
de mango y papaya, pueden ser utilizadas en la proteccion cruzada como
alternativa de manejo postcosecha.
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2.7 Metodologia

2.7.a Caracterizacion en campo
2.7.b Caracterizacion de sintomas

Se realizaron recorridos en las plantaciones de mango y papaya ubicadas dentro de la
Estacion ICTA-CISUR, para observar la presencia de antracnosis en las hojas, flores y
frutos, de los cultivos antes mencionados, con el propésito de corroborar la descripcion
hecha por (Arévalo 2006); en cada cultivo se describieron los sintomas in situ presentes
en cada uno de los 6rganos de las plantas, cada descripcion fue registrada por medio de
fotografias y notas de campo, de esta manera se pudo llevar un control en cuanto a

presencia del hongo y arboles muestreados.

2.7.c Caracterizacién de signos

Para la caracterizacién de signos se realizaron observaciones por medio de microscopios
de campo, se describieron detalladamente los signos presentes en las hojas, flores y

frutos de los cultivos antes mencionados.

2.7.d Toma y traslado de material enfermo

Se tomaron muestras de material enfermo de hojas, flores y frutos que de los cultivos de
mango y papaya que presentaban sintomas de antracnosis, las cuales se trasladaron al
laboratorio en bolsas de plastico, identificadas con datos como procedencia de la muestra,

fecha, etc. Estas muestras se conservaron dentro de una hielera.

2.7.e Caracterizacion en laboratorio
2.7.f Caracterizacion de sintomas

El material enfermo que provenia del campo se observd bajo el estereoscopio y se
describié detalladamente los sintomas macro y microscopicos, tales como: cambios de
coloracién, presencia de halo, presencia de estructuras reproductivas, manchas, etc. Las
muestras vegetales que aun no presentaban estructuras desarrolladas del hongo se

colocaron en camara humeda, la cual facilit6é el desarrollo de estas estructuras
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reproductivas. Luego de que se presentaran las estructuras reproductivas se procedid a
describirlas.

2.7.g Caracterizacion de signos

Para la caracterizacion de los signos, se realizaron cortes y raspados de las areas en
donde habia presencia de antracnosis, de las muestras vegetales traidas del campo y las
que se colocaron en la camara humeda, luego se observaron los montajes hechos bajo el
microscépio y se observaron las estructuras del hongo. Se describieron las caracteristicas
de los signos, como: color, conformacion; ademas se tomaron fotografias de los montajes

para tener un registro grafico.

2.7.h Aislamiento y purificacion de colonias

2.7.i Siembra en medio de cultivo

Se tomaron fragmentos de material vegetal enfermo (aproximadamente de 1 cm
cuadrado), que provenia del campo, estos fragmentos fueron cuidadosamente
desinfectados en una bateria o tren de desinfeccién, de la siguiente manera: agua
(durante 1 minuto), hipoclorito de sodio al 2% (durante 30 segundos aprox.), agua (durante
1 minuto), alcohol al 70% (durante 30 segundo aprox.), agua (durante 1 minuto), y secado
en papel filtro durante 3 minutos aproximadamente. Luego de haber pasado por la bateria
de desinfeccién, se colocaron en cajas de petri con medio EMA (Extracto de malta-agar), y
se sellaron con parafilm, luego de esto las cajas de petri, las cuales contenian los aislados,

fueron colocadas en una incubadora a una temperatura de 25°C.

2.7.j Purificacion del hongo

Para la purificacion del hongo, se tomaron fragmentos del hongo aislado de
aproximadamente el diametro de un agujero de sacabocados, este fragmento de hongo
fue inoculado nuevamente en cajas de petri con medio EMA (extracto de malta agar),
sellados con parafilm y colocados en la incubadora a una temperatura de 25° C. el
objetivo de la purificacion era de aislar al hongo de todo tipo de contaminantes que pueda

contener y asi garantizar la presencia del hongo en un 100%. Todos estos procedimientos
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se realizaron en la camara de flujo laminar / camara de transferencia, para garantizar la

pureza de los aislamientos.

2.7.k Cultivos monospaoricos

De las colonias de Colletotrichum seleccionadas, se tomé un acervulo de cada una de
ellas y se realizaron suspensiones de esporas. De la siguiente manera un acervulo se
colocé en 10ml de agua estéril en un tubo de ensayo el cual se agitdo para lograr el
desprendimiento de las esporas y de esta manera se obtuvo una suspension considerada
1:10, para la obtencidon de la suspension 1:100, se tom6 1ml de la suspension 1:10 y se
colocé en 9 ml de agua estéril en un tubo de ensayo de esta manera se obtuvo la
suspension 1:100, luego se observaron ambas suspensiones para ver la dispersion de las
esporas. Luego a criterio se escogid la suspensién 1:100 ya que ésta presentaba una
mayor dispersion de esporas, de la cual se tomaron 50ul (microlitros), esta cantidad se
tomd con micro pipeta y se col6 en cajas de petri con medio de cultivo EMA*, la gota
colocada en la caja de petri se esparcié con una varilla de vidrio doblada en triangulo, las
cajas ya inoculadas con la suspension se colocaron en la incubadora a 22° C, luego de 24
horas se observaron filamentos pequefios de micelio los cuales eran colonias creadas a

partir de una solo espora de Colletotrichum.

2.7.1 Diagnostico molecular

Se realiz6 el diagnodstico molecular, para confirmar que el hongo utilizado para todas las
pruebas fuese Colletotrichum gloesporiodes. Para la realizacion del diagnostico molecular,

se siguio el siguiente protocolo.

Nota: Se trabajaron 14 cepas en total, de diferentes cultivos como: Mango, papaya, guayaba, carambola,
aguacate y anona. Ya que los kits para corridas de DNA (Desoxiribonucleico Acido) por sus siglas en inglés,
de Colletotrichum vienen para 20 muestras.

2.7.m Cultivo de micelio

Preparacion de Extracto Malta-Agua para 14 cepas de Colletotrichum gloeosporioides:
* Se pesaron 3 gramos de Malta, 2 gramos de Dextrosa mas 200 ml de Agua destilada,

se mezclaron en un matras y se distribuyé en el autoclave por 15 minutos.
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Se hizo el llenado de 14 frascos de compota con 10 ml aproximadamente del medio en
la campana.

Se sembraron pequefios fragmentos de micelio de cada cepa en los frascos de
compota con medio.

Esperamos que el micelio creciera dentro de los frascos de compota hasta que
cubriera la totalidad del medio, esto se da aproximadamente de 3 a 5 dias después de
haber realizado la siembra.

Se cosechd el micelio en la campana, esto se hizo extrayendo el micelio de los frascos
de compota con el menor contenido de medio de cultivo y se colocaron en pedazos de
papel filtro para su secado.

Se introdujo el micelio cosechado en viales o tubos eppendorf de 1.5 ml, tratando de

dejarlo hasta el fondo y fue almacenado en el congelador a -20°C.

2.7.n Liofilizacion del micelio

Se extrajeron los tubos eppendorf del congelador y se colocaron rapidamente en un
raquix o gradillas (circulares para 7 tubos eppendorf).la liofilizacién se realizé a 6*10-
2mbya a -50° C

Se colocaron los raquix en la camara del liofilizador por 15 minutos.

Se extrajeron los tubos eppendorf contenidos en el raquix y fueron colocados en la

campana.

2.7.A Procedimiento para la Extraccion de DNA (Zola ny Pukkila, 1986)

Inmediatamente después de liofilizar el micelio, se trituré (pulverizd) el micelio dentro
los tubos eppendorf con la ayuda de un pistilo (un pistilo por cepa) y después se
agregaron 500 ul del buffer de extraccion CTAB 2X

Los tubos eppendorf se colocaron de nuevo en los raquix para dejarlo en bafio Maria a
65 °C por 30 a 50 minutos, este proceso ayudd a la extraccion e hidratacion de los

acidos nucleicos.



46

A los tubos eppendorf se les agrego 500 ul de Fenolcloroformo-alcohol isoamyl en una
relacion 1:24:1 a cada muestra. Se agitdo vigorosamente a mano hasta formar una
emulsion.

Se centrifugaron los tubos en un micro-centrifugador a 13,000 g por 10 minutos
(suficiente tiempo para producir un sobrenadante claro). Usando una puntilla de pipeta
desechable, cuidadosamente se removio la capa superior a un tubo eppendorf limpio y
rotulado (se evitd tomar material de la interfase, en este caso la capa de micelio
formado). Se desecho el contenido del tubo viejo como residuo organico.

Se hizo una re-extraccion de muestras una segunda vez, usando ligeramente menos
cloroformo-alcohol isoamyl (250 ul; la mitad del usado la primera vez, se agitd
lentamente en forma horizontal). Esta vez hubo menos material emulsificado. Se
centrifugo y se extrajo cuidadosamente la capa superior a un tubo limpio y rotulado. (Si
se desea ADN extra-limpio se puede repetir el paso de extraccion una tercera y aun
una cuarta vez hasta que no haya material de interfase y la porcion acuosa sea nitida y
clara).

Se agreg6 250 ul isopropanol frio, se tapo y se invirti6 mezclando. Para regular las
mini preparaciones, se observo la precipitacion de hebras blancas (DNA con la
presencia de polisacéaridos). Al ver un precipitado visible, se colectdé e inmediatamente
se centrifugaron las muestras por 2 minutos.

Después de centrifugar se decanto el alcohol sobrenadante y se lavo el precipitado que
quedo (de 1 a 5 min) con 100 pl de EtOH 80% frio. Se removio el alcohol y se seco
precipitado completamente en la campana a temperatura ambiente.

Se agrego6 50 ul EtOH 95% frio mas 25 ul de acetato de amonio, y se centrifugd por 2
minutos y nuevamente se decanto el sobrenadante.

Se lavo con 100 pl de etanol al 95% por 1 minuto y nuevamente se decanto. En este
proceso se secaron los tubos eppendorf invertidos por 4 minutos, tratando de que la
pelotita de ADN no se deslizara.

Se agregaron 25 ul de agua libre de nucleasa. Y se almacend en el congelador a -
20°C.
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2.7.0 Electroforesis

Preparacion de Gel de Agarosa 0.8%:

Se pesaron 1.2 gramos Agarosa mas 150 ml de TAE 2X

Se hizo una mezcla de ambos en un matras y se calenté en intervalos de tiempo de 30
segundos en el microondas, ésto para lograr una mejor homogenizacion de la solucion.
Se dejo enfriar la solucion a £ 30°C y se le agregaron 15 ul de Bromuro de Etidio al
10%

Se vertio la soluciéon de agarosa en la celda de electroforesis, posteriormente se
colocaron los 2 peines, y se esperd hasta que gelatinizara luego de esto se agrego el
TAE 2X suficiente hasta cubrir parcialmente el gel de agarosa. Se hace la extraccion
de los 2 peines para que se rellenen de TAE 2X los espacios dejados por los dientes.
Se sacaron los tubos eppendorf del congelador y se pusieron a descongelar, tratando
de homogenizar la muestra de ADN y se cargaron 2 pl de la misma con 3 ul de azul
de bromophenol de cada una de las cepas, esto se realizd sobre un pedazo de
parafilm, luego se introdujo cuidadosamente en los espacios dejados por los dientes de
los peines extraidos, tratando de no romper el gel de agarosa, y para comprobar la
corrida de ADN se coloco un comparador de 2 pl de marcador molecular (lader) mas 3
Ml de azul de bromophenol.

Se colocé la tapa de la celda de electroforesis con su respectiva carga eléctrica (+y -)
y se dejo funcionando a 100 Voltios por 30 minutos.

Extracciones buenas de ADN se caracterizan por la presencia de una banda de ADN
distintiva de alto peso molecular con poco o nada de evidencia de productos de
degradacion de bajo peso molecular. Esto se pudo comprobar extrayendo el gel de
agarosa conjuntamente con la cdmara de sostén del mismo y colocando solamente el
gel en el transluminador (GelDocMeg , por sus siglas en inglés) de rayos UV, en donde

se podra observar dicha banda de ADN.
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2.7.p Amplificacién por PCR

De acuerdo al ancho de la banda de DNA se realizaron diferentes diluciones para las
14 cepas de Colletotrichum con agua libre de nucleasas. Una dilucion de 1:10 nos
indicaba 100 divido 10 igual a 10 y esto es igual a 10 pl de ADN mas 90 ul de agua
libre de nucleasas. En este caso la dilucidon mas baja es la que formo una banda de
ADN muy delgada. Se prepararon diluciones de ADN para obtener una concentracion
2100 picomoles para cada muestra.

En la campana se trabajaron las diluciones y se procedi6é a elaborar el Master Mix el

cual consistia en lo siguiente:

PCR Master Mix 12.5 pl
Primer 1 (ITS1) 02.5 ul
Primer 2 (ITS4) 02.5 ul
H20O libre de Nucleasa 05.5 u
Total 23 ul

En un tubo eppendorf pequefio nuevo y rotulado se agrego 23 ul Master Mix mas 2l
de muestra de ADN diluido de cada cepa. Se centrifugd por 15 segundos para deslizar
toda la muestra al fondo del tubo.

Se colocaron los tubos eppendorf en el termociclador (PCR) y se corrio con el
programa Rytas, el cual viene programado para amplificar un determinado segmento
de DNA por 2:35 horas aproximadamente.

Para verificar la amplificacién correcta de DNA se volvio a preparar el gel de agarosa.
En las cepas que no se llevo a cabo la amplificacidn, se retorno a realizar de nuevo las
diluciones hasta la obtencion de la amplificacion.

Se utilizaron las siguientes condiciones para amplificacion de DNrA 94°C por 3 minutos
y 35 ciclos de 1 minuto a 94° C, 50° C por 0.5 minutos y 72° C por minutos enlazados

entre si por 7 minutos a 72° C.
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2.7.q Sistema de Purificacion Directa de DNA a Part ir de Amplificaciones de PCR

Se transfiri6 una alicuota de 100 ul de Direct Purification Buffer en un tubo de
polipropileno (tubo eppendorf) de 12 por 75 mm o un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml.
Anade 30 a 300 pl del producto de PCR (en nuestro caso 42l por ser escaso). Y se
agité brevemente.

Se afiadié 1 ml de resina y se coloco en un vortex brevemente 3 veces en el lapso de
un minuto.

Materiales que se tuvieron a mano: -lIsopropanol 80% frio (grado reactivo), Agua
bidestilada libre de nucleasa vy jeringas de 3 ml con Luer-Lok.

Para cada producto de PCR se prepard una mini columna Wizard. Se removid y se
dejé a un lado el embolo de la jeringa de 3 ml. Se unid la mini columna a la jeringa a
través de la rosca Luer-Lok.

Se introdujo la mezcla ADN/resina dentro de la jeringa. Y se inserté el émbolo
lentamente y suavemente empujando para que la mezcla entre en la columna.

Se quitd la jeringa de la mini columna, y removié de nuevo el émbolo. Se puso de
nuevo la jeringa a la mini columna. Se pipete6 2 ml de isopropanol 80% para lavar la
columna. Se insert6 otra vez en el émbolo en la jeringa, y se empujé suavemente el
isopropanol a través de la mini columna para lavar el ADN.

Se removid la jeringa de la mini columna y se transfirié esta dltima a un tubo de micro-
centrifuga de 1.5 ml. Se centrifug6 la mini columna por 2 minutos a 10,000 x g para
secar la resina.

Se transfirié la mini columna a un nuevo tubo de micro centrifuga. Y se aplicé 50 pl de
agua bidestilada libre de nucleasa a la mini columna y se dejé reposar por 1 minuto (el
ADN permanecera intacto en la mini columna hasta por 30 minutos). Se centrifugo la
mini columna por 20 segundos a 10,000 x g para sacar (elute) el ADN.

Se removid y descartd la mini columna. ElI ADN purificado se almacend en el tubo de

micro centrifuga de 4 a -20°C.
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2.7.r Secuenciacion de las cepas de Colletotrichum

» La secuenciacion de las cepas de Colletotrichum se realizé en Corea a través de una
solicitud de secuenciacidn (ver anexo) que se obtiene en la pagina de macrogen

http://www.macrogen.com y posteriormente se realizé el tramite de papeleria para el

envio de las muestras purificadas de ADN contenidas en los tubos eppendorf.

e Los resultados de cada una de las cepas consta de un archivo en Chromas, PDF,
Documento de texto, entre otros. Tanto para las reacciones ITS1 & ITS4.

Se verificd la secuenciacion y se alinearon las secuencias obtenidas, utilizando el
oligonucleico ITS1 e ITS4 en el programa BLAST, posteriormente se utilizé el programa
Chromas para editar las secuencias ITS1 en el caso que fuera necesario.

» Para la edicion de las secuencias se empled el Programa Chromas, posteriormente se
ingresaron las secuencias editadas en el programa Fasta de Macrogen para la
identificacion de las especies.

» Para la alineacion de la secuencias se utiliz6 ClustalX, para la edicion de las
secuencias alineadas se utiliz6 Seaview y para la construccién del arbol filogenético se
empled el programa MEGA 4 y TreeView para realizar mejoras en la construcciéon del

arbol.

2.7.s Pruebas de patogenicidad

Para esta fase, se colectaron frutos de mango y papaya en fase de desarrollo, que
presentaban mas o menos el 50% de madurez, asi como hojas jovenes de los mismos los
frutos fueron trasladados al laboratorio y desinfectados con alcohol al 50% por treinta
segundos, hipoclorito de sodio 1% por un minuto sumergiendo el fruto y lavados con agua
destilada esterilizada. En el caso de los frutos, la inoculacion en condiciones de laboratorio
se realizar6 con una suspension de esporas del hongo, se realizaron pruebas con una

suspension 1:10.
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2.7t Prueba de patogenicidad en mango

Prueba 1.

Prueba 2.

Prueba 3:

Se inocularon 3 puntos con Colletotrichum aislado de mango, y 3 puntos se
inocularon con agua estéril. A este fruto se le hizo una lesién en cada punto

de referencia en donde se inocul6 Colletotrichum aislado de mango.

Se inocularon 3 puntos con Colletotrichum, y 3 puntos se inocularon con
agua estéril. A este fruto se le hizo una lesion en cada punto de referencia en

donde se inoculd Colletotrichum aislado de mango.

Se inocularon 3 puntos con Colletotrichum, y 3 puntos se inocularon con
agua esteéril. A este fruto no se le hizo ningun tipo de lesion en cada punto de

referencia en donde se inocul6 Colletotrichum aislado de mango.

2.7u Prueba de patogenicidad en papaya

Prueba 1.

Prueba 2.

Prueba 3.

Se inocularon 4 puntos con Colletotrichum, y 4 puntos se inocularon con
agua estéril. A este fruto no se le hizo ningun tipo de lesion en cada punto de
referencia en donde se inocul6 Colletotrichum aislado de papaya.

Se inocularon 4 puntos con Colletotrichum, y 4 puntos se inocularon con
agua estéril. A este fruto no se le hizo ningun tipo de lesion en cada punto de
referencia en donde se inocul6 Colletotrichum aislado de papaya.

Se inocularon 4 puntos con Colletotrichum, y 4 puntos se inocularon con
agua estéril. A este fruto se le hizo una lesion en cada punto de referencia en

donde se inoculd Colletotrichum aislado de papaya.

2.7.v Pruebas de patogenicidad en hojas de papaya

Prueba 1.

Se marcaron 4 puntos de referencia a los cuales se les inoculd
Colletotrichum aislado de papaya y 4 puntos de referencia a los que se les

inocul6 agua estéril, y se colocaron al igual que los frutos en cajas plasticas.



Prueba 2.

Prueba 3.

Prueba 4.

Prueba 5.

Prueba 6.
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Se marcaron 4 puntos de referencia a los cuales se les inoculd
Colletotrichum aislado de papaya y 4 puntos de referencia a los que se les
inocul6 agua estéril, y se colocaron al igual que los frutos en cajas plasticas.

Se marcaron 4 puntos de referencia a los cuales se les inoculd
Colletotrichum aislado de papaya y 4 puntos de referencia a los que se les
inocul6 agua estéril, y se colocaron al igual que los frutos en cajas plasticas.

Se marcaron 4 puntos de referencia a los cuales se les inoculd
Colletotrichum aislado de papaya y 4 puntos de referencia a los que se les
inocul6 agua estéril, y se colocaron al igual que los frutos en cajas plasticas.

Se marcaron 4 puntos de referencia a los cuales se les inoculd
Colletotrichum aislado de papaya y 4 puntos de referencia a los que se les
inocul6 agua estéril, y se colocaron al igual que los frutos en cajas plasticas.

Se marcaron 4 puntos de referencia a los cuales se les inoculd
Colletotrichum aislado de papaya y 4 puntos de referencia a los que se les

inocul6 agua estéril, y se colocaron al igual que los frutos en cajas plasticas.

2.7.w Pruebas de infeccién cruzada

2.7.x Prueba de infeccion cruzada en mango

Prueba 1.

Prueba 2.

Se inocularon tres puntos con Colletotrichum aislado papaya sacada
directamente de la caja de petri. Se le hizo una lesion.

Se inoculé Colletotrichum aislado de papaya sacado directamente de la caja
y se inocul6 en tres puntos. A este fruto no se le hizo lesiones en los puntos

de referencia en el fruto.

Prueba 3. Se realiz6 sin lesiones en los puntos de referencia y se inocul6é Colletotrichum

Prueba 4.

Prueba 5.

aislado de papaya. se le hizo una lesion.

Se realiz6 sin lesiones en los puntos de referencia y se inoculd
Colletotrichum aislado de papaya.

Se inocul6 Colletotrichum aislado de papaya y se inoculd en tres puntos de

referencia. A este fruto se le hicieron lesiones en los puntos de referencia.



Prueba 6.
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Se inocul6 Colletotrichum aislado de papaya y se inoculd en tres puntos de

referencia, a este fruto se le hicieron lesiones en los puntos de referencia.

2.7.y Prueba de infeccion cruzada en papaya

Prueba 1.

Prueba 2.

Se inocularon cuatro puntos con Colletotrichum aislado mango. No se le hizo
lesion.
Se inocularon cuatro puntos con Colletotrichum aislado mango. No se le hizo

lesion.

Prueba 3. Se realiz6 sin lesiones en los puntos de referencia y se inoculé Colletotrichum

aislado de mango.

2.7.z Evaluacion de poteccion cruzada.

2.7.a.a

Prueba 1.

Prueba 2.

Evaluacion de proteccion cruzada en mango

Se inocularon tres puntos con Colletotrichum aislado papaya sacado
directamente de la caja de petri y a las 72 horas se le inocul6 el de mango
sacado directamente de la caja de petri, estas repeticiones se hicieron con
una lesién en los puntos de referencia en el fruto.

Se inoculé Colletotrichum aislado de papaya sacado directamente de la caja
y se inoculd en tres puntos 72 horas después se inoculé el de mango sacado
directamente de la caja de petri, a este fruto no se le hizo lesiones en los

puntos de referencia en el fruto.

Prueba 3. Se realizé sin lesiones en los puntos de referencia y se inoculé colocando

Prueba 4.

Prueba 5.

primero el in6culo de Colletotrichum aislado de papaya. 72 horas después el
de mango.
Se realiz6 sin lesiones en los puntos de referencia y se inoculé colocando
primero el in6culo de Colletotrichum aislado de papaya. 72 horas después el
de mango.
Se inoculé Colletotrichum aislado de papaya, se inoculd en tres puntos de

referencia 72 horas después se inocul6 el de mango.



Prueba 6.

2.7.a.b

Prueba 1.

Prueba 2.

Prueba 3.

Prueba 4.

Prueba 5.

Prueba 6.
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Se inoculé Colletotrichum aislado de papaya, se inoculé en tres puntos de

referencia 72 horas después se inocul6 el de mango.

Evaluacion de proteccién cruzada en papaya

Se realiz6 sin lesiones en los puntos de referencia y se inoculé colocando
primero el inéculo de Colletotrichum aislado de mango. 72 horas después el
de papaya.
Se realiz6 sin lesiones en los puntos de referencia y se inoculé colocando
primero el inéculo de Colletotrichum aislado de mango. 72 horas después el
de papaya.
Se realizo sin lesiones en los puntos de referencia y se inoculé colocando
primero el inéculo de Colletotrichum aislado de mango. 72 horas después el
de papaya.
Se realiz6 sin lesiones en los puntos de referencia y se inoculé colocando
primero el inéculo de Colletotrichum aislado de mango. 72 horas después el
de papaya.
Se inoculd Colletotrichum aislado de mango. 72 horas después se inoculo el
de papaya.
Se inoculd Colletotrichum aislado de mango. 72 horas después se inoculo el

de papaya. no se le hicieron lesiones en los puntos de referencia.



2.8.a

2.8.b

2.8

Materiales

Recursos

Materiales para colecta, preservacion y transporte de muestras

Materiales para cultivo in Vitro

Medios de cultivo generales y especificos para el crecimiento del hongo.
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Claves para la identificacion de la especie C. gloeosporioides (Penz.) Penz. &

Sacc que incluyan dibujos y fotografias microscopicas.

Equipo
Autoclave y horno microondas

Bafio de Maria

Balanza analitica

Centrifuga

Guantes

Portaobjetos y cubreobjetos
Estereoscopios y microscopios
Camara digital

Recipientes para colecta de muestras
Campana de flujo laminar

Incubadora

Micro pipetas 10, 100 y 1000 L ~con sus

respectivas

puntas.
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2.9 Cronograma de ejecucion del proyecto de invest  igacion
2 007
FEBRERO MARZO ABRIL MAYO JUNIO JULIO AGOSTO | SEPTIEMB | OCTUBRE | NOVIEMB
No ACTIVIDAD RESPONSABLE 12|34 1(2]3 2|3 2|3 1({2|3|4|1|2|3|4|1|2|3|4|1|2|3|4|1|2|3]|4
1 | Elaboracion de Plan de Investigacion | Antonio Hernandez
. . Dr. David Monterroso
2 | Primera revision i
Ing. Gustavo Alvarez
3 | Recoleccién material enfermo Ariel O. Reyes Donis
4 | Colocacién en camara himeda Ariel O. Reyes Donis
5 | Obtencién de aislamiento del hongo | Ariel O. Reyes Donis
6 | Obtencion de cultivos monospéricos | Ariel O. Reyes Donis
7 | Caracterizacién in Vitro Ariel O. Reyes Donis
8 | Pruebas de patogenicidad Ariel O. Reyes Donis
9 | Pruebas de Proteccion Cruzada Ariel O. Reyes Donis
10 | Sistematizacién de la informacién Ariel O. Reyes Donis
11 | Elaboracion de informe final Ariel O. Reyes Donis
2 0 8
ENERO FEBRERO MARZO
1(2|3[4|1(2|3[4|1(2]3
Curso-Taller de Marcadores Dr. Graciela Palacios
11 X -
Moleculares Dr. Francisco Holguin
] - Ariel O. Reyes Donis
12 | Diagnoéstico molecular de las cepas ECOSUR
13 | Elaboracién de informe final Ariel O. Reyes Donis

El Curso Taller de Marcadores Moleculares se realiz6 en ECOSUR, Tapachula, México.
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2.10 Resultados

2.10.a Caracterizacion en campo

Los resultados obtenidos en la caracterizacion de sintomas tanto para mango como para
papaya, coinciden con los sintomas descritos por (Arévalo 2006)

2.10.b Caracterizacion de sintomas

2.10.c Cultivo de mango

Se observaron manchas de forma irregular en frutos, en hojas, flores y peddnculos de
mango, al avanzar la enfermedad se pudo observar la presencia de una zona perimetral

clorética en hojas. Estando ya el hongo en un estado muy avanzado se observd como

llega a necrosar la lamina foliar de las hojas, momificar los frutos y flores.

Figura 35. Sintomas ocasionados por C. gloesporioides: A--flores.B-hojas. C-frutos. D-pedunculos. De mango
Fuente: Fotografia tomada en campo por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

2.10.d Cultivo de papaya

Se observéd que las hojas, y flores de papaya son dafiadas por C. gloesporiodes en un
menor porcentaje respecto a los frutos de los mismos, se observaron manchas de forma
irregular en frutos de papaya, en hojas se observaron unos pequefios puntos de color

marron estos puntos se encontraban en las nervaduras de las hojas de papaya, en las
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flores se presentaban manchas como quemaduras que avanzaban desde el borde de las

mismas hacia en centro de estas.

Figura 36. Sintomas ocasionados por C. gloesporioides, Ay B — hojas; C y D — Flor de papaya.
Fuente: Fotografia tomada en campo por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

2.10.e Caracterizacion de signos
En mango se observaron estructuras reproductivas del hongo con mayor claridad en las

hojas, mientras que en el cultivo de papaya se observo en los frutos.

Figura 37 Signos de C. gloesporioides en hojas de mango
Fuente: Fotografia tomada en campo por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007
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Figura 38 Signos de C. gloesporioides en frutos de papaya.
Fuente: fotografia tomada en campo por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

2.10.f Toma y traslado de material enfermo
Los frutos de papaya al ser incubados en cajas de plastico presentaron estructuras

reproductivas como se ve en la figura siguiente se hizo la caracterizacién de signos vy
sintomas en el laboratorio.

Figura. 39 Frutos de papaya colocados en camara hiimeda para el desarrollo de estructuras reproductivas.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007
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2.10.g Caracterizacién en laboratorio

2.10.h Caracterizacion de sintomas

2.10.h.a Cultivo de mango
La sintomatologia que se pudo observar en las hojas de mango fueron manchas de color

marrén claro de forma irregular, estas manchas por lo general se inician en el borde de la
lamina foliar y van hacia el centro de la misma, a medida de que la enfermedad avanza en
la hoja las manchas se van tornando de color marrén oscuro y de mayor tamafio cubriendo
casi por completo la hoja, ocasionalmente se rompe el tejido foliar por causa de la
antracnosis que presenta.

En el caso de las flores se observé necrosis iniciada en la parte central de esta, llegando a
determinar que esta es una causa del aborto de las mismas y pérdida de frutos tiernos.
Todo debido al ataque desmedido de Colletotrichum.

En los frutos se presentan manchas de color marrén claro que van cambiando de
tonalidad a marrdon oscuro a medida que la enfermedad avanza en algunos casos es tanto
el avance de la enfermedad que esta llega a momificar los frutos.

Figura 40 Sintomas ocasionados por C. gloesporioides en frutos de mango. Colectados en Cuyuta
Fuente: Fotografia tomada en laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007
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2.10.h.b Cultivo de papaya
En los frutos maduros de papaya se observaron lesiones profundas de forma circular, de

color marrén claro y de aspecto lechoso, con forme la enfermedad iba avanzando estas

se tornaban de color marrén oscuro, las lesiones son de diversos tamarfos.

Figura 41. Sintomas ocasionados por C. gloesporioides en fruto de papaya. Colectados en Cuyuta.
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

2.10.i Caracterizacién de signos

2.10.i.a Cultivo de Mango

En las hojas de mango se observo la presencia de manchas de color marron oscuro casi
negras, en dichas manchas se pudo observar la presencia de acérvulos, los cuales
emergen del tejido epidermal, los acérvulos cuando estdn en proceso de esporulacion
forman pequefios grupos de masa conidiales, se pudo observar estas masas que eran de
color crema/rosado, en la mayoria de ocasiones estas masas conidiales podian

observarse a simple vista
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Figura 42. Hoja de mango con presencia de acérvulos en las manchas producidas por C. gloesporioides
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

Figura 43. Hoja de mango con presencia de acérvulos en esporulacion
Fuente: Fotografia tomada en el laboratorio de Fitopatologia FAUSAC por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

Luego de determinada la existencia de acérvulos se realizaron cortes de la hojas y se
observaron en el microscopio, pudiendo observar los componentes de la estructura

reproductiva, dentro de estas se forman los acérvulos, conidiéforos y conidias.
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onidia

Estroma

Figura 44 Acérvulo de Colletotrichum, en hojas de mango
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC. por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

2.10.i.b Cultivo de papaya

En el fruto de papaya se pudo observar hundimientos circulares, de color rosado/crema,
estos hundimientos corresponden a la presencia de Colletotrichum, se determiné que
sobre estos hundimientos crece una masa de color rosado/crema, la cual es consecuencia

de la esporulacion del agente patdgeno.

Figura 45. Signos ocasionados por C. gloesporioides en fruto de papaya
Fuente: Fotografia tomada en Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007

2.10.j Obtencion de aislamientos de  Colletotrichum
2.10.k Siembra en medio de cultivo

Se aislo Colletotrichum de las muestras provenientes del campo, estas luego de dos dias

de inoculadas presentaron crecimiento micelial, del cual se realizaron montajes para
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verificar si en verdad correspondia a Colletotrichum, y en verdad si fue micelio de

Colletotrichum, el cual posteriormente fue purificado y sacado los cultivos monospéricos.

2.10.1 Purificacion del hongo

Se logro aislar al hongo de todo tipo de contaminantes que pudieran haber afectado el
proceso de caracterizacion del mismo. Todos estos procedimientos se realizaron para

garantizar la pureza de los aislamientos.

2.10.m Cultivos monosporicos
Dos o tres dias después de inoculadas las cajas de petri se presentaron pequefas

colonias formadas a partir de una solo espora de Colletotrichum.

Figura 46. Realizacion de cultivos monospéricos
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia de la FAUSAC, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007



2.10.n Caracterizacion morfometrica:

2.10.A7 Cepas provenientes de Mango
2.10.f.a CAFMC1 (Colletotrichum gloesporioides  aislado de fruto de mango
cepa 1).
MICELIO ESPORAS
» Micelio de color blanco a grisaceo * Formacion abundante de masas
oscuro conidiales
* Micelio sub-aéreo » Crecimiento sonado de conidias
* Micelio abundante * Masas conidiales de color naranja
* Setas ausentes » Conidiosoma escaso de color salmoén
* Crecimiento moderado de 4-5.5
mm/dia

Tabla 1. Dimensiones de
conidias de C.
gloesporioides aisladas
de mango

Dimension de conidias
Largo Diametro

NO T um)  (um)

1 16.00 4.57

2 1543 5.14

3 1371 4.80

4 1371 5.03

5 1143 5.71

Figura 48. Colonia de Colletotrichum gloesporioides aislado de 6 14.17 549

fruto de mango, cepa 1 _ _ ] 7 13.49 526
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia ECOSUR,

Tapachula, México, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2008 8 15.09 5.37

9 1474 5.03

10 13.49 5.49

11 15.89 4.80

12 12.00 5.49

13  13.49 5.03

14  15.09 5.60

15 14.40 5.83

16 15.89 5.14

17 12.80 5.49

18 12.46 5.60

19 15.09 5.71

Figura 47. Conidias de Colletotrichum gloesporioides aislado de 20 14.06 5.60

fruto de mango, cepa 1 x 14.12 5.31

Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia ECOSUR,
Tapachula, México, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2008
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2.10.A.b CAFIMC2 ( Colletotrichum gloesporioides  aislado de flor de mango cepa

2).
MICELIO ESPORAS
* Micelio de color blanco a grisaceo * Formacion abundante de masas
oscuro conidiales
* Micelio sub-aéreo e Crecimiento sonado de conidias
* Micelio abundante * Masas conidiales de color naranja
e Setas ausentes e Conidiosoma escaso de color
e Crecimiento moderado de 4-5.5 salmon

mm/dia

Tabla 2. Dimensiones de
conidias de C.
gloesporioides aisladas de
mango

Dimensiones de conidias
Largo Diametro

NO T um)  (um)

1 14.86 571

2 14.86 4.57

3 14.86 5.14

4 12.57 4.57

5 12.00 571

Figura 49 Colonia de Colletotrichum gloesporioides aislado de 6 14.29 5.49
flor de mango cepa 2 7 15.09 5.71
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia 8 13.71 5.60
ECOSUR, Tapachula, México, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2008 9 14.29 571
10 13.26 5.60

11 14.86 571

12 12.00 5.49

13 13.49 5.26

14 15.09 5.49

15 12.80 5.14

16 14.51 4.80

17 15.31 4.69

18 13.60 571

19 12.00 5.60

20 15.20 571

X 13.93 5.37

Figura 50 Conidias de Colletotrichum gloesporioides aislado
de flor de mango, cepa2

Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia
ECOSUR, Tapachula, México, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2008



2.10.A.c CAPMC3 (Colletotrichum gloesporioides  aislado de pedunculo de

mango cepa 3).

MICELIO

* Micelio de color blanco a grisaceo
oscuro

* Micelio sub-aéreo

* Micelio abundante

e Setas ausentes

* Crecimiento moderado de 5-6.5
mm/dia

Figura 51 Colonia de Colletotrichum gloesporioides aislado de

pedunculo de mango cepa 3

Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia ECOSUR,
por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2008

Tapachula, México,

g~

Figura 52 Conidias e
pedunculo de mango cepa 3

Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia ECOSUR,
Tapachula, México, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2008

Colletotrichum gloesporioides aislado de

ESPORAS
Formacion abundante de masas
conidiales
Crecimiento sonado de conidias
Masas conidiales de color naranja
Conidiosoma escaso de color
salmon

Tabla 3. Dimensiones de

conidias de C.
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gloesporioides aisladas de

mango

Dimensiones de conidias

No.

(um)
1 9.14
2 1577
3 1314
4  6.86
5  16.00
6  10.29
7 1371
8 8.00
9 1371
10 15.31
11  13.49
12 13.94
13 16.11
14  11.66
15  13.60
16  12.46
17 10.17
18  13.94
19 15.89
20 13.14
X 12.82

(um)
5.71
4.80
457
457
5.26
5.71
5.49
5.49
5.71
5.60
5.14
5.71
5.60
4.80
5.49
5.71
5.60
5.71
5.49
5.71
5.39

Largo Diametro



2.10.A.d CAHMC4 (Colletotrichum gloesporioides

cepa 4).

MICELIO

* Micelio de color blanco a grisaceo
oscuro

* Micelio sub-aéreo

* Micelio abundante

e Setas ausentes

* Crecimiento moderado de 5-6.5
mm/dia

Figura 53 Colonia de Colletotrichum gloesporioides aislado

de hoja de mango cepa 4

Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia
ECOSUR, Tapachula, México, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2008

ESPORAS

Formacién abundante de masas

conidiales

Crecimiento sonado de conidias

Masas conidiales de color naranja

Conidiosoma escaso de color

salmén

aislado de hoja de mango

Tabla 4. Dimensiones de

conidias de C.

68

gloesporioides aisladas de

Dimensiones de conidias

mango
Largo
O (um)
1 13.83
2 18.40
3 6.86
4 13.60
5 12.80
6 12.00
7 15.43
8 12.00
9 8.91
10 15.09
11 13.14
12 14.63
13 8.57
14 16.00
15 14.74
16 12.34
17 13.14
18 15.09
19 16.23
20 10.06
X 13.14

Figura 54 Conidias de Colletotrichum gloesporioides aislado

de hoja de mango cepa 4

Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia
ECOSUR, Tapachula, México, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2008

(um)
4.34
4.57
4.80
4.57
5.14
8.00
4.57
4.80
4.46
4.69
4.46
4.80
5.83
4.80
4.34
4.80
4.57
5.71
5.49
5.14
4.99

Diametro
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2.10.0 Cepas provenientes de Papaya

2.10.0.a CAFrPC1 ( Colletotrichum gloesporioides  aislado de fruto de papaya

cepa 1).
MICELIO ESPORAS
» Micelio de color blanco Micelio sub- + Formacion abundante de masas
aéreo conidiales
* Micelio abundante * Masas conidiales de color naranja
* Setas presentes » Conidiosoma escaso de color
e Crecimiento rapido de 5-6.5 mm/dia salmon

Tabla 5. Dimensiones de
conidias de C.
gloesporioides aisladas de
papaya

Dimensiones de conidias
Largo Diametro

N ) (um)
1 20.80 4.00
2 10.29 5.71
3 13.71 5.71
4 13.14 5.49
Figura 55. Colonia de Colletotrichum gloesporioides aislado de fruto S 11.43 5.71
de papaya cepa 1 6 9.37 5.60
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia 7 8.00 5.83
ECOSUR, Taach éxico, por Ariel Oswald Reyes Donis. 2008 8 16.57 5.49
: 9  14.63 5.14
10 17.14 5.49
11 16.00 5.71
12 13.49 5.71
13 8.57 5.60
14 15.77 571
15 13.14 5.60
16 7.77 571
17 16.00 5.60
18 14.74 5.83
19 13.14 5.26
Figura 56 Conidias de Colletotrichum gloesporioides aislado de fruto 20 1131 5.71
de papaya cepal X 13.25 5.53

Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia
ECOSUR, Tapachula, México, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2008
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2.10.0.b CAFPC2 (Colletotrichum gloesporioides aislado de flor de papaya cepa

2).
MICELIO ESPORAS
* Micelio de color blanco * Formacion abundante de masas
* Micelio sub-aéreo conidiales
* Micelio abundante » Masas conidiales de color naranja
» Setas presentes Conidiosoma escaso de color salmén

e Crecimiento rapido de 5-6.5 mm/dia

Tabla 6. Dimensiones de
conidias de C.
gloesporioides aisladas de
papaya

Dimensiones de conidias
Largo Diametro

z
°

(um) (um)
1 9.14 5.71
2 15.77 4.80
3 13.14 4.57
4 6.86 4.57
5 16.00 5.26
Figura 57 Colonia de Colletotrichum gloesporioides aislado de flor de papaya 6 10.29 571
cepa 2
Fultaante: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia ECOSUR, ! 13.71 549
Tapachula, México, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2008 8 8.00 5.49
9 13.71 571
10 15.31 5.60
11 13.49 5.14
12 13.94 5.71
13 16.11 5.60
14 11.66 4.80
15 13.60 5.49
16 12.46 5.71
17 10.17 5.60
18 13.94 5.71
19 15.89 5.49
20 13.14 5.71
X 12.82 5.39

_ & j n a4 |
Figura 58 Conidias de Colletotrichum gloesporioides aislado de flor de
papaya cepa 2
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia ECOSUR,
Tapachula, México, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2008
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2.10.p Pruebas de patogenicidad
Con la realizacion de las pruebas de patogenicidad tanto en frutos como en hojas de

mango Yy papaya, se pudo comprobar que la sintomatologia observada en campo, se
repite de igual manera que la realizada en el laboratorio en condiciones controladas. Se
pudo observar también cdmo es el proceso infeccioso de Colletotrichum en hojas como en

frutos.

2.10.q Pruebas de patogenicidad en mango

Las pruebas de patogenicidad se realizaron en frutos de mango.

2.10.r Pruebas de patogenicidad en frutos de mango:

La sintomatologia presentada al inicio de la infeccion fue presencia de pustulas de color
negro y forma redonda, debido a las condiciones de humedad que se le dieron a los frutos
fue favorable para el desarrollo del hongo, presentandose aparicion de signos como
acérvulos y el desarrollo de manchas negras que se fueron haciendo mas grandes
conforme el hongo se desarrollaba. Se pudo observar que Colletotrichum es un hongo
muy agresivo en los frutos de mango ya que consumio rapidamente los frutos de mango.
En el caso de las pruebas 1, 2y 3; se pudo observar que 72hrs después de inoculado
Colleotrichum éste presentd rapidamente manchas negras productos de la infeccidon
ocasionada por Colletotrichum, los frutos se monitorearon hasta por 162hs, tiempo en el
cual se observaron manchas negras en los puntos de inoculo, mientras que los puntos
testigo a los que se les inoculd agua estéril permanecieron sin presencia de antracnosis.
Tomando en cuenta estos resultados podemos decir que Colletotrichum gloesporioides
tiene un alto nivel de patogenicidad. Y una habilidad impresionante de dispersarse por
todo el fruto por medio de los exudados de éste, ya que se comprobd que en las gotas
exudadas por los frutos al ser infectados por Colletotrichum gloesporioides tenian esporas

de este hongo, por lo que hacia mas facil su dispersion.
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Recoleccién de frutos
De mango

/ € o
Prueba Fruto
inoculado con
aislado de mango

200 54
de mango
Colletotrichum

3

Prueba 1 .Fruto de mango
inoculado con Colletotrichum
aislado de mango. 72 hrs. Después
de inoculado

Prueba 1. Fruto de mango inoculado
con Colletotrichum aislado de mango

e = 08/05 9:54
Prueba 4. Fruto de mango inoculado
con Colletotrichum aislado de mango.

Prueba 1. Se observd que 96 hrs.
después de inoculado Colletotrichum
este presentd6 un  crecimiento
acelerado, aprovechando la madurez
del fruto ya que este comenzé a
exudar liquidos dulces de los cuales
el hongo se aprovecha para su
sobrevivencia.

77 08/05/2007 09:54

Prueba 2. Fruto de
inoculado con

aislado de mango

mango
Colletotrichum

Prueba 1.Se pudo observar como

luego de 72 hrs. de inoculado
Colletotrichun  en mango este
presentd6 manchas negras de
aproximadamente 2 cm de

diametro, a medida de que el hongo
se va desarrollando estas manchas
crecen hasta destruir el fruto. El
hongo puedo penetrar muy
facilmente.

Prueba 1. Se observé que 120 hrs.

después de inoculado
Colletotrichum, el fruto present6
apariencia flacida, y muchos

exudados producto de la presencia
de Colletotrichum el fruto comienza
a podrirse, estando asi el fruto dio
lugar a la presencia de otros
agentes infecciosos secundarios,
como se pudo observar con la
aparicion de micelio no propio de
Colletotrichum.
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Prueba 1. Se observé que 162 hrs.
después de inoculado
Colletotrichum, el fruto presento
una muy mala apariencia, se pudrié
casi por completo, producto del
ataque del hongo.

Prueba 2. Se observé que 96 hrs.
después de inoculado
Colletotrichum este presenté un
crecimiento acelerado,
aprovechando la madurez del fruto
ya que este comenzé a exudar
liquidos dulces de los cuales el
hongo se aprovecha para su
sobrevivencia

Prueba 2. Se observé que 162 hrs.

después de inoculado
Colletotrichum, el fruto se pudrio
casi por completo, producto del
ataque del hongo

Prueba 2. Se pudo observar como

luego de 72 hrs. de inoculado
Colletotrichum en mango este
present6 manchas negras de

aproximadamente 2 cm de diametro,
a medida de que el hongo se va
desarrollando estas manchas crecen
hasta destruir el fruto.

Prueba 2. Se pudo observar como
luego de 96 hrs. los puntos en los
cuales se inoculé agua estéril aun
siguen sin presencia alguna de
Colletotrichum

Prueba 3. Se pudo observar como
luego de 72 hrs. de inoculado
Colletotrichum en mango este
presentd manchas pequefias y
dispersas, a medida de que el hongo
se va desarrollando estas manchas
crecen hasta destruir el fruto.

Prueba 2. Se pudo observar como
luego de 72 hrs. los puntos en los
cuales se inoculdé agua estéril aun
siguen sin presencia alguna de
Colletotrichum

Prueba 2. 120 hrs. después de
inoculado Colletotrichum, el fruto
presentd apariencia flacida, vy
muchos exudados, el fruto comenzo
a podrirse, estando asi el fruto dio
lugar a la presencia de otros
agentes infecciosos secundarios,
los cuales aceleraron la

descomposicion.

S : Qi

Prueba 3. Se pudo observar como
luego de 72 hrs. los puntos en los
cuales se inoculdé agua estéril aun
siguen sin presencia alguna de
Colletotrichum.
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Prueba 3. Se observé que 96 hrs.
después de inoculado
Colletotrichum este presenté un
crecimiento muy lento, el fruto

comenz6 a exudar liquidos dulces
de los cuales el hongo aprovecha
para su sobrevivencia

Prueba 3. Se observo que 162 hrs.
después de inoculado
Colletotrichum, el fruto se pudrié
casi por completo, producto del
ataque del hongo. Y otros agentes
infecciosos.

Prueba 3. Se pudo observar como
luego de 96 hrs. los puntos en los
cuales se inoculé agua estéril aun
siguen sin presencia alguna de
Colletotrichum, aunque el fruto se
comenzo a poner flacido debido a la
aparicién de una mancha de color
café, no caracteristica de
Colletotrichum

2.10.s Pruebas de patogenicidad en papaya

| - 4
Prueba 3. 120 hrs. después de
inoculado Colletotrichum, el fruto
presentd6 apariencia flacida, vy
muchos exudados, el fruto comenzo6
a podrirse, estando asi el fruto dio
lugar a la presencia de otros
agentes infecciosos secundarios,
como se pudo observar con la
aparicion de micelio no propio de
Colletotrichum.

Las pruebas de patogenicidad se realizaron en frutos y hojas jévenes de papaya

2.10.t Pruebas de patogenicidad en frutos de papaya
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La sintomatologia presentada al inicio de la infeccién fue presencia de hundimientos de

color rosado/naranja y forma redonda, por las condiciones de humedad que se le dieron a

los frutos, fue favorable para el desarrollo del hongo, presentando aparicién de signos

como micelio y masas conidiales, que se iban haciendo mas grandes conforme el hongo

se desarrollaba y consumia el fruto. Como se pudo observar en las pruebas realizadas,

Colletotrichum gloesporioides se presenta no necesariamente al inicio, como se observo

en la prueba 1 en la cual 48hrs después de inoculado el hongo no se veian indicios de
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este, pero si de otros patdgenos, al llegar a las 120 hrs. de inoculado el hongo, se
presentaron hundimientos en todo el fruto, caracteristicos de Colletotrichum gloesporiodes.
En las pruebas 2 y 3 respectivamente, los frutos presentaron dafios ocasionados por
Colletotrichum gloesporioides 48 hrs después de inoculados. Se presentaron
hundimientos en todo el fruto tanto en los in6culos de C. gloesporioides como en los
puntos de inoculo de agua, el hongo se disperso por todo el fruto a consecuencia de los
exudados que presentaban los frutos ya que se pudo determinar que estas gotas de
exudados contenian esporas de Colletotrichum,. Los frutos se monitorearon por 120 hrs.
Tiempo en el cual se observé que no solamente habia presencia de Colletotrichum sino
ademas habian otros agentes infecciosos como Rhizopus esto se debié a que el fruto al
ser infectado por Colletotrichum se vuelve vulnerable al atague de otros agentes

infecciosos secundarios..

Prueba 1. Fruto de papaya Prueba 2. Fruto de papaya Prueba 3. Fruto de papaya
inoculado con  Colletotrichum inoculado con Colletotrichum aislado inoculado con Colletotrichum
de papaya aislado de

aislado de papaya.

Prueba 1. 48 hrs. Después de la
inoculacion el fruto no presentod
dafio alguno ocasionado por el
hongo, tanto el punto inoculado
con Colletotrichum como los de
indculo de agua.

\ 0N | g

Prueba 1. 72 hrs. Después de la
inoculacion el fruto no presentod
dafio alguno ocasionado por el
hongo, tanto el punto inoculado con
Colletotrichum como los de inéculo
de agua. Aunque si presentd
exudados blancos como goma de
diversos puntos del fruto,

Prueba 1. 120 hrs. Después de
inoculado Colletotrichum, el fruto
present6 apariencia hundimientos
en todo el fruto, estando asi el fruto
dié lugar a la presencia de otros
agentes infecciosos secundarios.
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Prueba 2. 48 hrs. Después de la

inoculacion el fruto presenté dafio
ocasionado por el hongo, tanto el

punto inoculado con
Colletotrichum como los de in6culo
de agua. Al parecer éste se

disperso por todo el fruto debido a
la humedad tanto de la caja como
la del fruto.

Prueba 3. 48 hrs. Después de la
inoculacion el fruto presenté dafio
ocasionado por el hongo, este se
comenz6 a dispersar por todo el
fruto debido a la humedad tanto de
la caja como la del fruto.

Prueba 2. 72 hrs. Después de la
inoculacion el fruto se vi6 muy
dafiado por el hongo, tanto el punto
inoculado con Colletotrichum como
los de ind6culo de agua. Este
presenté exudados blancos como
goma de diversos puntos del fruto,

Prueba 3. 72 hrs. Después de la
inoculacion el fruto se vio muy
dafiado por el hongo, tanto el punto
inoculado con Colletotrichum como

los de in6culo de agua. Este
presento micelio tanto de
Colletotrichum como de otros

patégenos, debido a las miltiples
lesiones que Colletotrichum dejo6 fue
mas facil para otros agentes
infecciosos atacar al fruto.

2.10.uPruebas de patogenicidad en hojas de papaya
Los sintomas vistos en las hojas de papaya fueron muy irregulares, debido a que las hojas

Prueba 2. 120 hrs. después de
inoculado Colletotrichum, el fruto
present6 apariencia hundimientos
en todo el fruto, estando asi el fruto
dio lugar a la presencia de otros
agentes infecciosos secundarios,
como se pudo observar con la
aparicion de micelio no propio de
Colletotrichum.

Prueba 3. 120 hrs. después de
inoculado Colletotrichum, el fruto
presentd apariencia hundimientos
en todo el fruto, estando asi el fruto
dio lugar a la presencia de otros
agentes infecciosos secundarios,
como se pudo observar con la
apariciéon de micelio no propio de
Colletotrichum.
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de papaya son muy fragiles se comenzaron a marchitar, por lo que no se distinguio bien el

crecimiento de Colletotrichum, asi mismo por las condiciones de humedad las hojas

comenzaron un proceso acelerado de descomposicion aunque si hubo apariciéon de

micelio de Colletotrichum, como se pudo observar al hacer un montaje en el microscopio.



Prueba 1: Hoja de papaya Prueba 2: Hoja de papaya Prueba 3: Hoja de papaya inoculada
inoculada con Colletotrichum con Colletotrichum de papaya
aislado de Papaya

inoculada con Colletotrichum de

papaya

Prueba 4: Hoja de papaya Prueba 5: Hoja de papaya Prueba 6: Hoja de papaya inoculada
inoculada con Colletotrichum de con Colletotrichum de papaya
papaya

inoculada con Colletotrichum de
papaya

77



Prueba 1: 48 hrs se observé que la
hoja presentd una apariencia de
descomposicion y una coloracién

verde musgo, con mal olor.

Prueba 2:48 hrs se observo que la
hoja present6 una apariencia de
descomposicién y una coloracion

verde musgo, presenté mal olor.

Prueba 3:48 hrs se observd que la
hoja presentd6 una apariencia de
descomposicion y una coloracion
verde musgo, con mal olor. También
presenté micelio en las éareas de
inoculacion debido al papel filtro que
se coloco.

Prueba 4:48 hrs se observé que la
hoja presentd una apariencia de
descomposicion y una coloracién
verde musgo, y micelio de color
blanco en varias areas de la hoja

tenia mal olor.

Prueba 1:96 hrs La hoja presentd
un aspecto deteriorado y marchito
se veia de color verde marrén el
olor era desagradable y presentaba
micelio de color rosado muy palido
de Colletotrichum.

Prueba 5:48 hrs se observo que la
hoja present6 una apariencia de
descomposicién y una coloracion

verde musgo, con mal olor.

Prueba 2: 96 hrs La hoja presentd

un aspecto deteriorado y marchito
se veia de color verde marrén el
olor era desagradable similar al de
tabaco mojado y presentdé micelio
de color rosado muy pélido en

algunas zonas.

Prueba 6:48 hrs se observé que la
hoja presentd una apariencia de
descomposicion y una coloracion
verde musgo, con mal olor.

Prueba 3:96 hrs La hoja presentd un
aspecto deteriorado y marchito se
veia de color verde marrén el olor es
desagradable, en algunas zonas se
present6 micelio de Colletotrichum.



Prueba 4:96 hrs La hoja present6

un aspecto deteriorado y marchito
se veia de color verde marrén el
olor era muy desagradable hubo
presencia de micelio de
Colletotrichum y otros agentes

infecciosos.

Prueba 5:96 hrs La hoja presentd
un aspecto deteriorado y marchito
se veia de color verde marrén el
olor también era desagradable,
también hubo presencia de micelio
de color rosado muy palido, de

Colletotrichum.

Prueba 6:96 hrs. La hoja present6 un
aspecto deteriorado y marchito se
veia de color verde marrén el olor era
desagradable.
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2.10.v Pruebas de infecciéon cruzada

Los resultados obtenidos en las pruebas de infeccion cruzada fueron de gran utilidad, ya
gue de aqui se originé el punto de partida para la realizacioén de la prueba de proteccion
cruzada en ambos cultivos, como se pudo observar los frutos de mango al ser inoculados
con Colletotrichum aislado de papaya, no desarrollaron problema alguno en lo que es su
tiempo de vida de anaquel, asi como los de papaya, al ser inoculados con Colletotrichum
aislado de mango no desarrollaron problemas con Colletotrichum inoculado. Hay que
tomar en cuenta que los frutos que se utilizaron tenian mas del 50% de madurez por lo
gue su vida de anaquel es menor, al no presentar ambos frutos indicios de la enfermedad
se procedié a declarar la proteccién cruzada, ya que Colletotrichum fue selectivo en

cuanto al hospedero que se trato.

2.10.w Prueba de infeccién cruzada en mango

Durante la prueba no se presentaron sintomas de Colletotrichum en los frutos, durante el
tiempo que se estipulé como tiempo de anaquel del fruto este no presentd dafio alguno de
antracnosis, lo que indicé que Colletotrichum aislado de papaya fue selectivo en cuanto a
su hospedero, este no se adaptd al fruto de mango por lo que no pudo ejecutar su ciclo

biolégico y destruir el mango como se observé anteriormente en las pruebas de
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patogenicidad con el hongo aislado de mango. Como se pudo observar en las pruebas no
se evidenciaron sintomas y signos de Colletotrichum gloesporioides ya las cepasd e C.

gloesporioides aisladas de mango y papaya son muy selectivas en cuanto a su hospedero

alterno.

Prueba 1. Se observé que 96 hrs.
después de inoculado el fruto aun
presentaba su apariencia sana y
consistencia firme aun no habian
aparecido sintomas de
Colletotrichum

Prueba 4. Se observé que 96 hrs.
después de inoculado el fruto aun
presentaba su apariencia sana y
consistencia firme aun no habian
aparecido sintomas de
Colletotrichum.
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Prueba 2. 96 hrs. después de
inoculado el fruto aun presentaba
Su apariencia sana y consistencia
firme aun no habian aparecido
sintomas de Colletotrichum. Tanto
en los puntos de in6culo del hongo
como en los de inéculo de agua

|
Prueba 1. Se observo que 144 hrs.
después de inoculado el fruto aln
presentaba su apariencia sana y
consistencia firme aun no habian
aparecido sintomas de
Colletotrichum. El hongo fue muy
selectivo ya que no se desarrollo
aun estando el fruto lesionado.

Prueba 2. 144 hrs. después de

inoculado el fruto aun presentaba

Prueba 2. 192 hrs. después de
inoculado el fruto aun presentaba

Prueba 3. Se observo que 96 hrs.
Después de inoculado el fruto aun
presentaba su apariencia sana y
consistencia firme aun no habian
aparecido sintomas de
Colletotrichum. Su coloracién era
agradable. Aln estando e fruto
lesionado el honiJo no ie ciiesarrollo.

Prueba 1. Se observé que 192 hrs.
después de inoculado el fruto aun
presentaba su apariencia sana y
consistencia firme ain no habian
aparecido sintomas de
Colletotrichum.

Prueba 3. Se observ6 que 144 hrs.
después de inoculado el fruto aun



Su apariencia sana y consistencia su apariencia sana y consistencia presentaba su apariencia sana y

firme. consistencia.

Prueba 3. Se observé que 192
hrs. después de inoculado el fruto
aun presentaba su apariencia
sana y consistencia firme aidn no
habian aparecido sintomas de
Colletotrichum. Su coloracion era
agradable. Aun estando e fruto
lesionado el hongo no se
desarrollo. La mancha negra que
se observo sobre el fruto, no era
Colletotrichum. Era otro agente
infeccioso que comenz6 a actuar
ya que el fruto ya estaba muy
maduro

firme.

Prueba 4. Se observé que 144 hrs.
después de inoculado el fruto aun
presentaba su apariencia sana y
consistencia firme adn no habian

aparecido sintomas de
Colletotrichum. Aunque este
comenz6 a madurar no se puso
flacido ni de mal aspecto

2.10.x Prueba de infeccion cruzada en papaya
Durante la prueba no se presentaron sintomas de Colletotrichum en los puntos de

Prueba 4. Se observo que 192 hrs.
después de inoculado el fruto aun
presentaba su apariencia sana y
consistencia firme adn no habian
aparecido sintomas de
Colletotrichum. ElI hongo no pudo
penetrar los frutos de mango ya que
este fue muy selectivo en su
hospedero
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referencia que se hicieron en los frutos, aunque se presentaron lesiones en otras partes de

los frutos en los cuales no estaba inoculado Colletotrichum de mango. Durante el tiempo

gue se estipuld6 como tiempo de anaquel del fruto este no presentd dafio alguno de

antracnosis, lo que indicé que Colletotrichum aislado de papaya fue selectivo en cuanto a

su hospedero, este no se adaptéd al fruto de mango por lo que no pudo ejecutar su ciclo

biolégico y destruir el mango como se observé anteriormente en las pruebas de

patogenicidad.



Prueba 1. Se observé que 96 hrs.
después de inoculado el fruto aun
presentaba su apariencia sana y
consistencia firme aun no habian
aparecido sintomas de
Colletotrichum. Aunque este exudo
liquidos los cuales le sirvieron de
alimento a otros agentes infecciosos

Prueba 2. Se observé que 96 hrs.
después de inoculado el fruto aun
presentaba su apariencia sana y
consistencia firme adn no habian
aparecido sintomas de

Colletotrichum. Aunque este exudo
liquidos

Prueba 3. Se observé que 96 hrs.
después de inoculado el fruto aun
presentaba su apariencia sana y
consistencia firme adn no habian
aparecido sintomas de
Colletotrichum. Aunque este exudo
liquidos

Prueba 1. 120 hrs. después de
inoculado el fruto aun presentaba
Su apariencia sana y consistencia
firme aunque comenzé a expeler
un olor algo desagradable,
producto del ataque de otros
agentes infecciosos, pero no de
Colletotrichum

Prueba 2. 120 hrs. después de
inoculado el fruto adn presentaba
Su apariencia sana y consistencia
firme aunque comenzé a expeler
un olor algo desagradable

Prueba 3. 120 hrs. después de
inoculado el fruto presentaba
apariencia firme aunque comenzé a
expeler un olor algo desagradable.
Y se produjo micelio el cual no era
de Colletotrichum, debido a las
condiciones de humedad que se le
dieron tubo lugar la aparicion de
otros agentes infecciosos.

‘N

Prueba 1. Se observé que 144
hrs. después de inoculado Ila
presencia de micelio de color
blanco y signos de Colletotrichum
en la parte del pedunculo del fruto,
aqui no se inoculé Colletotrichum,
el hongo permaneci6 latente hasta
este momento en donde ataco al
fruto

Prueba 2. Se observé que 144
hrs. después de inoculado que el
fruto no presentd sintomas de
Colletotrichum aunque siguié el
mal olor. Esto producto de la
madurez inevitable que presento
el fruto.

Prueba 3. Se observé que 144
hrs. después de inoculado que el
fruto no presentd sintomas de
Colletotrichum aunque siguié el
mal olor. Esto producto de la
madurez inevitable que presenté
el fruto. Y presencia de micelio no
propio de Colletotrichum
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2.10.y Evaluacién de proteccion cruzada

Las pruebas de proteccibn en mango como en papaya, dieron un resultado positivo, es
decir las cepas de Colletotrichum asiladas de mango y de papaya, inhiben su desarrollo la
una con la otra, creando asi un efecto favorable para el manejo postcosecha de estos
frutos, por lo que ésta medida es factible utilizarla en el manejo de estos frutos para evitar
dafios ocasionados por antracnosis durante su vida de anaquel. Por medio del cual se
podra tener frutos sanos y vistosos para el consumo nacional. Se pudo inducir la
proteccion cruzada tanto en frutos de mango como de papaya por lo que se deduce que
estas indujeron a los frutos a producir sustancia fendlicas y fitoalexinas dando como
resultado una resistencia del fruto hacia este patdégeno. Esta resistencia se logré gracias a
gue al inocular en caso de mango, las cepas aisladas de papaya 72 horas antes de
inocular las de mango, en frutos de mango, la cepa de papaya al no poder infectar al fruto
de mango se convierte en una acepa poco virulenta causando una reaccion de
hipersensibilidad, induciendo la produccion de fitoalexinas y sustancias fendlicas, las
cuales provocan la muerte de las células infectadas y por consiguiente la del patégeno. O

bien pude ser éste un indicio de que ambas cepas entraron en un proceso de coevolucion.

2.10.z Evaluacién de proteccion cruzada en mango

En los frutos de mango la prueba de proteccion cruzada dio positivo, se pudo controlar la
aparicion de antracnosis mediante el uso de cepas inoculadas de mango y papaya en el
mismo fruto y el mismo punto, durante el periodo de observacion que fue equivalente a la
vida de anaquel de este fruto, se vio el fendmeno de cdmo ambas cepas inhibieron su
crecimiento la una con la otra, se cre6 un control biolégico de la cepa de mango sobre la
cepa de papaya, ya que al inocular 72 horas antes el Colletotrichum aislado de papaya se
esta dando la ventaja para que este se adaptara al fruto y comenzara a destruirlo pero no
fue asi. Al cabo del tiempo se vio como empezaron a aparecer otros agentes infecciosos

causando dafos en los frutos.



Materiales empleados en la prueba
de proteccion cruzada en frutos de
mango.

Areas marcadas en donde se hara
el inéculo.

Prueba 2: mango con inéculo de
Colletotrichum de mango y papaya,
a las 96 hrs. no se evidencia
presencia de antracnosis, los frutos
siguen sanos.

3 LS | i
Prueba 5: mango con inéculo de
Colletotrichum de mango y papaya,
a las 96 hrs.los puntos negros son
las lesiones de la aguja.

Cajas estériles de plastico, para
almacenar los frutos.

Colocacién de papel filtro en el
inoculo.

Prueba 3: ahgo con inéculo de
Colletotrichum de mango y papaya,
alas 96 hrs.

Prueba 1: mango con in6culo de
Colletotrichum de mango y papaya,
a las 264 hrs. el mango se ve de
color mas amarillo.

Frutos de mango seleccionados
para la prueba.

Prueba 1: mango con indculo de
Colletotrichum de mango y papaya,
a las 96 hrs. los puntos negros son
las lesiones de la aguja.

G

Prueba 4: mango con indculo de
Colletotrichum de mango y papaya,
alas 96 hrs.

Prueba 2: mango con in6culo de
Colletotrichum de mango y papaya,
a las 264 hrs. no se evidencia
presencia de antracnosis, los frutos
siguen sanos.
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Prueba 3: mango con inéculo de
Colletotrichum de mango y papaya,
alas 264 hrs.

Prueba 1: mango con inéculo de
Colletotrichum de mango y papaya,
a las 384 hrs. los puntos negros
son las lesiones de la aguja. El
fruto tiene consistencia flacida y
coloracién verde marron.

Prueba 4: mango con inéculo de
Colletotrichum de mango y papaya,
a las 384 hrs. Se ve una mancha
en el circulo.

Prueba 4. mango con in6culo de
Colletotrichum de mango y papaya,
alas 264 hrs.

Prueba 2: mango con in6culo de
Colletotrichum de mango y papaya,
a las 384 hrs. ,la mancha marrén
sigue creciendo pero no es el
crecimiento que identifica a
Colletotrichum, las manchas que se
ven en los circulos de in6culo
aparentemente se estan formando
debido a que el fruto esta lesionado
en esa parte y se esta poniendo
flacido color verde marrén.

.

Prueba 5: mango con indculo de
Colletotrichum de mango y papaya,
a las 264 hrs. los puntos negros
son las lesiones de la aguja, el
punto mas grande que se ve en el
primer circulo es una herida mayor
gue se ocasiond por una error en la
manipulacion de la aguja.

i r

Prueba 3: mango con in6culo de
Colletotrichum de mango y papaya,
a las 384 hrs. No se ve evidencia
de presencia de Colletotrichum, el
fruto ya tiene consistencia flacida
de coloracién no muy atractiva, se
que esta iniciandose el proceso de
descomposicion del fruto.

Prueba 5: mango con inéculo de Colletotrichum de mango y papaya, a las
384 hrs. los puntos negros son las lesiones de la aguja, el punto mas
grande que se ve en el primer circulo es una herida mayor que se
ocasioné por una falla en la manipulacién de la aguja.
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2.10.a.a Evaluacion de proteccién cruzada en papaya

Los frutos de papaya que se utilizaron en la prueba de proteccién cruzada dio positivo al
igual que los de mango, se pudo controlar la aparicién de antracnosis mediante el uso de
cepas inoculadas de mango y papaya en el mismo fruto y el mismo punto, durante el
periodo de observacion que fue equivalente a la vida de anaquel de este fruto, se vio el
fendbmeno de como ambas cepas inhibieron su crecimiento la una con la otra, se cred un
control biolégico de la cepa de papaya sobre la cepa de mango, ya que al inocular 72
horas antes el Colletotrichum aislado de papaya se estaba dando la ventaja para que este
se adaptara al fruto y comenzara a destruirlo pero no fue asi. Al cabo del tiempo se vio
como empezaron a aparecer otros agentes infecciosos causando dafios en los frutos.
Ademas se pudo observar como los frutos se iban madurando, hasta descomponerse
dando lugar a la aparicion de diversos agentes fitopatdgenos, en los puntos en donde se
inoculo Colletotrichum no hubo aparicion de sintomas de antracnosis; pero en el resto de

la superficie del fruto si fue atacada por Colletotrichum.

Frutos de papaya seleccionados Areas marcadas en donde se hard Colocacion de papel filtro en el
para la prueba el inéculo inoculo hecho al fruto

N

rutos de papaya con inoculo de  Prueba 1: Fruto de papaya 96 hrs,

23

Prueba 2: Fruto de papaya 96 hrs.

mango 72 horas después de después de inoculado, el fruto después de inoculado, el fruto tiene
inoculado. presenta una consistencia dura. apariencia sana.
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Prueba 3: No se ve presencia de
ataque de Colletotrichum ni de
algun otro tipo de patégeno. Se
espera que este fruto no sea
infectado con Colletotrichum dando
como resultado una efectiva
proteccién cruzada.

fruto se ve sano
aparentemente, siendo este
inoculado con agua no se esperaria
ver aparicion de Colletotrichum.

Prueba 6: El

Prueba 4: No se ve presencia de
ataque de Colletotrichum ni de
algin otro tipo de patégeno. Se
espera que este fruto no sea
infectado con Colletotrichum dando
como resultado una efectiva
proteccion cruzada. aunque
podemos observar una herida a un
costado del fruto por lo que tendra
en observacion ya que
posiblemente esta herida sea ayuda
idonea para que penetre

Colletotrichum.

Prueba 1: 120 hrs. después de
inoculado el fruto tiene apariencia
firme, no se ven dafios ocasionados
por Colletotrichum, no tiene mal olor
ni algin otro signo y sintoma de
otros patégenos, al parecer hay una
efectiva proteccion cruzada.

Prueba 5: No se ve presencia de
atagque de Colletotrichum ni de algun
otro tipo de patégeno. Se espera
que este fruto no sea infectado con
Colletotrichum dando como

resultado una efectiva proteccion
cruzada.

Prueba 2: 120 hrs. después de
inoculado, el fruto presenta lesiones
ocasionadas por Colletotrichum ya
que presenta hundimiento en el fruto
que es caracteristico de
Colletotrichum en frutos de papaya,
estas lesiones se ven muy
avanzadas, y son de color negro,
posiblemente este creciendo algun
tipo de contaminante en él.
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Prueba 3: 120 hrs. después de
inoculado el fruto tiene apariencia
firme, no se ven dafios ocasionados
por Colletotrichum, no tiene mal olor
ni algun otro signo y sintoma de
otros patégenos, al parecer hay una
efectiva proteccion cruzada.

2.10.a.b

Prueba 4: En este caso el fruto se

ve severamente infectado por
Colletotrichum, pero hay que tomar
en cuenta que el hongo se esta
manifestando en areas lejanas a las
de indculo, las areas de indculo son
los circulos, en las cuales no se ve
aparicion del hongo ya que
solamente en estas areas se esta
dando la protecciébn cruzada.
Posiblemente se derram6 la gota de
suspension de Colletotrichum y
afect6 esa area desprotegida.

Diagnostico molecular

Prueba 5: 120 hrs. después de
inoculado el fruto tiene apariencia
firme, no se ven dafios ocasionados
por Colletotrichum, no tiene mal olor
ni algln otro signo y sintoma de
otros patdgenos, al parecer hay una
efectiva proteccion cruzada.
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La amplificacion del ADN se evidenci6é en el Gel de Agarosa 0.8% tefiido con Bromuro de

Etidio. Como se puede observar en la siguiente figura. El resultado obtenido con este

diagnéstico, fue muy eficiente, ya que se logré confirmar que las cepas utilizadas para las

diferentes pruebas antes vistas, son de C, gloesporioides. Las diferentes intensidades que

presenta cada banda se debi6 a las diferentes concentraciones de ADN de cada muestra,

ya que a pesar de que se colocd la misma cantidad, la concentracién no fue igual.

Lader
FiPa
FIFa
FiMa
HoeMa

-
=
-
=8

9

Fila

Figura 59 Fotografia de bandas, gel de agarosa con bandas amplificadas de cepas de mango y papaya.

Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia ECOSUR, Tapachula, México, por Ariel Oswaldo Reyes

Donis. 2008
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El producto de PCR se purificé de acuerdo al protocolo del QIAquick PCR Purification Kit
de QIAGEN® y se ajusté a una concentracién de 50ng/ul con un volumen de 15 pl. Los

productos de PCR se enviaron a secuenciar en Macrogen (Corea del Sur).

Ademas de las cepas obtenidas en mango y papaya, se trabajaron con dos
secuencias de Colletotrichum gloeosporioides amplificados en la regién 5.8S bajados de la
pagina de internet del Banco Mundial de genes, (www.ncbi.com), para comparar con las
cepas trabajadas en laboratorio y un grupo externo para diferenciarlas. Las secuencias
bajadas de la pagina del banco de genes son: Cglo3, Cglo04, Mpyri, Cdes01, Csubl;
podemos observar que las secuencias Cglo03 y Cglo04, se agrupan dentro del mismo
grupo que las secuencias de las cepas trabajadas en laboratorio: (9FIMn= Flor de Mango;
10PMn= Peddnculo de Mango; CAHMnl1= Hoja de Mango; 7FrPa= Fruto de Papaya=
CAFrMn= Fruto de Mango; CAFIPa= Flor de papaya y CAFIAgC3= Flor de Aguacate), por
lo cual se determind que las cepas obtenidas de los cultivos de mango y papaya, estan
dentro del grupo de Colletotrichum gloeporioides, tal como se ve en el arbol filogenético

siguiente, construido con las secuencias obtenidas (Fig. 60).
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Mpyri
[~ Cglo3
_ CAFIMn Colletotrichum Gloesporioides asilado de flor de mango
. CAPMn Colletotrichum gloeporioides aislado de peduinculo de mango

. CAFrPa Colletotrichum gloesporioides aislado de fruto de papaya

|| [ CAFIPa Colletotrichum gloesporioides aislado de fruto de papaya

L CAFrMn Colletotrichum gloesporioides aislado de fruto de papaya

— Cglo04

_ CAHMN Colletotrichum gloesporioides aislado de hoja de ma ngo

CAFIAGC3

— Cdes01

Csubl

0.1

Figura 60 Arbol Filogenético de las cepas de Colletotrichum sp.
Fuente: Andlisis de secuenciacion, por Ariel Oswaldo Reyes Donis, ECOSUR, Tapachula, México, 2008

El arbol filogenético nos muestra qué tan similares son entre si las cepas asiladas,
colocandolos en grupos dependiendo su similitud. Vemos como las cepas de mango y
papaya estan ubicadas en el mismo grupo el cual es perteneciente a Colletotrichum

gloesporioides.
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2.11 Discusién general

El principal agente causal de la antracnosis en mango y papaya es Colletotrichum
gloesporioides. Este hongo fitopatdgeno puede manifestarse de diferentes formas,
dependiendo de los hospederos en el que se encuentre y las condiciones ambientales en
gue éste se desarrolle. Las diferencias que se pudieron observar a nivel de campo
como de laboratorio, en el transcurso de esta investigacion son coloraciones y formas de
crecimiento de colonias variadas. En papaya las cepas son de color blanco y desarrollo
rapido, presentando estructuras reproductivas como acérvulos y conidiosomas en poco
tiempo. Para el cultivo de mango la coloracion de las cepas son verde musgo a negro con

anillos concéntricos diferenciados Yy el desarrollo del micelio es menos denso que en

papaya.

Colletotrichum gloesporioides, es un hongo fitopatdgeno de mucha importancia ya que
causa dafos de gran magnitud en los cultivos de mango y papaya, éste esta presente en
las hojas, flores y frutos de dichos cultivos, localizados en las instalaciones del ICTA-
Cuyuta, presentando una sintomatologia muy particular que consiste en manchas que
toman formas de circulares y hundimientos hasta la parte central de dichas manchas.

El almacenamiento, los dafios mecanicos, las temperaturas extremas y la anoxia pueden
afectar fuertemente al hospedero, por lo tanto las respuestas de defensa pueden inhibirse
ante la presencia del patégeno, por lo que la interaccibn se vuelve compatible, el
hospedero es colonizado y posteriormente se enferma. Es por eso que se tom6 muy en
cuenta que los frutos utilizados para las diferentes pruebas presentaban un poco mas del
50% de madurez por lo que su vida de anaquel y prueba se redujo, pero aun asi nos

permitié observar la manera en que el hongo ataca y destruye los frutos.

Por esta razon, es necesario profundizar el conocimiento de la patogenicidad; ya que nos
permite discriminar entre cepas y lograr asi mas elementos para el control de la
enfermedad. La infeccion de algunas especies de C. gloesporioides parece estar

restringida a familias, géneros, o especies vegetales. Sin embargo, aln cuando en esta
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investigacién se observd que las cepas asiladas a partir de mango y papaya, mostraron
una mayor patogenicidad hacia su hospedero de origen, estas no pudieron infectar a su

hospedero alterno.

Las cepas de C.gloesporioides. al no expresar su patogenicidad en el hospedero alterno
evaluado, dio como resultado una infeccién cruzada negativa, esta nos indica 0 nos
muestra que cepas de C. gloesporioides aisladas de mango, no son capaces de infectar
frutos de papaya asi mismo y de manera cruzada cepas de C. gloesporioides asilado de
papaya, no son capaces de infectar frutos de mango. Este indicio nos abrié la posibilidad
de la realizacion de las pruebas de proteccién cruzada como alternativa de manejo
poscosecha. Se pudo inducir la proteccion cruzada tanto en frutos de mango como de
papaya; deducimos que estas al estar compitiendo en un mismo hospedero vuelven a
este hipersensible a estas, posiblemente por que indujeron a los frutos a producir
sustancia fendlicas que indujeran resistencia del fruto hacia este patégeno de manera
cruzada. Este fendmeno se logré inducir al inocular en el caso de mango, la cepa aislada
de papaya 72 horas antes de inocular la cepa aislada de mango; En frutos de mango la
cepa de papaya, al no poder infectar el fruto de mango se convierte en una cepa poco
virulenta, pero causando una reaccion en el fruto de mango que no permite a al cepa de

mango desarrollar su proceso de infeccion.

Habria que hacer un trabajo de fisiologia del parasitismo, para seguir dilucidando las
razones de la existencia del fendbmeno de proteccion cruzada con las cepas asiladas de
mango y papaya y evaluar a nivel de campo para ver si es posible establecer una

alternativa postcosecha para el mercado nacional.
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2.12 Conclusiones

C. gloeporioides presentoé variabilidad morfométrica entre cepas aisladas de
mango y papaya, en términos de formacion de colonias y dimensiones de las
esporas.

Basados en las pruebas de patogenicidad se pudo constatar que las cepas de
Colletotrichum gloesporioides de mango y papaya, son agentes infecciosos
agresivos al estar en su hospedero especifico.

No existe el fendmeno de infeccién cruzada entre las cepas aisladas de mango y
papaya, las cepas de mango no infectan papaya, y las cepas de papaya no
infectan mango.

Existe el fendbmeno de proteccién cruzada, entre cepas aisladas de mango y
papaya tanto en frutos mango como en frutos de papaya, por lo tanto es posible
dar seguimiento al programa de proteccion cruzada para la antracnosis de mango
y papaya en el ambito nacional.

Mediante el diagnostico molecular, se constaté que las cepas obtenidas de los
cultivos de mango y papaya, son en verdad de Colletotrichum gloesporioides

(Penz.) Penz & Sacc.
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2.11 Recomendaciones

Ampliar este estudio a todos los cultivos frutales y otros plantas sospechosas de

ser afectadas por Colletotrichum gloesporioides (Penz.) Penz & Sacc.

Dar seguimiento a las pruebas de proteccion cruzada con el propdsito de validar

un método alternativo de proteccion poscosecha para el mercado nacional.
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2.13 Anexos

Anexo 1 Cultivo de papaya( Carica papaya L.)

Cultivo de Papaya (Carica papaya L.)

Origen
El cultivo de papaya es originario de la América tropical.

Descripcion
Familia: Caricaeae.
Genero: Carica.
Especie: Carica Papaya

Es una planta arbustiva cuyo tallo es hueco, alcanza alturas de 8 a 10 metros segun
la edad, rara vez ramifica. Esta especie es considerada poligama y presenta

plantas con flores femeninas, masculinas y hermafroditas.

Figura 61. Cultivo de papaya
Fuente: fotografia tomada en campo en el ICTA-CISUR, por Ariel Oswaldo Reyes Donis. 2007
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Plagas y Enfermedades
Las plagas inciden negativamente en la produccion de la papaya, ocasionando

dafnos a los tallos, hojas y frutos y en ocasiones transmiten enfermedades severas
gue pueden destruir las plantaciones (22).

Entre las enfermedades de mayor importancia econdmica, estan las siguientes:

Nombre Agente causal
Antracnosis del fruto Colletotrichum gloeosporioides
Falsa herrumbre Puccioniopsis caricae
Mildiu polvoriento Oidium sp.
Mosaico Virus

Anexo 2 Cultivo de Mango (Manguifera indica)

Cultivo de Mango (Manguifera indica)

Origen
Cultivo proveniente del contienen asiatico, geograficamente ubicado al noreste de
la India.

Descripcién del cultivo
El mango es un arbol que puede alcanzar los 20 m de altura. El tronco, con un

diametro de hasta 20cm, tiene la corteza de color gris claro o castafio; al principio
su superficie es lisa y luego, con la edad, se agrieta. En el género Manguifera

existen aproximadamente quince especies cuyos frutos son comestibles (21).
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Figura 62. Cultivo de mango, fotografia tomada en campo ICTA-CISUR, por Ariel Oswaldo Reyes Donis, 2007

Tipos y Variedades
Algunas variedades introducidas, que muestran una relativa buena adaptacion a
nuestras condiciones, estan siendo cultivadas, especialmente por sus
caracteristicas que las hacen aptas para exportaciéon son: Tommy atkins, Haden,
Irwin, Kentt, Ataulfo, entre otras (24).

Plagas y Enfermedades
El mango es una especie poco vulnerable al atague de plagas y enfermedades,

aunque en ocasiones lo afecta la mosca de la fruta y las cochinillas (0 escamas).
En las enfermedades, las principales que pueden afectar al mango son el oidio y la
antracnosis, causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides (1).

C. gloeosporioides produce una lesion muy distinta en el mango, pero el hongo
requiere la confirmaciéon de su presencia por aislamiento en el laboratorio. Los
resultados tienen gque ser interpretados con cuidado, ya que otro hongo C. acutatum

es una saprofita comun y esté involucrado en la antracnosis del mango.



Anexo 3 Formulario para secuenciacion de cepas de

Macrogen Service Center

Basic information
Order number:
Data of order:
Service:
user ID:
name:
code:

Order in detail:
preferred sample
storage:

PO number:
attention:

Payment method:
Dispatched by

080212FN-027
2008-01-12
Normal Service
Fholguin
Francisco Holguin
PCR/DNA

Sequenccing 26  reaction(s)

1 month(s)
RFC: CFS941020B25

El Colegio de la Frontera Sur
credit card

Macrogen's Fe YES

dEx/DHL account:

comment: want the reactions in two sense

Sample Information

Colletotrichum
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Page 1 of 2

We send 13 samples for sequencing, can you gitteeysrimers for the reaction, please?. |

sample type conc(ng/ul) number of reaction
1 1HAg PCR/DNA Non_cuantificated 2
2 2FrAg PCR/DNA Non_cuantificated 2
3 3FlAg PCR/DNA Non_cuantificated 2
4 4HAN PCR/DNA Non_cuantificated 2
5 6FrAn PCR/DNA Non_cuantificated 2
6 7FrPa PCR/DNA Non_cuantificated 2
7 8FIPa PCR/DNA Non_cuantificated 2
8 9FIMn PCR/DNA Non_cuantificated 2
9 10PMn PCR/DNA Non_cuantificated 2
10 11HMn PCR/DNA Non_cuantificated 2
11 12FrMn PCR/DNA Non_cuantificated 2
12 14G1 PCR/DNA Non_cuantificated 2
13 15G2 PCR/DNA Non_cuantificated 2
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Continuacién Anexo 3.
Macrogen Service Center Page 2 of 2

Primer Information

Primer type sequence(5” to 37) CO(%ﬁglt /rjllgion
ITS1 Universal TCCGTAGGTGAACCTGCGG 10uM
ITS4 Universal TCCTCCGCTTATTGATATGC 10uM
Reaction Information

sample primer
1 1HAg ITS1
2 2FrAg ITS1
3 3FIAg ITS1
4 4HAnN ITS1
5 6FrAn ITS1
6 7FrPa ITS1
7 8FIPa ITS1
8 9FIMn ITS1
9 10PMn ITS1
10 11HMn ITS1
11 12FrMn ITS1
12 14G1 ITS1
13 15G2 ITS1
14 1HAg ITS4
15 2FrAg ITS4
16 3FIAg ITS4
17 4HAN ITS4
18 6FrAn ITS4
19 7FrPa ITS4
20 8FIPa ITS4
21 9FIMn ITS4
22 10PMn ITS4
23 11HMn ITS4
24 12FrMn ITS4
25 14G1 ITS4
26 15G2 ITS4




Anexo 4 Aislamiento de hongos patdgenos del tejido una planta infectada.
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Anexo 6 Métodos de penetracion e invasion por hongo

Penetracion através
de aberturas

Penetracion a través

Penetracion directa
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Fuente: Agrios, G.N., 2005

Anexo 7 Secuencias de C. gloesporiodes obtenidas en el programa Chromas
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8FIPa-IT$1 - Chromas
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10PMn-1TS1 - Chromas




107

Anexo 8 Glosario de términos fitopatologicos

Acervulo: Cuerpo fructifero asexual, subepidérmico y en forma de plato, que produce
conidioforos cortos y conidios.

Agar: sustancia de consistencia gelatinosa que se obtiene de algas marinas y que se
utiliza para preparar medios de cultivo sélidos, con el objeto de estudiar y cultivar los
microorganismos.

Aislamiento: separacion de un patégeno de su hospedante y su cultivo en un medio
nutritivo.

Antracnosis : Tipo de mancha sobre hojas o frutos, generalmente negras y deprimidas,
ocasionada por hongos que producen sus esporas asexuales en una aceérvula.

Clorosis: Amarillamiento de los tejidos normalmente verdes, debido a la destruccion de la
clorofila o0 a la imposibilidad de sintetizarla.

Codificacidon : Proceso por el cual la secuencia de nucleétidos de una cierta porcion del
ARN, determina la secuencia de aminoacidos durante la sintesis de una proteina en
especial.

Conidio : Espora asexual de un hongo formada en el extremo de un conidioforo.

Cultivo : Crecimiento artificial de microorganismos en un medio de nutritivo preparado;
colonia de microorganismos mantenidos artificialmente en dicho medio de nutritivo.
Desinfectant e: Agente fisico o quimico que impide la infecciébn de una planta, érgano o
tejido.

Espora: unidades reproductivas de los hongos, constituida por una o varias células.
Estado imperfecto : Parte del ciclo de vida de un hongo en el cual no se producen
esporas sexuales.

Estado perfecto : Fase sexual en el ciclo biolégico de un hongo.

Fitoalexina : Sustancia que producen los tejidos del hospedante para inhibir el desarrollo
de hongos parasitos y que se forman cuando las células de la planta hospedante entra en
contacto con el patégeno.

Fitopatdgeno : Término que se aplica a los microorganismos que producen enfermedades
en las plantas.

Fitotoxico : Que es toxico para las plantas.

Funguicida : Compuesto toxico para los hongos.

la formacion de yemas a partir del organismo original.

Gen: Porcion lineal del cromosoma que determina o condiciona uno 0 mas caracteres
hereditarios. . La unidad funcional mas pequefia del material genético.

Genotipo : Constitucion genética de un organismo.

Hospedante : Planta invadida por un parasito y de la cual éste obtiene sus nutrientes.
Infeccion : Establecimiento de un parasito dentro de una planta hospedante.

Inoculacién : Llegada o transferencia de un patdgeno a su hospedante.

Inocular : Accion que pone en contacto un patégeno con una planta hospedante o un
organo de ella.

Inoculo : Patdgeno o partes de él que ocasiona enfermedad.

Lesion : Area o region definida de la planta, caracterizada por un cambio morfofisiologico
en la misma.
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Mancha: Lesion definida, por lo comuan clorética o necrética, que difiere en color de los
tejidos circundantes.

Mancha foliar : Lesion limitada sobre la hoja.

Marchites : Pérdida de rigidez y caida de los 6rganos de la planta que por lo general se
debe a la falta de agua en su estructura.

Medio de cultivo : Medio nutritivo preparado para el cultivo de microoganismos.

Micelio : Hifa o masas de hifas que constituyen el cuerpo de un hongo.

Micosis : Nombre de las enfermedades producidas por hongos.

Momificado : Fruto seco y rugoso.

Necrético : Muerto y decolorado.

Patogenicidad : Capacidad relativa que tiene un patdgeno para producir enfermedad.
Patogeno : Entidad que produce enfermedad.

Penetracion : Invasion inicial de un hospedero por un patégeno.

Periodo de incubacién : Periodo comprendido entre la penetracién de un patégeno en su
hospedante y la manifestacion de los primeros sintomas de la enfermedad.

Pudricion : Ablandamiento, decoloracion acompafiado a veces por desintegracion de los
tejidos de una planta por una infeccion fungica o bacteriana.

Purificacion : Separacién de las particulas virales en forma pura de los componentes
celulares.

Variabilidad : Capacidad que tienen los organismos para cambiar sus caracteristicas de
generacion en generacion.

Virulencia : Grado de patogenicidad de un agente parasito determinado.
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3.1 Presentacion

El Programa de Frutales Tropicales del Centro de Innovacién Tecnoldgica del Sur
del ICTA (ICTA-CISUR) se desarrolla en la aldea de Cuyuta, municipio de Masagua,
departamento de Escuintla, en este parcelamiento se encuentra ubicado el Instituto de
Ciencia y Tecnologia Agricolas ICTA-CUYUTA, cuenta con un area exclusiva a la
investigaciéon de mas de 30 especies de frutales que abarca un area de aproximadamente
de 5 manzanas, en el cual se realizo el Ejercicio Profesional Supervisado de Agronomia
(EPSA), realizando diferentes actividades agricolas y de investigacion.

El area de frutales cuenta con una diversidad de especies que aun no han sido
rotulados o identificados, tales como: aguacate, anona, guayaba, mango, papaya,
carambola, etc. Siendo este uno de los mas importantes en el area de investigacion y
promocioén, tomando este problema como una oportunidad de servicio para la
identificacion con el nombre comun, el nombre cientifico y a la familia a la que pertenece

cada especie de los arboles frutales del parcelamiento.

El Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas es una entidad del Estado que se
encarga de brindar informacién técnica a la persona que desea solicitarla, y de ahi surge
el servicio de grabar un disco compacto (DC) interactivo, el cual contiene la informacién
técnica de las diferentes especies de frutales ubicadas en el parcelamiento. EI CD
interactivo contiene informacién como la clasificacion taxondmica, requerimientos edafo-

climaticos, manejo de plagas y enfermedades, entre otros temas de interés.

El tercer servicio consisti6 en la elaboracion de un cepario de (Colletotrichum
gloeosporioides) aislados en Anona, Aguacate, Carambola, Papaya, Mango y Guayaba,
con la finalidad de colaborar con la Facultad de Agronomia de la Universidad de San

Carlos de Guatemala, en la conservacién de material fitopatégeno.
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3.2 Objetivos

GENERAL

e Contribuir a la soluciébn de la problemética de la estacion ICTA-CUYUTA y el
laboratorio de fitopatologia de la FAUSAC a través de la ejecucion de servicios de

utilidad para ambas entidades.

ESPECIFICOS

» Identificar mediante el uso de rétulos las diferentes especies fruticolas que se

encuentran en la estacion de frutales ICTA-CUYUTA.

e Grabar un disco compacto (DC) interactivo con informacion de los diferentes
arboles frutales, indicando cada una de las especies, afladiendo informacion técnica

y fotogréafica para cada una.

» Elaborar un cepario para el laboratorio de fitopatologia de la Facultad de Agronomia
de la Universidad de San Carlos de Guatemala, a través de nuevas técnicas que

permitan mejorar la conservacion del patdgeno y a su vez ahorrar espacio fisico.
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3.3 Servicio |

Rotulacion de especies fruticolas

Objetivo

* Rotular las 27 especies de arboles frutales del ICTA-Cuyuta, Masagua, Escuintla.
Con el propésito de identificarlas para facilitar su estudio.

3.3.a Metodologia

Para este servicio se realizd un recorrido por el area de frutales con la ayuda del Ing.
Otoniel Sierra, para la identificacion y reconocimiento de las diferentes especies fruticolas

presentes en el area.

3.3.b Adquisicion de los materiales

Dentro de los materiales que se adquirieron estan: Una lamina de metal de 4X6 pies, una
tijera china, brochas de diferentes tamafios, soportes de madera, tachuelas de 1 pulgada,

pinturas de color blanco, azul, rojo y negro, molde de letras
3.3.c Corte de rotulos
De la lamina de metal se realizaron cortes de pequefios rotulos de 30X30 centimetros,

3.3.d Union de rétulos y soporte

Los rotulos se unieron a los soportes de madera mediante las tachuelas de una pulgada

de largo.

3.3.e Pintado de rétulos
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Los rotulos fueron pintados de color blanco de fondo y las letras fueron de color negro y

rojo.

3.3.f Elaboracion de rétulos

Los rotulos fueron elaborados con el nombre comun en la primera fila, nombre cientifico en

la segunda fila y la siguiente a la familia a la que pertenece.

3.3.g Colocacion de rétulos

Los rétulos fueron colocados en el campo a la par de cada frutal representativo del lugar.

3.4 Resultados

Los rétulos tienen la informacion siguiente: nombre comuan, el nombre técnico o cientifico.
Las letras van a ser de color azul atlantico y el fondo de color blanco.

"

Figura 61. Elaboracién de rétulos.
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Se identificaron 27 especies fruticolas en toda el area de frutales entre las cuales
podemos mencionar: aguacate, anona, carambola, guayaba, mango, papaya, noni,
palmito, mazapan, mamey, manzana de agua, nance, toronja, jocote marafién, pejibaye,

entre otras.

3.5 Conclusiones

Se rotularon las 27especies de arboles frutales ubicados e el programa de frutales
tropicales, en el ICTA-Cuyuta, contribuyendo de esta manera, al facil reconocimiento de

estas especies.
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3.6 Servicio 2

Elaboraciéon de CD interactivo

Objetivo

» Contribuir a la biblioteca de la estacion del ICTA-cuyuta, brindando informacion
importante de los diferentes cultivos frutales ubicados en el programa de frutas
tropicales.

3.7.a Metodologia

Para la elaboracion de este servicio, se realizé la medicion de la finca con la ayuda de un
GPS, tomando datos de la ubicacion de cada especie fruticola y del perimetro del area de

frutales.

3.7.b Adquisicion de los materiales

Los materiales empleados para este servicio, podemos mencionar: GPS Etrex, libreta de
campo, camara digital, informacion técnica de cada cultivo, power point, CD.

3.7.c Procesamiento de datos

Para la obtencion del mapa o croquis del area de frutales se procedié a bajar las

coordenadas UTM del GPS al ordenador utilizando el programa Arcview para graficarlo.
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3.7.d Elaboracion del CD

Una vez elaborado el mapa se procedié a elaborar el CD interactivo en el programa
Microsoft Power Point, haciendo hipervinculos sobre cada especie fruticola en el mapa

con su respectiva informacion técnica.

3.7.e Resultados

La grabacién de este disco compacto, es de gran ayuda a la biblioteca del la estacion del
ICTA-cuyuta, ya que los registros con los se que cuentan sobre diferentes especies de
arboles frutales, no estan en muy buen estado, asi mismo no se cuenta con informacion
de todas las especies frutales que se encuentran ubicadas en el proyecto de frutales

tropicales.

Bl uEnvPRINCPAL @D

Figura 63. Presentacion CD interactivo.
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aspanjosa-Abroso sueito, jugaro,
Pseco, i colon Qrie © cabé grizices,
de 10-30.gn de démetro
el por I e de
cicatrices grandes y prominantes
causadas por la caida de hojase
inflorescendias.

sistema radicular Muy superficial,
lo que condiciona el lsbores del
tarmana,

Hojas: Altamas, aglomeradar en el
dpice del tranae y ramss, de pe ciola
largos ampliarmants patantes, da 25-

P
enas medias robustas, |rr|dolnhs| Ia

Eare 85 profndaranty

o beglitipabiant ot o ol

Iébulos grandas, cads uno on L base

ancha o un tante conztrefiida ¢

scuminado, dpica agudo.

Floras: Lof srburtes de papaye
tienen tras clases de pies dferantes;
unos con flores ferenines, otros wn
flores hamafraditas y otror con flores
raradlnag.

Las Fores Femvaninas tieng un edic
formads por una corona o estrella de
cinee puntas muy pronunciada y faol
de distinguir, Encena da éata 14

ancuentra &l avar, cubsrs par o

sokdador. Lot astigmas son onca, de
color amarilia, ¢ tenen forma de

abarice. Los frutes de este pia son
grandes y globosos.

Las flores hamafroditas tisnan ks
dos sexos y &l ibol que las poses

ertarrbres y ol avarko s kobulado, Los
frutos de ests flor san globosss v

astambres. ckocados en dos tandass
ia flor e alargad y de forma
alindrica, al igual que al ovario, dando
frutos alargadas, El ditime tpo de flor
25 1y intarmadia ¢ irragular, o &5 una
flor blen constituida, fomands frutos
deforres.

Las flares masaulinas crecen en largos
padinculos da mis de medio metm
de longitud | &N cuyos extremos se

formadas por un large
constituido por ks b&ubt soldador,

da astigmas. Estas fores no dan
frutos, pero i lo hacen son alamgados
y dapoca calided.

Fruto: Baya ovoideoblong:

pinfarme o csai clindnica, glnndo

gamosa. jugsa, tmu

Tongitud: parts

supariar, de eolor vor‘l mnllmle

amarilo o anasanjado armarnilo cuando

nadura, de una elda, de wlor

ansranjads o mjiz por dentra con

nurmarorss semilles parietales y de 10

- 25 o o mis de largo ¥ 715 ano

s de didmatro, Las

calor negro,

encerradas en un arilo transparante,
otiadenes son ovakde

eblongas, splanados y de eslor

lanca.,

Figura 64. Contenido CD interactivo, cultivo de papaya.

| Zapote:

Nombre técnico:
Pouteria sapota (1scq.) HE
MooreBSteam

Nombres comunes:
Zapote Colorada, Mamey
Colorado, Mamey de Tierra,
Mamey Rojo, Yuco, Zapote
(El Salvador), Zapote Mamey
Mésdcn), Zapobe Domingo
(Repdblica Dominicana),

Origen y distribucion:
Esonginana de América
Central y del Sur de Meéxico,
e sigmbra como sombrs en
plantationes de café o coma
Arbol de patio. Se cultiva en
Costa Rica, Cuba, Puerto
Rico, Repiblca Dominicana,
Guatemala, Méuico y Florida,

Yariedades:

Costa Rica, Cuba, Puerto
Rico, Repiblica Dominicana
y Florida han sefeccionada
en los ditimos 30 afios,
clones que se estan

propa

vegetativamente, En £l
Salvador se conocen los

muy buena calldsd

—

Rendimiento:

250 3 400 frutos por drbol.
De 12,500 a 25,000 frutos
por hectdrea, dependiendo
del distanciamiento de
siembra y & partir de los S
afios de edad de la planta,
El peso del frito oscils entre
1.5y2.5¥gs. =

Epoca de produccion:
La floracién se da entre
eneno y marzo y produce de
abeil 2 julio y hasta agosto,

en el suelo, del programa de
Fertikzacion, la variedad y el
cima. Arboles a partir de
semilla producen a los 7
&fios, injertados desde 4

s pueden permanecer
Dr_aduclehdo ertrey 50
afios.

Zonas potenciales de
produccion:

Meseba Central, vales
intermedios, parte media de
la.Coedillera Nerte y Cadena
Cirstera de E| Salvador,

Propagacion:

Se reproduce por semillas y
por injerto. Para obtener
busnios resultados a2
recomendable escarificar las
semillas y colocarkas frescas
enun almécigo de arena de
ria fina y lavada, La
Qeminacin ocurre de 12 2
18 dias, el erecimiento inicial
&< régida, se debe
transplantar & bolsas de
pobatilens antes de curplr
una semana de germinacion
para eviter dafios en b raiz,
Se puede propagar
vegatativanente a través de
injerta de enchape lateral de
waretas no pecioladas sobre
patrones de 5.3 8 meses. Se
considera que el
prendimiento &5 mas alto
cuando se defolan les
ramilles 12.a 15 dias antes
de cortar las varstas del
érbol 0 cuando se recolectan
15.5 20 15 2 20 dias antes.

Requerimientos
agroclimiticos:
Es de clima calbdo y

Suelo: Se adapta a gran
warledad de suelos,
prospera mejor en
aquellos profundos.y.
Qs an materia
organica, de textura
liviana como franco-
arenasa y con buen
drenaje.

pH; Entre 5.4 6.5

Precipitacibn Supeion
alos 1,400 e,
distribuidos a lo largo. del
afio.

Temperabura: De 222
2820

Altitud: De 0.a 1,200
msam. Topografia: Para
todo tipo de pendisnte
con obras de
conservacion de suelos,

Figura 65. Contenido CD interactivo, cultivo de ae&p
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3.8 Servicio 3.

Elaboracion de Cepario

Objetivo

» Elaborar un cepario para el laboratorio de fitopatologia de la Facultad de Agronomia
de la Universidad de San Carlos de Guatemala, a través de nuevas técnicas que

permita mejorar la conservacion del patdgeno y a su vez ahorrar espacio fisico.

3.8.a Metodologia
Para el almacenamiento de las cepas de Colletotrichum spp., se utilizaron los

cultivos monospoéricos de las diferentes cepas de Colletotrichum spp., provenientes de
mango, papaya, anona, aguacate, carambola y guayaba, se tomaron pequefos
fragmentos de papel filtro previamente esterilizados, los cuales se fueron colocando sobre
el area de avance de la colonia del hongo, luego de colocados los fragmentos de papel, se
mantuvieron por un dia dentro de la incubadora a una temperatura de 22°C, para que los
fragmentos de papel fueran cubiertos con el micelio del hongo, para luego poder pasarlos
a viales estériles con agua esterilizada debidamente identificados con el nUmero de cepay
su procedencia, los viales se colocaron en planchas de duroport para que estos estuvieran

ubicados de manera adecuada y de facil transportacion.
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3.9 Resultados

Se pusieron en conservacion cepas de Colletotrichum spp. aisladas de papaya, mango,
anona, aguacate, carambola y guayaba., haciendo uso de una nueva técnica de
conservacion en papel filtro estéril y agua, dando al hongo las condiciones adecuadas
para que este entre en un periodo de dormancia, y asi

mismo garantizamos la existencia de material fitopatolégico para su previo estudio.

Figura 65. Cepario de Colletotrichum

Este es un método efectivo de conservacion, ya que luego de pruebas de activacion de
cepas, las cuales consisten en colocar el material fitopatdgeno en medio de cultivo en este
caso EMA (extracto de malta agar), se ha podido evidenciar que el hongo aun esta en

capacidad de reproducirse y de infectar a las plantas.
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3.10 Conclusiones

Se lograron establecer 27 rotulos de frutales con su nombre comun, nombre cientifico y a

la familia a que pertenece.

Se elaboro el CD interactivo con su respectivo hipervinculo sobre la informacién técnica

sobre el mapa del area de frutales.

Se lograron aislar 2 cepas de anona, 3 cepas de aguacate, cepas de 3 carambola, 2 cepas

de guayaba, 4 cepas de mango y 2 cepas de papaya.

De las 16 cepas asiladas de anona, aguacate, carambola, guayaba, papaya y mango se
realizaron 14 copias de cada una.
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3.11 Recomendaciones

Es necesario hacer un levantamiento topografico del area de frutales en el ICTA-cuyuta,
con teodolito u otro aparato de medicion mas sofisticado, ya que el utilizado para medir el

area cuenta con margen de error de 5 metros por punto tomado.
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3.12 Anexos
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Figura 66. Mapa del area de frutales con coordenadas UTM.



