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RESUMEN

El Ejercicio Profesional Supervisado (EPS), realizado en el periodo de febrero-
noviembre de 2007, fue ejecutado en el Centro de Innovacién Tecnolégica del Sur (ICTA-
CISUR), ubicado en la aldea Cuyuta, Masagua, Escuintla, en donde se trabajan
programas de investigacién, y para el desarrollo del ejercicio profesional supervisado se
selecciond la linea de investigacién de frutales tropicales.

El diagnéstico fue elaborado para el reconocimiento de las plagas y enfermedades
que afectan a los diferentes cultivos establecidos en el area de frutales. Las plagas
incluidas en el diagnéstico, fueron determinadas en el laboratorio de fitopatologia y
entomologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
Siendo la de mayor incidencia y dafio Colletotrichum gloeosporioides, ya que afecta a un
mayor numero de hospederos, y dentro de las plagas, se pudo determinar que la mosca
de la fruta (Anastrepha distincta), es mas dano causa, ya que esta ataca directamente a
los frutos de los diferentes arboles frutales.

La investigacion fue financiada con fondos de la Secretaria Nacional de Ciencia y

Tecnologia (SENACYT), tuvo la finalidad de estudiar al hongo Colletotrichum

gloeosporioides, que causa la antracnosis en los cultivos de aguacate y anona, ya que de
la informacién obtenida del mismo sera de gran interés para la busqueda de nuevas
alternativas de manejo de la enfermedad, como lo es la proteccion cruzada.

Los resultados obtenidos de la caracterizacidon patoldgica, nos demuestran que las
cepas aisladas de aguacate y anona son patégenos agresivos tanto en anona como
aguacate, de igual manera se pudo constatar que existe el fenémeno de infeccion cruzada
entre las diferentes cepas aisladas, descartando la posibilidad de proteccion cruzada como
manejo de la antracnosis post-cosecha.

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
promocién, tomando este problema como una oportunidad de servicio para la
identificacién 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 Agricola es una entidad del estado que en parte
se encarga de brindar informacidn técnica a la persona que desea solicitarla, y de ahi
surge el servicio de la elaboracion de un CD interactivo, el cual contiene la informacion
técnica de los diferentes especies de frutales ubicados en el parcelamiento. EI CD
interactivo contiene informacién como la clasificacién taxonémica, requerimientos edafo-
climaticos, manejo de plagas y enfermedades, entre otros temas de interés.

El tercer servicio consisti6 en la elaboracibn de un cepario de Antracnosis
(Colletotrichum gloeosporioides) aislados en Anona, Aguacate, Carambola, Papaya,
Mango y Guayaba.



CAPITULOI.  DIAGNOSTICO

Diagnédstico de plagas y enfermedades del programa de frutales tropicales del
Centro de Innovacion Tecnoldgica del Sur, del Instituto de Ciencia y Tecnologia
Agricola ICTA-CISUR, Cuyuta, Masagua, Escuintla.



l. Presentacion

El Centro de Innovacion Tecnologica del Sur (ICTA-CISUR) trabaja con diferentes
programas de investigacion, los cuales generan informacion utilizada en el desarrollo de
nuevas técnicas en el manejo de los cultivos, como lo es el manejo de plagas vy
enfermedades, principalmente en frutales tropicales. La comercializacion de estos frutos
es de gran importancia para el Centro de Investigacion, ya que de aqui se obtienen
ingresos, de los cuales sirven para absorber parte de los gastos que requiere el

mantenimiento del programa de frutales.

El presente diagnéstico fue elaborado para el reconocimiento de las plagas y
enfermedades que afectan a los diferentes cultivos establecidos en el area de frutales. Las
plagas incluidas en el diagnéstico, fueron determinadas en el laboratorio de fitopatologia y
entomologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Las plagas y enfermedades de los cultivos son uno de los factores limitantes en la
produccion agricola y la determinacién precisa de los mismos es un paso bésico e

indispensable para el disefio de una estrategia de manejo integrado.

Este diagnostico 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.

Se logro establecer e identificar las diferentes plagas y enfermedades presentes en
el programa de frutales. Generando informacién util para la busqueda de nuevos proyectos
de investigacion. Siendo la de mayor incidencia y dano Colletotrichum gloeosporioides, ya
que afecta a un mayor numero de hospederos, y dentro de las plagas, se pudo determinar
que la mosca de la fruta (Anastrepha distincta), es la que mayor dafno causa, ya que esta

ataca directamente a los frutos de los diferentes arboles frutales.



Il. Marco referencial

2.1 Ubicacion geografica

El Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola del Sur (ICTA-CISUR), se encuentra
localizado en la vertiente sur de la Republica de Guatemala (ver Fig. 1), en las
coordenadas 14° 07' latitud Norte y 71° 09' longitud Oeste, inserta en el Parcelamiento
Cuyuta, del Municipio de Masagua, Escuintla, ubicado en el kilometro 83.5 a 47 msnm por
la antigua carretera que conduce al Puerto de San José (Matta, G. 1984). Cuenta con un
area total de 221.57 ha, teniendo 24 parcelas aprovechables con un area total de 199.47

ha, de las cuales tienen diferentes funciones de produccion (ver fig. 2) (Quifiones, J. 2006).
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Figura 1. Localizacién del ICTA-CISUR, Cuyuta, Masagua, Escuintla.
Fuente: Autor, generado en el programa de ArcGis 9.2
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Figura 2. Centro de produccién ICTA-CISUR, Cuyuta, Masagua, Escuintla.
Fuente: Vasquez, C. 2005.




El parcelamiento Cuyuta, se encuentra localizado en el municipio de Masagua, del
departamento de Escuintla (Ver figura 3); se situa geograficamente entre 90° 49’ y 90° 55’
longitud Oeste y entre las paralelas 14°02’ y 14°08’ latitud Norte (Carbajal, EA. 1992).
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Figura 3. Parcelamiento Cuyuta, Masagua, Escuintla.
Fuente: EPICSA, 2005.

2.2 Clima y ecologia

Segun la clasificacion de zona de vida por Holdridge, el ICTA pertenece a la zona
bioclimatica de bosques muy humedo sub-tropical calido (bmh-s (c), tiene dos estaciones
bien marcadas, una muy seca y otra muy humeda con una precipitacién variable,
alcanzando promedios de 2,000 mm anuales, pudiendo sobrepasar los 2,500 mm en afos
lluviosos. Los meses secos son de noviembre a abril, inicidndose la época de lluvia en el
mes de mayo, siendo de mayor intensidad de julio a octubre (Carbajal Segura, EA. 1992).

El area presenta un clima célido, con una oscilacion de 14°C en las temperaturas
maxima y minima que van de 18 a 32°C. La elevacion va de 38 a 48 metros sobre el nivel
del mar (MSNM). Los vientos alcanzan, regularmente, velocidades entre 12 y 22 km/h,



segun la época del ano, existiendo eventualmente vientos huracanados que superan lo 40
km/h, y se presentan en el mes de septiembre (Matta, G. 1984).

2.3 Suelos y topografia

La estacién experimental ICTA-Cuyuta se encuentra enmarcada dentro de la serie
de suelo Tiquisate; por consiguiente, 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
[, estos suelos son propicios para bosques tropicales y deciduos. El parcelamiento cuenta
con relieves casi planos, con desniveles de 3 a 4% (Matta, G. 1984).

En la clasificacion técnica por Capacidad de uso de la tierra se definio la clase II: 78.97%
y clase lll: 34.52%. (Cifuentes, ED. 2004)

Clasificacion técnica por Capacidad
de uso de la tierra

Clase lll
30%

Figura 4. Clasificacién técnica por capacidad de uso de la tierra.
Fuente: Cifuentes, E. 2004

El sistema de clasificacion con base en la Capacidad-fertilidad permitio la identificacion de
dos grupos de suelos: a) Francos, 144.5 has: L, 17 has., LC, 22 has., LS, 105.22 has. b)
Arenosos, 77.22 has: con Baja Capacidad de Intercambio Catiénico (Se), 30.95 has, baja
disponibilidad de potasio y baja CIC (SKe), 27.8 has. (Cifuentes, ED. 2004)

Sistema de clasificacion con base en la
Capacidad-fertilidad

Arenoso
35%

Figura 5. El sistema de clasificacion con base en la Capacidad-fertilidad.
Fuente: Cifuentes, E. 2004
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Figura 6. Mapa clasificacion con base en la Capacidad-fertilidad.
Fuente: Cifuentes, E. 2004.

Clasificacion por uso e intensidad del uso de la tierra: Que el 43% de la tierra se utiliza
para la produccion de semilla de maiz, ajonjoli y arroz; el 23 % para el cultivo de sistemas
silvopastoriles; el 13% para cultivo de sistemas forestales; el 10% para el cultivo de pastos; el
7% para area urbana y administracion y el 6% para cultivo de frutales tropicales (Cifuentes,

ED. 2004).
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Figura 7. Intensidad de uso de la tierra.
Fuente: Cifuentes, E. 2004.
2.4 Aspectos Economicos
Puede apreciarse que la explotacidén de las parcelas es de tres formas: explotacion
agricola, ganadera y mixta. Dentro de la explotacion agricola el principal cultivo son los
arboles frutales (Matta, G. 1984).

2.5 Agricultura

El ICTA, cuenta con varias areas de produccién dentro de los que se pueden
mencionar: Proyecto de bambu, proyecto de maiz, proyecto de frutales (mango, guayaba,
anona, papaya, carambola, aguacate, limén, naranja, chico, zapote, maranon, toronja,
mamey, platano, banano, manzana de agua), produccién de sorgo y trigo, produccion de
sistemas pastoriles, produccién forestal (Teca, Cedro, Caoba) (Sierra, O. 2006)".

2.6 Recursos hidraulicos

Los recursos hidraulicos con que cuenta el parcelamiento es el agua subterranea
que se utiliza para consumo domestico y abrevaderos por medio de pozos construidos a
manos (Carbajal Segura, EA. 1992).

' Comunicacion personal, Ingeniero Agrénomo, Coordinador de Frutales del Centro Experimental ICTA-
CISUR, Cuyuta, Masagua, Escuintla.



lll. Objetivos

3.1 General

e Contribuir con informacién técnica de plagas y enfermedades del Instituto de
Ciencia y Tecnologia Agricola del Sur (ICTA-CISUR), en el Proyecto de Frutales del

parcelamiento Cuyuta, Masagua, Escuintla.

3.2 Especificos

¢ Identificar los problemas de plagas y enfermedades de importancia econémica que
presenta la produccién de frutales del ICTA-CISUR, Cuyuta.

e Generar nueva informacién para la elaboracion de proyecto de servicios e
investigacién que promuevan posibles soluciones a los problemas de plagas y

enfermedades.
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IV. Metodologia

Para la realizacion del diagnéstico de plagas y enfermedades en el proyecto de
frutales del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola del Sur (ICTA-CISUR) de Cuyuta, se
utilizé la informacioén obtenida mediante entrevistas personales 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 vy

enfermedades presentes dentro del mismo.

4.1 Obtencidén de Informacion
4.1.1 Observacion

Se realizaron recorridos dentro del area de frutales del Centro de Investigacion, con
lo cual se pudo determinar la situacién 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 las diferentes especies de frutales.
Asi mismo se realizd un croquis del area siendo de esta manera mas facil ubicar los

cultivos.

4.1.2 Trabajo de laboratorio

Se recolectaron muestras de los diferentes arboles frutales del proyecto de frutales
del Centro, estas muestras vegetales presentaron sintomas de enfermedad (manchas
foliares, clorosis 0 amarillamiento, etc.), también se recolectaron insectos que se sospechd

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

4.1.3 Revision de literatura
Se realizé una recopilacion de informacion sobre los diferentes frutales con lo cual
pudimos reforzar la informaciéon primaria obtenida por medio de informacién directa,

muestreos acerca de plagas y enfermedades.

4.1.4 Sistematizacion de la informacion
Luego de haber recolectado toda la informacién necesaria se procedio a ordenarla y

clasificarla para su facil entendimiento, esta informacion sirvié para elaborar el diagnostico.

4.1.5 Matriz de problemas
Se realizé una matriz de problemas, con la cual se determiné la situacion actual del

programa de frutales del Centro de Investigaciones Agrondmicas.
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V. Resultados

5.1 Matriz de problemas

Mediante esta matriz se pudo determinar que el mayor problema dentro del area de
frutales, es la poca informacion que se tiene sobre las plagas y enfermedades que afectan
los diferentes cultivos establecidos en el area del programas de frutales, seguido de la
falta de recursos para mantenimiento de los mismos, asi mismo la falta de control de
plagas y enfermedades es limitada. Esta matriz se elabor6 con el Ing. Otoniel Sierra,
encargado del programa de frutales, en el cual se asigné 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 y enfermedades. Seguido de este problema se

encuentra la falta de recursos interviniendo en el control de las mismas.

Tabla 1. Matriz de Problematica.
1 2 3 4 5 6 |
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Referencia
Problema Frecuencia
Control de plagas 0
Control de enfermedades

Falta de informacién técnica

Falta de recursos

Parcelas demostrativas representativas
Falta de divulgacion
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5.2 Enfermedades
5.2.1 Mancha Johnston (Pyricularia grisea Cavara) en Banano

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 cascara que
luego se vuelven manchas circulares, necréticas, hundidas, rodeadas de un halo rojizo y

mas exteriormente, de un halo grasoso de color verde.

Figura 8. Fruto de banano afectado por Pyricularia grisea.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
5.2.2 Mancha Diamante (Cercospora hayi) en Banano
Ocurre en los pedunculos, corono y fruto. 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 las manchas se extienden a los tejidos y se tornan

de color negro y la parte central se agrietan, exponiendo la pulpa del fruto.

B 'I
Figura 9. Fruto de banano afectado por Cercospora hayi.
Fuente: Fotografia tomada en el campo, por Reyes Donis, A. y el Autor.
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5.2.3 Antracnosis (Colletotrichum musae (Berk. & M.A.Curtis) Arx) en Banano

En los frutos aparecen primero puntos necroéticos que se 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
azucares para desarrollarse.

Figura 10. Fruto de Banano afectado por Colletotrichum musae.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.

5.2.4 Mancha cordana (Cordana musae (Zimm) Hohnel) en Banano
Hoja

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

Figura 11. Hoja de banano afectado por Cordana musae.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
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5.2.5 Bacteriosis foliar (Erwinia stewartii (Smith) Dye) en hoja de Palmito

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 exudacion de la planta como respuesta a la
infeccion bacteriana. Esta manchas pueden cubrir toda la hoja, hasta incluso causarle la
muerte a 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 través de haces vasculares.

Figura 12. Vectorhk (‘aetocné‘ma Iicaria) y hoja de palmito afectado por Erwinia stewartii.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.

5.2.6 Antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) en hoja de Palmito

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 s6lo quedan las nervaduras. El hongo puede alcanzar grandes areas de tejido
afectando la fotosintesis.

Figura 13. Hoja depa ito afectado por Colletotrichum gloeosporioides.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
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5.2.7 Mancha foliar (Cercospora palmivora) en hoja de palmito
En las hojas aparecen como puntos negros pequefos rodeados de halo amarillo,

que conforme crecen cambian a un color gris claro con el centro oscuro.

~_ o "-.’asfoa.fzo‘m 0
Figura 14. Hoja de palmito afectado por Cercospora palmivora.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por el Autor.

5.2.8 Mal del almacigo (Phytophthora palmivora Butler) en palmito
A nivel del cuello se presenta estrias necroticas, la hoja bandera de las plantulas

afectadas se desprende facilmente por pudricién de la base.

Figura 15. Tallo de palmito afectados por Phytophthora palmivora.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
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5.2.9 Mancha foliar (Cercospora sp) en hoja palmito
En hojas se presentan manchas irregulares con centro claro rodeadas de halo necrético

café, algunas con punto central oscuro.

Figura 16. Hojas de palmito afectador Cercospora sp.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.

5.2.10 Virus de la Leprosis de los citricos (CiVL) en fruto naranja

En hojas la enfermedad se manifiesta como anillos cloréticos con centro verde.
Conforme la enfermedad avanza, estos anillos se llenan de estrias necréticas y se vuelven
de color café. En tallos se presentan anillos necréticos con centro verde. A medida que la
enfermedad avanza estos anillos se unen formando grandes areas de tejido necrético
facilmente desprendible. En frutos se observan manchas necroticas rodeadas de un halo
amarillo muy notorio.

Figura 17. Fruto de naranja afectado por CiLV.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
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5.2.11 Cancrosis de lo citricos (Xanthomonas axonopodis pv. citri) en fruto naranja

La enfermedad se manifiesta en todos los 6rganos de la planta. El tamano 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 deformacién 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.

Fiura1 8. Sintoma d Xanthomonas axonopis en hojas y fruto de naranja.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
5.2.12 Antracnosis (Gloesporium limetticola) en hoja y fruto limén
En hojas se presentan manchas necréticas pequenas 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.
T “ ' i . -1' f I iy
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Figura 19. Hojas y fruto de limén afectados por Gloesporium limetticola.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.

-
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5.2.13 Verugosis (Sphaceloma sp) en hoja y tallo Limon

En ambos lados de la hoja presentan pequenas 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.

Figura 20. Hoja, fruto y tallo de limén afectadas por Sphaceloma sp.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.

5.2.14 Fumagina (Capnodium citri) en hoja y fruto de citricos

En hojas, frutos y ramas aparece una especie de micelio de color negro que crece
sobre sustancias azucaradas producidas por cochinillas harinosas, moscas blancas o
pulgones. El hongo no penetra el tejido, pero al crecer sobre la hoja reduce la capacidad

de fotosintesis de la planta.

Figura 21. Hojas de citricos afectadas por Capnodium citri.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
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5.2.15 Fieltro o cuero (Septobacidium pseudopedicellatum) en tallo y hoja de lima
En hojas, ramas y frutos aparece un micelio de color 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.

Figura 22. Hojas de lima afectadas por Septobacidium pseudopedicellatum.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.

5.2.16 Verrugosis (Cladosporium herbarum) en hoja y fruto de maracuya

En el haz de las hojas se observan manchas necroéticas 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 pequefnias manchas hundidas de color café claro que luego se hipertrofian

formando una verruga.

N
Figura 23. Hojas y frutos de maracuya afectadas por Cladosporium herbarum.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
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5.2.17 Antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Sacc) en Fruto maracuya
Las hojas muestran manchas necroticas concéntricas que presentan la fructificacion
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.

Figura 24. Fruto de maracuya afectado por Colletotrichum gloeosporioides.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
5.2.18 Pudricién radicular (Fusarium solani) en raiz de maracuya
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 prenecroticas. La

enfermedad puede matar la planta.

A . :".5,-_
Figura 25. Raices de maracuya afectadas por Fusarium solani.

Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.



21

5.2.19 Pudricion blanda (Phytophthora palmivora Butler) en fruto de papaya.

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
maduros las lesiones se alargan y los debilitan causando caida de plantas cuando existe
la presencia de fuertes vientos.

S |

Figura 26. Frutos de papaya afectados por Phytophthora palmivora.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
5.2.20 Antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) en fruto papaya
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.

A

Figura 27. Fruto de papaya afectado por Colletotrichum gloeosporioides.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por el Autor.
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5.2.21 Pudricion radicular (Fusarium solani) en raiz de papaya

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

r : '!" -Q \ F-.,- .. ) . e, i s
Figura 28. Raices de papaya afectada por Fusarium solani.
Fuente: Fotografia tomada en el campo, por el Autor.

ey )

5.2.22 Viruela (Asperosporium caricae) en hoja de papaya

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 fructificacion o signo del hongo causante. A
medida que éstas progresan se forman pustulas salientes de color beige a marrén y
conforme el fruto madura, se vuelven oscuras por la fructificacién del hongo. Las lesiones

del fruto no comprometen la pulpa, pero si afecta la calidad.

Figura 29. Hojas de papaya afectadas por Asperosporium caricae.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
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5.2.23 Mancha blanca (Corynespora cassicola Weir) en hoja de papaya

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.

Figura 30. Hoja de papaya afectada pdr Coynespora cassicola.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.

5.3 Plagas

5.3.1 Pulgon negro (Pentalonia nigronervorsa Coquerel) en Banano

Estos insecto viven formando colonias y succionan la savia de las plantas. Se los
localiza en el pseudotallo, hojas jovenes y frutos. Este insecto es vector del virus “Banana
Bunchy Top Disease (BBTD, por sus siglas en ingles)

B

—~

Figura 31. Pulgon negro (Pentalonia nigronervorsa).
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por el Autor.

g v
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5.3.2 Picudo negro (Cosmopolites sordidus) en platano
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,

las plantas fuertemente infectadas pueden caerse.

Figura 32. Picudo negro (Cosmopolites sordidus).
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
5.3.3 Picudo del palmito (Rhynchophorus palmarum) en palmito
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.

Figura 33. Picudo del palmito (Rhynchophorus palmarum).
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
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5.3.4 Minador de citricos (Phyllocnistis citrella Stainton)

La larva 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 infestacion por este insecto facilita el ingreso de la bacteria que produce la

cancrosis de los citricos.

Figura 34. Sintomas y adulto del Minador de citricos (Phyllocnistis citrella Stainton)
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
5.3.5 Acaro de la leprosis (Brevipalpus phoenincis) en varios cultivos
Estos acaros son vectores del virus que produce la 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.

Figura 35. Acaro de la leprosis (Brevipalpus phoenincis).
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
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5.3.6 Mosca de los frutos (Anastrepha distincta Greene) en palmito

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

g!:.\ D “‘
Figura 36. Mosca de los frutos (Anastrepha distincta Greene).
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.

5.3.7 Beauveria en picudo de palmito (Beauveria bassiana Vuill) en palmito
Adulto del picudo rayado (Metamasius hemipterus) atacado por Beauveria bassiana

Figura 37. Adulto del picudo rayado (Metamasius hemipterus) atacado por Beauveria bassiana.
Fuente: Fotografia tomada en el Laboratorio de Fitopatologia FAUSAC, por Reyes Donis, A. y el Autor.
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VI. Conclusiones

Se logro establecer e identificar las diferentes plagas y enfermedades presentes en
el programa de frutales del ICTA-CISUR-Cuyuta. Generando informacién util para la
busqueda de nuevos proyectos de investigacion.

Dentro de las principales enfermedades encontradas tenemos: Mancha Johonston
ocasionada por Pyricularia grises, Mancha de diamante (Cercospora hayi), Mancha
cordana (Cordana musase), Antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides), Mancha foliar
(Cercospora sp), Fumagina (Fumago sp), Mancha blanca (Corynesporea cassicola).
Siendo la de mayor incidencia y dano Colletotrichum gloeosporioides, afectando un mayor

nuamero de hospederos.

Dentro de las plagas se pudo determinar que la mosca de la fruta (Anastrepha
distincta), es la que mayor dafo hace, ya que esta ataca directamente los frutos de los

diferentes arboles frutales presentes dentro del proyecto de frutales del ICTA.

VIl. Recomendaciones

Elaboracién de un programa de contingencia inmediato para el 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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CAPITULOIl. INVESTIGACION

Caracterizacion patoldgica y diagndstico molecular de cinco cepas del hongo
Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc, aisladas de aguacate y anona y
evaluacion de proteccion cruzada como alternativa para manejo postcosecha en la

estacion ICTA-CISUR-Cuyuta, Masagua, Escuintla

Pathological characterization and molecular diagnostic of five strains of Colletotrichum
gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc., isolated from avocado (Persea americana Mill.) and
annona (Annona sp.) and its evaluation of crossed protection as an alternative for
postharvest management at the experimental station ICTA-CISUR-Cuyuta, Masagua,
Escuintla.
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l. Presentacion

El aguacate y la anona son frutales de importancia econémica para la poblacion
guatemalteca, ya que se perfilan como una de las mejores opciones en la agricultura por el
crecimiento de la demanda nacional y por la activacién de la industria postcosecha
(Granados Friely, J.C., 2007). Dentro de los problemas que afectan Ila produccién de
ambos frutales destacan las enfermedades que se presentan en el fruto, como la
Antracnosis, causada por Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc, anamorfo de
Glomerella cingulata, misma que provoca grandes pérdidas, ya que lo afecta en cualquier
etapa de desarrollo. (Reyes-Amado, C. y Morales-Garcia, L., 2002)

Aunque la antracnosis puede ser causada por varias especies, C. gloeosporioides
es la de mayor importancia econémica dado que afecta un amplio intervalo de hospederos
en los trépicos y subtrépicos (Manners et al., 1993; Freeman, 2000). La investigacién
consistié en confirmar la patogenicidad e infeccion cruzada de cepas de Colletotrichum
gloeosporioides aisladas en hojas, flores y frutos de las plantaciones de aguacate y anona
que se encuentran ubicadas en el Centro de Innovacién Tecnoldgica del Sur del Instituto
de Ciencia y Tecnologia Agricola (ICTA-CISUR) situada en la aldea Cuyuta, Masagua,
Escuintla. En adicién, se realiz6 el diagnostico molecular de las cepas aisladas en ambos
cultivos. Para la amplificacion de la region ITS, se utilizd la técnica de la Reaccion en
Cadena de La Polimerasa (PCR) con los cebadores universales del gen ADNr 5.8S (ITS1:
5TCCGT AGGTG AACCT GCGGS3’ e ITS4: 5TCCTC CGCTT ATTGA TATGC3’), ya que
esta permite la identificacion de la especie (Alvarez, E., et al, 2004). Este analisis confirma

que se trata del hongo C. gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc.

La caracterizacion de las cepas de C. gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc implica la
integracion de caracteristicas ecoldgicas, morfolégicas y moleculares, pruebas de
patogenicidad e infeccién cruzada, ya que muestra alta variabilidad morfolégica (Sutton,
1980). A pesar de los dafos asociados a la antracnosis en aguacate y anona, se han
realizado pocos estudios sobre patogenicidad e infeccién cruzada, este es uno de los

primeros estudios de este tipo realizado en la Costa Sur de Guatemala, el mayor

conocimiento de C. gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc contribuira a la busqueda de
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alternativas para el manejo y control de la ocurrencia del inéculo de C. gloeosporioides,
principalmente en la etapa de la postcosecha.
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Il. Marco conceptual

2.1 Antracnosis
2.1.1 Descripcion

La Antracnosis puede ser causada por varias especies, Colletotrichum
gloeosporioides es la de mayor importancia econdémica dado que afecta un amplio
intervalo de hospederos en los tropicos y subtropicos (Manners et al, 1993; Freeman,
2000) y especialmente como la causa de problemas pre y postcosecha. La habilidad del
hongo para causar infecciones latentes lo ubica entre los patégenos mas importantes en
postcosecha (Rodriguez, 2007).

Conidias
(esporas)

Fuente: Barnett et al., 1999.

El hongo forma micelio blanco-grisaceo que puede variar a verde o negro, las
conidias se desarrollan en hifas solitarias y en acérvulos y tiene la capacidad de producir
peritecios de Glomerella sp. Las hifas son septadas, los conidios pueden variar en forma
y tamafio (Monterroso, D)2.

Figura 39. Colletotrichum g/oéoporioies. a) Acéruos yb Conidias.

Fuente: Rosales Meda, L. 2007

)

2 Comunicacién personal Dr. en CC. Fitopatdlogo, Prof. Titular, FAUSAC.
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2.1.2 Clasificacion Taxonémica

Segun NCBI, 2008 (National Center for Biotechnology Information).
Caracterizacion Molecular por ITS.

Dominio: Eucariota

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Subphylum: Pezizomycotina

Clase: Sordariomycetes

Subclase:  Sordariomycetes incertae sedis

Orden: Phyllachorales
Familia: Phyllachoraceae mitospdricos
Género: Colletotrichum (Estado Anamorfo)

Glomerella (Estado Teleomorfo)

La Antracnosis es causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc., que en su forma sexual corresponde a Glomerella cingulata (Ston) Spauld
& Scherenk. Se caracteriza porque presenta conidias hialinas, unicelulares, ovoides u
oblongas, ubicadas en una estructura llamada acérvulo. Estos cuerpos son en forma de
disco, cerosos, sub-epidermales y tipicamente oscuros. Ademas de los conidiéforos y
conidias, presentan setas en el borde del acérvulo y conidi6foros (Dickman, M. B., 2006).

Su distribucién es mundial y actualmente el taxén se considera constituido por 39
especies (segun Sutton, 1992, citado por Rodriguez) entre las que se encuentran tanto
sapréfitas como parasitas. Las especies patdgenas causan serias pérdidas en un amplio
nuamero de plantas cultivadas entre las que se encuentran frutales, cereales, pastos,
leguminosas y cultivos perennes en regiones tropicales y subtropicales. Los sintomas de
ésta enfermedad son frecuentemente una lesion denominada antracnosis, pudiendo
lesionar la mayor parte de la planta. Al menos tres distintas especies de Colletotrichum se
han asociado comunmente con las plantas de café: C. gloeosporioides, C. acutatum y C.
kahawae (Waller et al., 1993).



|
|

D

E

34

10 um

Figura 40. Conidias y apresorios de especies de Colletotrichum de interés fitopatoldgico.
(A) C. coccodes; (B) C. crassipes; (C) C. dematium; (D) C. gloeosporioides; (E) C. graminicola.
Fuente: J. Clin. Microbiol. 2004. American Society for Microbiology.

Tabla 2. Caracteristicas morfoldégicas mas importantes para separar cinco especies de
Colletotrichum interés fitopatoldgica.

Especies | Esclerocio Apresorio Conidia
Colletotrichum Presente Maraen entero Heterosexual; fusiforme; disminuye
coccodes (globosa) 9 abruptamente a cada extremo; 16-22 a 3-4 ym.
Colletotrichum Margen crenado o Heterosexual; cilindrica; apice obtuso; base
, Ausente profundamente ;
crassipes truncada; 11-20 a 6-8 ym.
lobuladas
Colletotrichum Presente :\i/laerr%err?e?]rt];eirrcr)eo ular Falcada; fusiforme; disminuye gradualmente a
dematium (Cdbnico) 9 9 cada extremo; 19-25 a 2.5-3.5 ym.
lobulado
Colletotrichum Ausente Z;L%zg 3?;;2; Heterosexual; cilindrica; apice obtuso; base
gloeosporioides lobulado truncada; 6-25 a 4-6 ym.
Colletotrichum Presente , Falcada; fusiforme; disminuye gradualmente en
graminicola (irregular) Margen muy irregular el vértice y la base; 24-28 a 4-6 ym.

Fuente: J. Clin. Microbiol. 2004. American Society for Microbiology.
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2.1.3 Sintomas

Los sintomas de esta enfermedad puede aparecer cuando los frutos se han
desarrollado, pero con mayor frecuencia cuando se aproximan a la fase de madurez. La
antracnosis es comun en arboles que se encuentran danados o debilitados por una
fertilizacién inadecuada, por sequia, bajas temperaturas, por la aspersion, los insectos u
otras enfermedades. Las manchas foliares ocasionadas por la antracnosis producen la
muerte y deshidratacion de los tejidos infectados, produciéndose pequefios acérvulos
negros dispuestos en circulos concéntricos en las zonas necrosadas (Agrios, G., 2005).

La pudricion se inicia como pequenas zonas de color café claro que se extienden
con rapidez, toman la forma de un circulo y se hunden hasta un cierto grado en su parte
central. La superficie de las manchas es lisa al principio y puede ser parda obscura a
negra hasta que las manchas tengan un diametro de 1 a 2 cm. A partir de ese momento
aparecen numerosas estructuras en forma de cojin de las manchas y algunas de ellas se
extienden hacia fuera en direccion del borde de las manchas. En anona la pudricién
también invade el mesocarpio y forma un cono de tejido podrido y un tanto aguanoso que

puede o no tener sabor amargo (Agrios, G., 2005).

2.1.4 Condiciones ambientales

El hongo Colletotrichum gloeosporioides se disemina a través de la pelicula de agua
originada por el rocio y lluvias poco intensas pero frecuentes; cuando el hongo infecta la
inflorescencia impide la formacién de los frutos. La infeccion durante los periodos
humedos esté relacionada con la temperatura y duracion del periodo.

Estudios de laboratorio permitieron conocer que la germinacion de las esporas es
mayor con temperatura de 15°C y humedad relativa por debajo de 95%; el apresorio o
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°C, observandose lesiones a los 5 dias. El patdégeno penetra directamente o a través de
heridas causadas principalmente por insectos. El hongo es favorecido por elevada
humedad relativa (mas de 82%), alta precipitacién y temperaturas oscilantes entre 22 y 32

grados centigrados.
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En el campo esté establecido que la temperatura dptima para la germinacion de las
esporas del hongo oscila entre 22 y 32°C con éptima de 25°C (Dickman M. B., 2006).

2.1.5 Ciclo Patoldgico de Colletotrichum gloeosporioides
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Figura 41. Ciclo de la enfermedad de la antracnosis en frutos de Anona (Annona cherimola Mill.)

Por Colletotrichum fragariae. Fuente principal de in6culo (a). Produccién de conidias en setas (b) y acérvulos (c).
Adhesién de conidias en frutos sanos (d), en células epidermales y tricomas (e). Germinacién de conidias 6-9 h (f),
formacion de apresorios y punta de penetracion 12-24 h (g). Penetracién directa por las células epidermales y tricomas
(9). Colonizacion inter e intracelular de las células epidermales y basales de tricomas al mesocarpio 24 h (h). Aparicién
de lesiones 24-48 h (i-j). Formacion de acérvulos 48-72 h y produccion de nueva fuente de in6culo 72 h (b-c) (2).

Fuente: Aramburu et al. 2005.

El hongo inverna en tallos, hojas y frutos enfermos de las plantas en forma de
micelio 0 espora. Producen infecciones primarias y secundarias continuas durante toda la
estacion de crecimiento. La infeccion que produce el hongo se lleva a efecto mediante la
penetracion 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 acérvulos y conidias inmediatamente por debajo
de la cuticula, la cual se rompe y libera las conidias para una vez mas iniciar mas
infecciones (Agrios, G. N., 2005).
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2.1.6 Manejo de Postcosecha
El mayor perjuicio econémico de la antracnosis se evidencia en la fase de
postcosecha, pues es alli donde se observa con mayor intensidad el dafio y de una u otra
forma se cuantifican las pérdidas ocasionadas. Evaluaciones relacionadas con
caracterizacién de sistemas de produccion indican que las pérdidas por antracnosis, en
frutos cosechados son altas. Los dafos en postcosecha ocurren por lo siguiente:
e Alta presion de enfermedad en el campo
¢ Una mala seleccion de frutos favoreciendo la entrada de frutos enfermos en las cajas u
otro tipo de empaque
e Presencia de infecciones quiescentes o latentes provenientes del campo, que sélo se
hacen evidentes cuando los frutos maduran y bajo condiciones de humedad y altas

temperaturas de almacenamiento (Dickman, 2006).

2.2 Estrategias de penetracion de Colletotrichum

El proceso fisico de colonizacién de Colletotrichum es similar en muchas especies.
Después de que la espora se adhiere al tejido del hospedante, esta forma un tubo
germinativo que da origen a una estructura de infeccién llamada apresorio, de la cual
emerge una estructura denominada “clavija de penetracion”, que permite el paso directo a
la cuticula, (Diéguez et al, 2005; Timmer et al, 2005; Zulficar et al, 1996; Bailey & Jeger,
1992) aunque también hay reportes de penetraciéon indirecta a través de estomas o
heridas sin formar apresorios, como el caso de C. acutatum en citricos, el cual penetra los
pétalos de flores sin la formacién de apresorio (Zulficar et al, 1996; Bailey & Jeger, 1992).
Después de la penetracion del hongo, ocurren diferentes estrategias de colonizacion de
los tejidos:

2.2.1 Penetracion intracelular hemibiotroéfica

Se establece una infeccion inicial a través de una breve fase biotréfica, asociada
con una hifa primaria intracelular, convirtiéndose después en una fase necrotrofica
destructiva asociada con una hifa secundaria angosta, la cual se ramifica a través del
tejido del hospedante. En especies que adoptan esta estrategia la fase biotrofica inicial

puede variar en cuanto a duracién desde menos de 24 horas hasta 3 dias. La fase inicial
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biotréfica es seguida por una fase necrotréfica, la cual comienza con la apariciéon de hifas
secundarias mas angostas. Esta hifa se ramifica a través del tejido del hospedante inter e
intracelularmente, muriendo rapidamente las células del hospedante debido a la
degradacion de la pared celular por parte de las enzimas producidas por el hongo
(Diéguez et al, 2005; Timmer et al, 2005; Wharton & Diéguez, 2004; Zulficar et al, 1996).

2.2.2 Penetracion necrotroéfica intramural, subcuticular

Una vez penetrada la cuticula, el patégeno no entra inmediatamente dentro del
limen celular, sino que se desarrolla debajo de la cuticula, entre la pared periclinal y
anticlinal de las células epidermales. No es claro si las células del hospedante
permanecen vivas, pero los sintomas solo aparecen hasta 24 horas después de la
penetracion. Después del breve periodo asintomatico, el hongo comienza a expandirse
rapidamente a través del tejido del hospedante intra e intercelularmente, matando las
células vegetales y degradando las paredes celulares. El patogeno es favorecido por las
lluvia, alta humedad ambiental y temperatura éptima para su desarrollo de 20°C, con un
menor desarrollo a 27°C y un escaso desarrollo a los 5°C, 10°C y 30°C. La humedad en
forma de salpicaduras de lluvia y agua corriente ayuda a la distribucién y desiminacion de
conidias de Colletotrichum sobre la misma planta o de una planta a otra (Diéguez et al,
2005; Timmer et al, 2005; Wharton & Diéguez, 2004; Zulficar et al, 1996; Agostini et al,
1992).

En el caso de muchos frutales, pueden ocurrir otras estrategias de infeccion. Con C.
acutatum, las interacciones pueden ser intracelular hemibiotréfica cuando infecta frutos
maduros de cultivares susceptibles o necrotréfica intramural sub-cuticular cuando infecta
frutos de cultivares resistentes (Timmer et al, 2005; Wharton & Diéguez, 2004)

Segun Lenne y Parbery (1976) citado por Rodriguez 2007, durante un estudio
comparativo de germinacién y modelos de infeccion en especies de Colletotrichum, se
encontré que el apresorio aislado sobre la superficie de hojas se produjo en ausencia de
tubos germinativos y conidias, pruebas preliminares sugirieron que no solo los apresorios
fueron mas durables que las esporas y los tubos germinativos sino que su formacién fue

fomentada por la presencia de bacterias.
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Figura 42. Disefio esquematico de diferentes interacciones de patégeno-hospedero y estrategias

de infeccién de Colletotrichum acutatum.

A. Crecimiento biotrofico de C. acutatum con conidiacién secundaria. Germinacién de conidia para formar apresorio e infecciones
inactivas. La conidia secundaria es formada después de la germinacién del apresorium, (por ejemplo, predominantemente el ciclo de la
enfermedad biotréfica en hojas de citricos). B. Subcuticular, necrotrofica intramural con desarrollo hifal dentro del periclinal y las
paredes anticlinales de las células epidermales del hospedero. Note que las paredes celulares del hospedero estan hinchadas y lo mas
posible separadamente. (Por ejemplo, predominantemente en el ciclo de la enfermedad necrotréfica en fresa. C. Interaccion
Hemibiotrofica con infeccion visible y ancho de la hifa primaria dentro de la célula hospedera. Crecimiento inter-intracelular de la hifa
secundaria ilustrando la siguiente fase necrotroéfica. (Por ejemplo, combinacion de biotréfica y necrotréfica, pero principalmente el ciclo
de la enfermedad biotréfica en arandano). D. Hemibiotréfica y sub-cuticular, desarrollo inter-intracelular de C. acutatum en almendra
(por ejemplo, combinacién de bio y necrotréfica, pero principalmente el ciclo de la enfermedad necrotréfica en hojas y frutas de
almendra). Cn = conidia; Gt = tubo germinativo; Ap = apresorio; Iv = vesicle de infeccién; Ph = hifa principal; Sh = hifa secundaria; Sc =
conidia secundaria. La muerte de las células del hospedero, estan indicadas con lineas diagonales.

Fuente: Adaskaveg, J. E. 1997.

Con relacion a las estructuras de defensa (Agrios, 2005), incluyen cambios
morfoldgicos en la pared celular o cambios derivados de ella cuando la célula es invadida
por el patégeno. En algunos casos, las puntas de las hifas de los hongos que penetran
una pared celular y crecen hacia el lumen celular son rodeadas por materiales celul6sicos

(de calosa) que después se saturan de sustancias fendlicas y forman un vaina o
“lignitubérculo” en torno a la hifa (ver figura 43).
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Figura 43. Formacion de una cubierta protectora en torno a una hifa (H) que perfora la pared celular (CW).

A, apresorio; AH, hifa penetrante ain encerrada en la cubierta; HC, hifa en el citoplasma; S, cubierta protectora.
Fuente: Agrios, G. 2005.

2.3 Métodos e identificacion de Colletotrichum

Los métodos tradicionales para la diferencia entre especies de Colletotrichum se
han basado principalmente en la morfologia, analizando caracteristicas tales como tamafo
y forma de las conidias, color de la colonia, presencia o ausencia de setas y la existencia
del teleomorfo G. cingulata. Sin embargo, a las influencias medioambientales en la
estabilidad de las caracteristicas morfoldgicas y la existencia de formas intermedias, estos
criterios no son siempre los mas confiables para la diferenciacién de las especies de
Colletotrichum. La Reaccion en Cadena de La Polimerasa (PCR), al usar cebadores
(primer) que se anidan a secuencias especificas, es una técnica molecular rapida y
confiable para diferencias entre especies del complejo de Colletotrichum. (Freeman &
Katan, 1997)

La aplicacion de los marcadores moleculares en la taxonomia de los hongos
promete aclarar las relaciones entre los distintos taxones que se encuentran poco
separados a causa de los estudios morfologicos. Esto es de especial importancia debido a
que con esto se puede entender la identidad y complejidad genética de una poblacién de
patdégenos que afectan un huésped en particular y asimismo es esencial para formular
estrategias efectivas de manejo de enfermedades (Bailey & Jeger, 1992).
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2.3.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en Ingles)

La reaccidon de polimerizacién en cadena o PCR (Polymerase Chain Reaction), es
una tecnologia que se utiliza para sintetizar in vitro fragmentos especificos de ADN con la
finalidad de detectar una secuencia o gen de interés en el genoma de un individuo. Esta
tecnologia se ha venido utilizando con bastante éxito desde que fue patentada 1985 y se
ha empleado en diferentes campos del conocimiento, tales como la medicina, taxonomia,
biologia, agronomia, area forense y criminalistica, principalmente. Tiene varios
requerimientos, entre los cuales es indispensable un molde de ADN, moléculas iniciadoras
llamadas “primers”, una enzima ADN polimerasa resistente a fluctuaciones de
temperatura, una mezcla de desoxirribonucleétidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP y dTTP);
un amortiguador apropiado y un equipo llamado “termocilador” que tiene la capacidad de
cambiar las temperaturas dependiendo del ciclaje programado. La PCR consiste en tres
pasos esenciales: el primero es la desnaturalizacion y sirve para separar mediante
temperatura (94°C) la molécula doble de ADN a cadenas sencillas, que serviran como
moldes para la sintesis del (o los) fragmentos respectivo. En el segundo paso, la
temperatura se reduce para permitir el alineamiento (o reconocimiento) de las moléculas
iniciadoras a la secuencia blanco del ADN molde. Las moléculas iniciadoras pueden variar
en longitud, composicion de bases nitrogenadas y especificidad para parearse con la
secuencia blanco y dependiendo de esto, la temperatura de alineamiento puede variar
desde 25°C a 65°C. En el tercero, se lleva a cabo el alargamiento o extension de la
molécula iniciadora mediante la enzima ADN polimerasa a 72°C. Lo mas recomendable es
que la ADN polimerasa seleccionada tolere la temperatura de desnaturalizacion y se
mantenga activa durante el nimero de ciclos que se requieran; por ejemplo, en muchas
investigaciones se utiliza la ADN polimerasa Taq, proveniente de la bacteria termofila
Termus aquaticus, debido a que tolera la temperatura de desnaturalizacion sin alterar su
funciébn de polimerizacion. Estos 3 pasos (ciclos) se repiten en el termociclador,
permitiendo obtener de manera exponencial el fragmento o fragmentos discretos
sintetizados a partir del molde de ADN; por ejemplo, en una reaccién de 30 a 35 ciclos, se
acumularan alrededor de 106 a 108 moléculas de ADN (ver Figura 44), estas secuencias
amplificadas (sintetizadas de novo), pueden ser visualizadas en un gel de agarosa con
técnicas de tincion convencionales (Valadez et al, 2000).
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Figura 44. Esquematizacion del proceso de PCR.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utiliza una enzima llamada polimerasa para multiplicar rédpidamente un pequefio
fragmento de &cido desoxirribonucleico (ADN), una molécula de doble cadena en forma de escalera que transporta el material
hereditario en todos los seres vivos. Cada ciclo de PCR consta de tres fases. En la primera, llamada desnaturalizacion, se calienta el
ADN para separar las dos cadenas que lo forman. En la segunda, llamada templado, la temperatura de la mezcla se rebaja para que los
cebadores o fragmentos iniciadores del ADN se enlacen con las cadenas separadas de esta molécula. En la tercera o polimerizacion se
eleva de nuevo la temperatura para que la enzima polimerasa copie rapidamente el ADN. En cada ciclo de PCR se duplica todo el ADN
presente en la reaccion, de manera que en unas pocas horas se obtienen mas de mil millones de copias de un solo fragmento.

Fuente: Coleman, WB y Tsongalis, GJ (2006)

=

Una PCR tiene tres fases: exponencial, lineal y plateau. La fase exponencial es la
que ocurre primero en la PCR, en la cual el producto incrementa exponencialmente
cuando los reactivos no sean limitantes. La fase lineal se caracteriza por un incremento
lineal en el producto a medida que los reactivos de la PCR se vuelven limitantes. La PCR
eventualmente alcanzard la fase de plateau durante los ultimos ciclos y la cantidad de
producto no cambiara debido a que varios reactivos se han agotado (Yuan et al, 2006).

2.3.2 Espaciadores de Transcripcion Interna (ITS, por sus siglas en Ingles)

El ribosoma de los eucariotas posee dos subunidades de ADN Ribosomal (rADN o
DNAr siglas en ingles) con diferentes gradientes de sedimentacion: 40S y 60S, el cual esta
codificado por tres genes, la subunidad grande (28S), la subunidad pequena (18S) y el
gen 5.8S, separados por las regiones de los ITS. La regién de los ITS por el hecho de ser
intrones es un area de alta variabilidad al no tener una funcién biologica aparente y por
esto acumula mutaciones neutrales a lo largo del tiempo, lo que permite diferenciar
individuos relacionados genéticamente (Atkins & Clark, 2004; Cruz, 2003). La region ITS
es quiza ahora el fragmento de ADN mas secuenciado en hongos. Ha sido muy util para
estudios de sistematica molecular al nivel de especie y aun dentro de especies (ej., para

identificar razas geograficas) (Duke University, [en linea]).
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Figura 45. Unidad repetitiva de los rADN en el proceso de amplificacion del ITS1 e ITS4.

Haciendo uso de dos cebadores, partidores o “primers” especificos (que son oligonucleétidos que inician la
sintesis de ADN in vitro), llamados ITS1 e ITS4 (marcados en color azul) se puede amplificar la regién

comprendida entre ITS1, 5.8S rADN e ITS2, la cual varia en longitud, dependiendo de la especie.
Fuente: O’Donnell, K. 1992,

2.4 Colletotrichum en el cultivo de Anona

Segun Castro (2007), los frutos presentan pequefias manchas, de color marrén
oscuro que pueden coalecer. Sobre las lesiones se pueden observar puntos negros
formando circulos concéntricos. Cuando hay exceso de humedad se forman masas de
color rosado que corresponden a las esporas del hongo. Un fruto con avanzado estado de
antracnosis presenta agrietamientos que se proyectan hasta la pulpa, y favorece la
entrada de otros hongos afectando por lo tanto la calidad de la misma. Cuando hay ataque
de un insecto antes de la entrada de antracnosis, el fruto queda momificado en el arbol
(Ver figura 46a.)

a | : b
Figura 46. Sintomas de antracnosis (Colletotrichum gloeoorioies Peenz & Sacc)

a) Fruto momificado, b) Inicios de la infeccién
Fuente: Castro et al, 2007

La diseminacién de la enfermedad es favorecida por la alta humedad, causada ya
sea por los excesos de lluvias o de rocio. El hongo sobrevive en tejidos afectados, como

hojas, ramas, ramitas, frutos momificados (Castro et al, 2007).
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2.5 Colletotrichum en el cultivo de Aguacate

La Antracnosis en el cultivo de aguacate es causada por Colletotrichum
gloeosporioides (Penz) Sacc. Afecta el fruto después de cosechado, provocando manchas
grandes de color marrén oscuro y la pudricién de la pulpa (Rondén, G., 1991).

Crane, J. (1990) considera que esta infeccion es importante sélo en los frutos. Las
infecciones se producen en lesiones causadas por otros organismos como la rofa y la
mancha de Cercospora, 0 heridas causadas por agentes mecanicos. El hongo afecta
principalmente a frutos maduros, ocasionando la pudricion de la misma. Las lesiones
comienzan como manchas circulares de color marrén o0 negro las cuales se agrandan,
hunden y se rajan.

El control exitoso de las enfermedades de las hojas y frutos producidas por hongos
requiere que todas las partes del arbol susceptibles sean cubiertas con un fungicida antes
de que la infeccién ocurra. Las fumigaciones aplicadas después de la infeccion (la cual
ocurre usualmente varios dias antes de que los sintomas sean detectados) tienen
frecuentemente poco o ningun efecto en el desarrollo de la enfermedad. Las fumigaciones
deben repetirse a medida que nuevos tejidos se produzcan por el crecimiento normal y
que los residuos del fungicida desaparezcan debido a condiciones ambientales. Un
programa exitoso depende de: (1) el uso de la cantidades correctas del fungicida y los
agentes suplementarios recomendados; (2) aplicar el fungicida en el momento apropiado,
antes de que ocurran las infecciones; (3) tratamiento de todas las partes del arbol
susceptibles a la infeccién (Crane et al, 1990).

2.6 Infecciodn cruzada

El potencial de la infeccidén cruzada ha sido reportada entre diferentes especies de
Colletotrichum y genotipos de C. gloeosporioides sobre variantes tropicales, subtropicales
y templadas. Por ejemplo, aislamientos de C. acutatum y C. gloeosporioides causan los
mismos sintomas de enfermedad y son visualmente indistinguibles cuando se inoculan en
pera (Freeman et al, 1998). Por otro lado, en siete aislamientos de C. gloeosporioides de
frutas tropicales también se realizé la infeccién cruzada alternando las hojas y los frutos, y
el éxito de la infeccion parecié depender de la densidad del inéculo (Freeman et al, 1998;
Alahakoon et al, 1994).
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2.7 Resistencia inducida

Existen muchos ejemplos en los que las plantas infectadas con un patégeno se
vuelven mas resistentes a una infeccion subsecuente causada por otro patégeno,
asimismo, de plantas que se vuelven resistentes a un cierto patégeno si son inoculadas
con el mismo patégeno en una etapa temprana de su crecimiento, durante la cual son
resistentes al mismo. Sin embargo, también existen muchos ejemplos de plantas que se
vuelven mas susceptibles a un patdégeno, si ya han sido previamente infectadas por otro
patégeno (Agrios, GN. 2005).

Las plantas presentan mecanismos de resistencia ante una enfermedad como la
sintesis de fitoalexinas y perdxido de hidrogeno, entre otros compuestos. Estas sustancias
quimicas actuan localmente en el sitio de infeccion, inhiben el desarrollo del patégeno y
producen signos de inmunidad. Estos se originan en el area enferma de la planta y se
transportan a lo largo de la misma para sensibilizarlas y activar los mecanismos de
resistencia para que actuen rapidamente cuando ocurra otra infeccibn del mismo
patdégeno. La capacidad para sintetizar compuestos como las fitoalexinas y los signos de
inmunidad residen en la célula situada en el punto de infeccion y posteriormente se
pueden activar sistematicamente en las células de tejidos alejados, adquiriendo la planta
una inmunidad fisiologica (Agrios, GN. 2005; Nuckles y Kuc, 1998; Soliveri et al, 2003).

La resistencia inducida en las plantas aparece después de que han sido
preinoculadas con agentes bidticos o previamente tratados con varios agentes quimicos o
fisicos. Se ha inducido resistencia en una amplia gama de vegetales ante el ataque de
hongos, bacterias, virus e incluso insectos. La resistencia inducida no es especifica debido
a que, sin importar el tipo de agente o patdgeno utilizado como inductor, el nivel de
resistencia aumenta ante varios patégenos (Agrios, GN. 2005).

2.8 Proteccion cruzada

El término proteccion cruzada se desarrolld y acufia por la proteccion que brinda a
una planta una variante no virulenta (sintomas atenuados) de un virus en contra de la
infecciéon provocada por otra variante del mismo virus que produce sintomas mucho mas

severos. Esto parece ser un fendmeno generalizado entre variantes de virus (Monterroso,
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D. 2008). Su aplicacién en el control de las enfermedades virales, ha mostrado cierto
éxito en el caso de la proteccién cruzada de plantas de tomate con variantes atenuadas
del virus del mosaico del tomate y, de citricos con variantes atenuadas del virus de la
tristeza de los citricos. Sin embargo, la proteccién cruzada no ha logrado una aceptacion
generalizada debido a que no existen variantes atenuadas apropiadas, el método que se
aplica a los cultivos del campo es laborioso ya que existe el riesgo de que ocurran
mutaciones hacia nuevas variantes mas virulentas, una doble infeccion y la diseminacion
hacia otros cultivos en los que la virulencia podria ser mayor (Agrios, GN. 2005 vy
Aramburu et al. 2005).

® Comunicacion personal Dr. en CC, Fitopatoélogo, Prof. Titular FAUSAC.
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lll. OBJETIVOS

3.1 General

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

& Sacc. en los cultivos de aguacate y anona en condiciones del ICTA Cuyuta.

3.2 Especificos

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

(Penz.) Penz. & Sacc. Aislados de aguacate y anona.

2. Realizar pruebas de infeccion cruzada en frutos de aguacate y anona, y de ser
posible, evaluar la proteccidén cruzada como alternativa de manejo postcosecha en
cultivos de aguacate y anona.
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IV. HIPOTESIS

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

morfolégica y patoldgica, en aguacate y anona en condiciones del ICTA Cuyuta.

Las cepas del hongo Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc, aisladas
de aguacate y anona, pueden ser utilizadas en proteccion cruzada como alternativa de

manejo postcosecha.
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V. Metodologia

5.1 Trabajo de Campo
5.1.1 Caracterizacion de sintomas y sighos

Se realiz6 un recorrido en las plantaciones de Aguacate y Anona para observar la
presencia de sintomas y signos de antracnosis en ramas, hojas, flores y frutos, con la
ayuda de lupas o lentes de aumento. En cada cultivo se procedié a describir los sintomas
in situ en cada uno de los 6rganos de las plantas con el propdésito de corroborar los
sintomas descritos.

5.1.2 Toma y traslado de material enfermo

Se colectaron muestras de material enfermo de hojas, flores y frutos con sintomas
de antracnosis en los cultivos establecidos de aguacate y anona. El material enfermo se
colocod en bolsas de plastico con algoddn humedecido envueltas en papel periédico
colocandolas debidamente identificadas en una hielera para ser transportadas al
laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia (FAUSAC).

5.2 Trabajo de Laboratorio
5.2.1 Caracterizacion de sintomas y signhos

Del material proveniente del campo se procedié a observar bajo estereoscopio y se
describieron los sintomas macro y microscépicos, tales como, cambios de coloracion,
presencia de halo, presencia de estructuras reproductivas, etc.
En hojas, flores y frutos los sintomas y signos de Colletotrichum gloeosporioides se
observaron lesiones circulares e irregulares de colores negros, crema oscura con

abundantes acérvulos.

5.2.2 Camara humeda

Las muestras vegetales recolectadas se colocaron en camaras humedas para
favorecer el desarrollo de las estructuras reproductivas del hongo (ver figura 11), con la
finalidad de poder aislarla. La camara humeda consistié en cajas de plastico transparente
de 15 cm de alto, 40 cm de largo y 25 cm de ancho, agregando papel mayordomo
parcialmente humedecida en el fondo de la caja, las hojas, ramas, flores y frutos se
colocaron sobre cajas Petri para que no haga contacto directo con el papel mayordomo, y
las muestras se dejaban de 2 a 3 dias maximo.
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Figura 47. Frutos de aguacate y anona colocadas en camara himeda para la realizacion de
aislamientos de C. gloeosporioides.
Fuente: Autor

Los materiales de aguacate y anona fueron colocadas en camara humeda para el
desarrollo del patégeno y de este modo poder realizar montajes de las diferentes
estructuras (Ver figura 12).

Figura 48. Montajes de C. gloeosporioides realizados en frutos de anona.
a. Masas conidiales. b. Conidias.

5.3 Obtencidn de aislamientos de Colletotrichum
5.3.1 Siembra en medio de cultivo

Fragmentos de material vegetal procedente del campo fueron desinfectados
mediante la secuencia: alcohol al 70%, agua destilada, hipoclorito de sodio al 2%, agua
destilada, alcohol al 70%, posteriormente otras dos etapas de agua destilada, con un
intervalo de tiempo de un minuto en cada fase. Luego, cada fragmento se colocd en cajas
Petri con medio Extracto Malta-Agar (EMA) a 25 °C * 2; Para posteriormente, realizar la

purificacion y obtencion de cultivos monosporicos.

Figura 49. Cajas Petri con extracto malta-agar (EMA).
Fuente: Autor
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Para la purificacion, se extrajo 2ml de suspension de cada muestra para realizar la
siembra del hongo en medio EMA, y en agar-agua para obtener los cultivos monospoéricos.

5.3.2 Incubacion
Se procedid a la incubacién de los medios de cultivos con su respectivo aislamiento
de aguacate y anona en horno a 22°C

Figura 50. Incubacién de aislamientos.
Fuente: Autor

5.3.3 Obtencién de cepas

Cada uno de los aislamiento realizado de hojas, flor y fruto corresponde a una cepa
especifica de Colletotrichum gloeosporioides. Tales cepas fueron denominadas por una
clave asignada de la manera siguiente:

Tabla 3. Codificacion de cepas de Colletotrichum gloeosporioides.

No. Nombre de Cepa Clave o codificacion
1 | Colletotrichum gloeosporioides aislado de hoja de anona cepa 1 CAHANC;
2 | Colletotrichum gloeosporioides aislado de fruto de anona cepa 2 CAFrAnC,
3 | Colletotrichum gloeosporioides aislado de hoja de aguacate cepa 1 CAHAgQC;
4 | Colletotrichum gloeosporioides aislado de fruto de aguacate cepa 2 | CAFIAgC,
5 | Colletotrichum gloeosporioides aislado de flor de aguacate cepa 3 CAFrAgC,

5.3.4 Caracterizacion In vitro

Se describieron las caracteristicas morfolégicas; como coloracién de colonia,
crecimiento, forma del cultivo, etc., se tomaron fotografias para tener un registro de cada
uno. También se realizaron montajes para observar las caracteristicas microscépicas de

las conidias y de la presencia de la fase perfecta in Vitro.

5.3.5 Cultivos monosporicos o monoconidial

La metodologia empleada para la realizacion de los cultivos monospdricos
(monoconidial) de las diferentes cepas de C. gloeosporioides aisladas de aguacate y
anona fue de la manera siguiente: Se procedio a esterilizar todo el material a emplear y el
agua fue desmineralizada, bi-destilada y auto-claveada. De los aislamientos obtenidos se
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extrajo un acérvulo de la caja Petri y se introdujo en 10 ml de agua esterilizada contenida
en un beacker, agitandolo constantemente para lograr el desprendimiento de las esporas,
de esta suspension se tomo 1 ml para incorporarla a otros 9 ml de agua esterilizada para
obtener un suspension mas diluida. De esta ultima suspensiéon se tomo 50ul con una
pipeta Pasteur y se coloco en cajas de Petri con EMA, tratando de homogenizar bien la
suspension sobre el medio. Al cabo de 24 horas se comenz6 a observar bajo el
estereoscopio (4x) el crecimiento o germinacion de esporas, de las cuales fueron extraidas
individualmente y sembradas en cajas Petri con EMA. Obteniendo de esta manera los

cultivos monosporicos de cada aislamiento de C. gloeosporioides.

5.4 Diagnoéstico molecular

Mediante un analisis de las secuencias obtenidas a partir de definir de las cepas
aisladas de aguacate y anona, si hay correspondencia de las especies de C.
gloeosporioides identificadas morfométricamente y la identificacion filogenético ITS, ya que
esta permite la identificacién de la especie, usando como marcador la regién ITS1-5.8S-
ITS2 del ADN molecular.

5.4.1 Multiplicacion del micelio

e Preparacién de Extracto Malta-Agua (EMA) para 14 cepas de Colletotrichum
gloeosporioides: Se depositd en un Erlen Meyer (matraz) 3 gramos de Malta, 2 gramos
de Dextrosa mas 200 ml de Agua destilada, se autoclaved por 15 minutos y después
se distribuyd en 14 frascos de compota con aproximadamente 10 ml.

e Se siembra pequefios fragmentos de micelio de cada cepa en los frascos de compota
con medio EMA.

e Esperar que el micelio crezca dentro de los frascos de compota hasta que cubra la
totalidad del medio, esto se da aproximadamente de 3 a 5 dias de haber realizado la
siembra.

e Cosechar el micelio en la campana, esto se hace extrayendo el micelio de los frascos
de compota con el menor contenido de medio y colocarlos en pedazos de papel filtro
estéril para eliminar el exceso de medio.

e Introducir el micelio a tubos eppendorf de 1.5 ml, tratando de dejarlo hasta el fondo y
almacenarlo en el congelador a -20°C.
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5.4.2 Liofilizacion del micelio

Extraer los tubos eppendorf del congelador y colocarlos rdpidamente en un raquix o
gradillas (circulares para 7 tubos eppendorf).

Liofilizar en la camara a 6X10 mb a -50°C.

Extraer los tubos eppendorf contenidos en el raquix y colocarlos en la campana para la
extraccién de ADN.

5.4.3 Procedimiento para la Extraccion de ADN (Zolan y Pukkila, 1986)

Inmediatamente de liofilizar el micelio, se comienza a triturar (pulverizar) el micelio
dentro los tubos eppendorf con la ayuda de un pistilo (un pistilo por cepa) y después
agregar 500 ul del buffer de extraccion CTAB 2X

Colocar los tubos eppendorf de nuevo en los raquix para dejarlo en bafio Maria a 65 °C
por 60 minutos, ya que esto puede ayudar a la extracciéon e hidratacion de los acidos
nucleicos.

Llevar los tubos a la campana para agregarle 500 pl de Fenol-Cloroformo-alcohol
isoamyl en una relacién de 1:24:1 a cada muestra. Agitar vigorosamente a mano hasta
formar una emulsion.

Centrifugar 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 remover la capa superior a un tubo eppendorf limpio y
rotulado (evitar tomar material de la interfase, en este caso la capa de micelio
formado). Desechar el contenido del tubo viejo como residuo organico.

Re-extraccion de muestras una segunda vez, usando ligeramente menos Fenol-
cloroformo-alcohol isoamyl (1:24:1) (250 pl; la mitad del usado la primera vez, agitar
lentamente en forma horizontal). Esta vez habra menos material emulsificado.
Centrifugar y extraer cuidadosamente la capa superior a un tubo limpio y rotulado. (Si
desea ADN extra-limpio repita el paso de extraccion una tercera y aun una cuarta vez
hasta que no haya material de interfase y la porcién acuosa es nitida y clara) en
cualquier caso sea cuidadoso de evitar cualquier interfase de material proteinico
después de su extraccion final- siempre es mejor dejar algo de la interfase para evitar

la contaminacién de proteinas.
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Agregar 250 ul isopropanol frio, tapar e invertir mezclando. Para regular las mini
preparaciones, Usted puede ver la precipitacién de hebras blancas (ADN con la
presencia de polisacaridos). Si se ve un precipitado visible, colectar el precipitado e
inmediatamente centrifugar las muestras por 2 minutos. Si el precipitado no es
observado inicialmente, entonces ponga sobre hielo (en el congelador a -20°C) por
varios minutos o toda la noche. Esto debe sacar muchas otras cosas ademas de ADN.
Colectar el precipitado centrifugando por 2 a 5 minutos.

Después de centrifugar descartar (decantar) el alcohol sobrenadante y lavar la pelotita
que queda (de 1 a 5 min) con 100 pl de EtOH 80% frio. Remover el alcohol y secar la
pelotita completamente en la campana a temperatura ambiente.

Agregar 50 pl EtOH 95% frio mas 25 pl de Acetato de amonio, centrifugar por 2
minutos y decantar el sobrenadante.

Lavar con 100 pl de etanol al 95% por 1 minuto y decantar. En este proceso se secan
los tubos eppendorf embrocados por 4 minutos, tratando de que la pelotita de ADN no
se deslice.

Agregar 25 ul de Agua libre de nucleasa. Almacenar en el congelador a -20°C.

5.4.4 Electroforesis

Preparacion de Gel de Agarosa 0.8%:

Pesar 1.2 gramos Agarosa mas 150 ml de TAE 2X

Mezclar ambos en un matras y calentar en intervalos de tiempo de 30 segundos en el
microondas, esto para lograr una mejor homogenizacién de la solucion.

Enfriar la solucién a + 30°C y agregarle la cantidad necesaria (15 pl) de Bromuro de
Etidio al 10%

Verter la solucion de agarosa en la celda de electroforesis, posteriormente agregar los
2 peines, esperar hasta que gelatinice y agregarle el TAE 2X suficiente hasta cubrir
parcialmente el gel de agarosa. Extraer los 2 peines para que se rellenen de TAE 2X
los espacios dejados por los dientes.

Sacar los tubos eppendorf del congelador y descongelar, tratando de homogenizar la
muestra de ADN y cargar 2 pl de la misma con 3 pl de azul de cada una de las cepas,

esto se realiz6 sobre un pedazo de papel parafilm, luego introducirlo cuidadosamente
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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
ul de lader mas 3 pl de azul.

Se coloca la tapa de la celda de electroforesis con su respectiva carga eléctrica (+ vy -)
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 puede comprobar extrayendo el gel de
agarosa conjuntamente con la cdmara de sostén del mismo y colocando solamente el
gel en el transluminador de rayos UV (GelDocMeg), en donde se podra observar dicha
banda de ADN.

5.4.5 Amplificacion por PCR

Se prepararon diluciones de ADN para obtener una concentracién 2100 picomoles para
cada una de las muestras.

La elaboracién del Master Mix consistia en lo siguiente:
Tabla 4. Procedimiento para la elaboracion de Master Mix

Reactivo Cantidad Nota
PCR Master Mix Gold 12.5
Primer 1 (ITS1) 02.5 pl 23 ul de Master
Primer 2 (ITS4) 02.5 pl Mix por muestra
H20O libre de Nucleasa 05.5 pl de ADN
TOTAL 23.0

En un tubo eppendorf pequefo nuevo y rotulado agregar 23 pl Master Mix mas 2l
muestra de ADN diluido de cada cepa.

Centrifugar por 15 segundos para deslizar toda la muestra al fondo del tubo.

Colocar los tubos eppendorf en el termociclador (PCR) y correr el programa Rytas, el
cual viene programado para amplificar un determinado segmento de ADN por 2:35
horas aproximadamente.

Para verificar la amplificacién correcta de ADN se volvié a preparar gel de agarosa. En
las cepas que no se llevo a cabo la amplificacién, se retornd a realizar de nuevo las

diluciones hasta la obtencién de la amplificacion.
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Se usaron las condiciones estandares para la amplificacion de ADNr; 94°C por 3
minutos y 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 50°C por 0.5 minutos y 72°C por un minuto,

enlazados entre si por 7 minutos a 72°C.

5.4.6 Sistema de Purificacion Directa de ADN a Partir de Amplificaciones de PCR

Se transfiera una alicuota de 100 ul de Direct Purification Buffer en un tubo eppendorf
de 2 ml. Afadir el producto de PCR (en nuestro caso 42ul) agitar o Vortexé brevemente
para mezclar. Se afiade 1 ml de resina y agitar en el vortex brevemente 3 veces en el
lapso de un minuto. Materiales que debe tener a la mano: -Isopropanol 80% grado
reactivo (frio), Agua bidestilada libre de nucleasa y jeringas de 3 ml con Luer-Lok.

Para cada producto de PCR prepare una mini columna Wizard. Remueva y deje a un
lado el embolo de la jeringa de 3 ml. Una la mini columna a la jeringa a través de la
rosca Luer-Lok. No apriete muy fuerte, porque se trasrosca. Pipeté la mezcla
ADN/resina dentro de la jeringa. Inserte el émbolo lentamente y suavemente empuje
para que la mezcla entre en la columna.

Quite la jeringa de la mini columna, y remueva de nuevo el émbolo. Ponga de nuevo la
jeringa a la mini columna. Pipeté 2 ml de isopropanol 80% para lavar la columna.
Inserte otra vez en émbolo en la jeringa, y empuje suavemente el isopropanol a través
de la mini columna para lavar el ADN.

Remueva la jeringa de la mini columna y la trasfiere esta ultima a un tubo de micro-
centrifuga de 1.5 ml. Centrifugue la mini columna por 2 minutos a 10,000 x g para secar
la resina.

Transfiera la mini columna a un nuevo tubo de micro centrifuga. Aplique 50 pl de agua
bidestilada libre de nucleasa o Buffer TE a la mini columna y deje reposar por 1 minuto
(el ADN permanecera en la mini columna hasta por 30 minutos). Centrifugue la mini
columna por 20 segundos a 10,000 x g para sacar (elute) el ADN.

Remueva y descarte la mini columna. EI ADN purificado puede ser almacenado en el

tubo de micro centrifuga de 4 a -20°C.

5.4.7 Secuenciacion de las cepas de Colletotrichum

La secuenciacion de las cepas de Colletotrichum se realizaron en Corea a través de

una solicitud de secuenciacibn que se obtiene en la pagina de macrogen
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http://www.macrogen.com y posteriormente se realiz6 el tramite de papeles para el

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

e A los 4 dias de haber enviado las muestras ya se contaba con los resultados de
secuenciacion, las cuales para obtenerlas se tenian que bajarlas de la pagina de
Macrogen.

e Para verificar la secuenciacion se alinearon las secuencias obtenidas usando el
oligonucleotido ITS1 e ITS4 en el programa Blast; posteriormente se uso6 el programa
Chromas para editar la secuencias ITS1; en el caso de fuera necesario cambiar o
agregar alguna base que no estuviera incluida. La identificacién de la especie de C.
gloeosporioides se logrd al ingresar las secuencias editadas en el programa BLASTn
del GenBank en el NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) el cual las alinea y

compara con la base de datos y nos muestra las secuencias similares a la nuestra. Tal
similitud reflejara la similaridad de las especies con la nuestra.

e Como complemento al analisis de secuencias, se realiz6 la construccién de un arbol
filogenético de las diferentes muestras de C. gloeosporioides, utilizando los programas
MEGA 4 y TreeView.

Esta actividad se desarrollé en los laboratorios de biotecnologia del Colegio de la

Frontera Sur de México — ECOSUR, mediante un taller impartido por los doctores Graciela

H. Palacios y Francisco Holguin Meléndez.

5.5 Pruebas de patogenicidad e infeccion cruzada
5.5.1 Proteccion de frutos de aguacate y anona en el campo

Los frutos de aguacate y anona se cubrieron con bolsas de papel manila, con el fin
de protegerlos de cualquier contaminacién y lograr frutos plenamente sanos para las
pruebas de patogenicidad e infeccion cruzada.

P 29/

Figura 51. Proteccién de ruts de anona para Iaspruebas de ptonlci’ade infecciéon cruzada.
Fuente: Autor
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5.5.2 Pruebas de patogenicidad

Se recolectaron hojas y frutos sanos de Aguacate y Anona en el campo, y
trasladados al laboratorio para su tratamiento con alcohol al 50% por 30 segundos,
hipoclorito de sodio 1% por un minuto y lavados con agua esterilizada. La inoculacion de
las hojas y frutos de aguacate y anona fue realizado en condiciones de laboratorio. Todas
las inoculaciones se realizaron con suspension de esporas del hongo 1:10 para las
pruebas de patogenicidad. Las inoculaciones se realizaron de la siguiente manera: De las
suspensiones 1:10 se tomaron 50 microlitros con la Pipeta Pasteur posteriormente se
colocaron en los frutos sanos mediante un segmento de papel filtro (1 cm de diametro)
para evitar el escurrimiento sobre la hoja o fruto. Se realizaron diferentes tipos de pruebas
como por ejemplo: con y sin herida, mediante un comparador (testigo) donde solo se
utilizé agua destilada estéril.

5.5.3 Pruebas de infeccion cruzada
Para las inoculaciones se utiliz6 la misma metodologia de las pruebas de

patogenicidad, la infeccion cruzada fue de la siguiente manera:

CAHAgC; C. gloeosporioides aislado en hoja de aguacate —>en hoja de anona
CAFIAgC, C. gloeosporioides aislado en flor de aguacate ->en hoja de anona
CAFrAgC;  C. gloeosporioides aislado fruto de aguacate ->en hoja de anona
CAHA(gC; C. gloeosporioides aislado en hoja de aguacate —en fruto de anona
CAFIAgC, C. gloeosporioides aislado en flor de aguacate —>en fruto de anona
CAFrAgC;  C. gloeosporioides aislado fruto de aguacate —>en fruto de anona
CAHANC; C. gloeosporioides aislado en hoja de anona —en hoja de aguacate
CAFrAnC, C. gloeosporioides aislado en fruto de anona —en hoja de aguacate
CAHANC, C. gloeosporioides aislado en hoja de anona ->en fruto de aguacate

CAFrAnC, C. gloeosporioides aislado en fruto de anona ->en fruto de aguacate
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5.6 Pruebas de Proteccion cruzada

5.6.1 Prueba de proteccién cruzada en frutos aguacate

Prueba 1. Se inocularon en tres puntos del fruto sano con Colletotrichum aislado de anona
sacado directamente de la caja de Petri y a las 72 horas se le inocul6 el de aguacate
extraido directamente de la caja Petri, los puntos de inoculacion se trabajaron sin
lesion.

Prueba 2. Se inocularon en tres puntos del fruto sano con Colletotrichum aislado de anona
con una suspension de esporas 1:10 y a las 72 horas se le inoculé el de aguacate con
una suspension 1:10, los puntos de inoculacién se trabajaron sin lesién y utilizando
circulos de papel mayordomo esterilizado en los puntos de referencia para evitar el

escurrimiento del inéculo.

5.6.2 Prueba de proteccién cruzada en anona

Prueba 1. Se inocularon en tres puntos del fruto sano con Colletotrichum aislado de
aguacate sacado directamente de la caja de Petri y a las 72 horas se le inoculé el de
anona extraido directamente de la caja Petri, los puntos de inoculacion se trabajaron

sin lesién.

Prueba 2. Se inocularon en tres puntos del fruto sano con Colletotrichum aislado de
aguacate con una suspension de esporas 1:10 y a las 72 horas se le inocul6 el de
anona con una suspension 1:10, los puntos de inoculacién se trabajaron sin lesion y
utilizando circulos de papel mayordomo esterilizado en los puntos de referencia para

evitar el escurrimiento del indculo.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron tres aislamientos en el cultivo de aguacate (hoja, flor y fruto,
respectivamente), mientras que en el cultivo de anona se obtuvieron dos cepas (hoja y
fruto). La determinacion de la especie se realizé mediante el diagnéstico molecular, bajo la
técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles), como
también, mediante el uso de claves taxonémicas de Barnett, et al., las cuales se basan en

caracteristicas morfométricas y pictograficas que determinan a C. gloeosporioides.

6.1 Caracterizacion de Campo
6.1.1 Aguacate
a. Fruto

Manchas negras circulares, que se cubren de masas de esporas de color
anaranjadas en el estado avanzado de la enfermedad. La pudricién de la fruta puede
llegar a penetrar el mesocarpio e inducir una coloracién parda y un olor rancio (fermento).
Generalmente penetra por lesiones mecanicas o lesiones viejas causadas por Cercospora,
tanto en las hojas como en los frutos, en vista que ataca a los frutos listos para cosechar
provoca una ruptura de la céscara.

Figura 52. Antracnosis en frutos de aguacate causada por C. gloeosporioides
Fuente: Autor

El hongo, dado que produce apresorios efectivos, tiene la capacidad de penetrar
directamente (Adaskaveg, 1997; Aramburu et al, 2005); sin embargo, en las condiciones
del area en donde se realizd el estudio C. gloeosporioides en la mayoria de esporas
penetré en lesiones mecéanicas y también se vio invadiendo el tejido a partir de lesiones

provocadas por Cercospora spp.
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b. Hoja

El dafio por C. gloeosporioides es mas evidente en las hojas maduras, ya que en las
hojas jovenes las lesiones son muy pequefas o la infeccion es latente. Los sintomas mas
comunes es la presencia de pequenas manchas de color marrén en el has y envés, con el

avance de la enfermedad se desarrollan anillos concéntricos en los cuales los acérvulos se

hacen visibles principalmente en el has como pequefos puntos de color negro.

I o

Figura 53. Mancha foliar en hojas de aguacate cau
Fuente: Autor

c. Flores

Los danos en flores por C. gloeosporioides se caracterizan al inicio de la infeccién por
manchas de color marrén oscuro, hasta provocar la caida de las mismas, estos dafos son
mas frecuentes a raiz de los cambios en el clima y se agudizan en aquellos periodos
caracterizados por lluvias abundantes seguidas por temperaturas altas. El dafio en las flores
se ubica en los nudos de la parte media e interna de la rama.

6.1.2 Anona
a. Flores y Frutos

El dafno causado por C. gloeosporioides se manifiesta en las flores por lesiones de
color marrén a negras y los frutos pueden ser dafados desde etapas muy tempranas de
desarrollo, con manchas negras que los cubren rapidamente y provocan su caida. Reduciendo

de este modo la produccién y la calidad de los frutos.

E |
|
=
B

#

Figura 54. Danos en frutos de anona causado por C. gloeosporioides.

a. Momificacién de fruto de anona causada por C. gloeosporioides. b. Antracnosis en fruto de anona con
dafos por C. gloeosporioides. Fuente: Autor
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b. Hoja
Ataca preferentemente los tejidos jovenes desde las hojas hasta los frutos. En las

hojas, produce manchas negras en el apice y deformaciones en los bordes.

12/04/2007R0EZ40]

Figura 55. Antracnosis en hojas de anona causada por C. gloeosporioides.
Fuente: Autor
En sintesis podemos decir que C. gloeosporioides produce acérvulos en el tejido de
tallos, hojas, flores y frutos de aguacate y anona. En estos acérvulos se forman masas de
conidias llamadas conidiosomas de color rosado. Las conidias se originan a partir de

conidioforos cortos. Las conidias son hialinas y cilindricas de extremos ovoides.

6.2 Aislamientos de cepas de C. gloeosporioides
De los aislamientos realizados de tallos, hojas, flores y frutos de aguacate y anona
se realizaron cultivos monospoéricos para la realizacién de las pruebas moleculares y se

conservaron 15 copias de cada uno en viales.

20/07/2007 12:37 20/07/2007 12:40

Figura 56. Desarrollo monospérico de C. gloeosporioides a los 4 dias de siembra.

a. En hoja de aguacate. b. En hoja de anona
Fuente: Autor
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Colletotrichum aislado de Hoja de Anona Cepa 1 Colletotrichum Aislado de Flor de Aguacate Cepa 2

Figura 57. Cepas monosporicas aisladas de anona (izquierda) y aguacate (derecha).

Las diferencias entre ambos aislamientos son muy notorias, ya que la cepa aislada
en anona presenta una coloracién rosada debido a la presencia de conidiosomas, la
formacion excesiva de acérvulos y poco crecimiento micelial, mientras que en la cepa
aislada de aguacate presenta un excesivo crecimiento de micelio de color negro, poca
formaciéon de acérvulos y conidiosomas. Por lo tanto, al aislamiento realizado de anona
corresponde diferenciarlo como acervular, y al aislamiento realizado de aguacate
corresponde diferenciarlo como cepa micelial; sobre la base del trabajo de Muller (28) y
Torres, et al en café (29).

6.2.1 Obtencion de cepas
A cada aislamiento monospérico realizado en hojas, flor y fruto corresponde a una

cepa especifica de C. gloeosporioides, logrando la purificaciéon de cinco cepas

En el cultivo de Anona estan los siguientes aislamientos:
CAHANC,;: C. gloeosporioides Aislado en Hoja de Anona Cepa uno.
CAFrAnC;: C. gloeosporioides Aislado en Fruto de Anona Cepa dos.

En el cultivo de aguacate estan los siguientes aislamientos:
CAHAQC;: C. gloeosporioides Aislado en Hoja de aguacate Cepa uno.
CAFIAQC,: C. gloeosporioides Aislado en Flor de aguacate Cepa dos.
CAFrAgC;: C. gloeosporioides Aislado Fruto de aguacate Cepa tres.
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6.2.2 Caracterizacion morfométrica de cepas
6.2.2.1 Colletotrichum gloeosporioides aislado en hoja de Anona (CAHANC,)

Figura 58. Caracteristicas de C. gloeosporioides aislado en hoja de anona.
Fuente: Autor

Tabla 5. Caracteristicas de C. gloeosporioides aislado en hoja de anona.

Micelio Esporas
Micelio bundante poco denso Crecimiento sonado de conidias (4 anillos)
De color blanco a grisaceo oscuro Formacion abundante de masas conidiales
Micelio pegado al medio Conidiosoma abundante de color salmén griséaceo
Setas presentes Masas conidiales de color naranja
Crecimiento rapido de 11.2-15.5 mm/dia

m «S,

Figura 59. Conidias de C. gloeosporIOIdes aislado en hoja de anona.
Fuente: Autor

Tabla 6. Dimensién de conidias de C. gloeosporioides aislado en hoja de anona.

No_ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20 X S s?
L:"rgo 16.00 | 15.43 | 13.71 | 13.71 | 11.43 | 14.17 | 13.49 | 15.09 | 14.74 | 13.49 | 15.89 | 12.00 | 13.49 | 15.09 | 14.40 | 15.89 | 12.80 | 12.46 | 15.09 | 14.06 | 14.12 | 1.31 0.35
E‘i'én';le"o 457 5.14 4.80 5.03 5.71 5.49 5.26 5.37 5.03 5.49 4.80 5.49 5.03 5.60 5.83 5.14 5.49 5.60 5.71 5.60 5.31 1.71 0.12
Nota:

X= Media

S= Desviacion estandar
S°= Varianza
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6.2.2.2 Colletotrichum gloeosporioides aislado en fruto de Anona (CAFrAnC,)

Figura 60. Caracteristicas de C. gloeosorioides aislado en fruto de anona.
Fuente: Autor

Tabla 7. Caracteristicas de C. gloeosporioides aislado en fruto de anona.

Micelio

Esporas

Micelio abundante y denso
De color blanco

Micelio de crecimiento aéreo
Setas ausente

Crecimiento rapido de 8.7-9.6 mm/dia

Crecimiento sonado de conidias (4 anillos)
Formacién abundante de masas conidiales
Conidiosoma escaso de color salmoén oscuro
Masas conidiales de color naranja oscuro

Figura 61. Conidias

e C. gloe

.

Y
osporioide

LAY

s aislado en fruto de anona.

Fuente: Autor

Tabla 8. Dimensién de conidias de C. gloeosporioides aislado en fruto de anona.

No_ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 X S s?
:':;19)0 14.86 | 14.86 | 14.86 | 12.57 | 12.00 | 14.29 | 15.09 | 13.71 | 14.29 | 13.26 | 14.86 | 12.00 | 13.49 | 15.09 | 12.80 | 14.51 | 15.31 | 13.60 | 12.00 | 15.20 | 13.93 | 1.15 0.41
:)ui:g'etro 5.71 457 5.14 4.57 571 5.49 5.71 5.60 5.71 5.60 5.71 5.49 5.26 5.49 5.14 4.80 4.69 5.71 5.60 5.71 5.37 1.33 0.17
Nota:

X= Media

S= Desviacion estandar
SP= Varianza




6.2.2.3 Colletotrichum gloeosporioides aislado en hoja de Aguacate (CAHAgC,)
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Figura 62. Caracteristicas de C. gloeosporioides aislado en hoja de aguacate.
Fuente: Autor

Tabla 9. Caracteristicas de C. gloeosporioides aislado en hoja de aguacate.
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Micelio

Esporas

Micelio escaso y ralo

De color blanco a grisaceo
Micelio de crecimiento sub-aéreo
Ocasionalmente produce Setas

Crecimiento rapido de 8.1-9.2 mm/dia

Crecimiento sonado de conidias (3 anillos)
Poca abundancia de masas conidiales
Conidiosoma de color grisaceo

Masas conidiales de color naranja claro

Figura 63. Conidias de C. gloeosporioides aislado en hoja de aguacate.
Fuente: Autor

Tabla 10. Dimensién de conidias de C. gloeosporioides aislado en hoja de aguacate.

No_ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 X S s
:‘:'rng)o 9.14 15.77 | 13.14 6.86 16.00 | 10.29 | 13.71 8.00 13.71 | 1531 | 13.49 | 13.94 | 16.11 | 11.66 | 13.60 | 12.46 | 10.17 [ 13.94 | 15.89 | 13.14 | 12.82 | 2.69 7.25
R‘iz:;'e"o 571 4.80 457 457 5.26 5.71 5.49 5.49 571 5.60 5.14 5.71 5.60 4.80 5.49 5.71 5.60 5.71 5.49 5.71 5.39 | 0.40 0.16
Nota:

X= Media

S= Desviacion estandar
S?= Varianza




6.2.2.4 Colletotrichum gloeosporioides aislado en flor de Aguacate (CAFIAgC.)

Figura 64. Caracteristicas de C. gloeosporioides aislado en flor de aguacate.
Fuente: Autor

Tabla 11. Caracteristicas de C. gloeosporioides aislado en flor de aguacate.
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Micelio

Esporas

Micelio escaso y medianamente denso

Micelio de color blanco
Micelio de crecimiento sub-aéreo
Setas ausentes

Crecimiento rapido de 7.9-8.5 mm/dia.

Crecimiento sonado de conidias (3 anillos)
Poca abundancia de masas conidiales
Conidiosoma escaso de color salmén
Masas conidiales de color canela

Figura 65. Coniias d

C. gloe

osporioides aislado en flor de aguacate.

Fuente: Autor

Tabla 12. Dimensién de conidias de C. gloeosporioides aislado en flor de aguacate.

No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 % s s?
:':I:Ig)" 1383 | 18.40 | 6.86 | 13.60 | 12.80 | 12.00 | 1543 | 12.00 | 891 | 15.09 | 13.14 | 1463 | 857 | 16.00 | 14.74 | 12.34 | 13.14 | 15.09 | 16.23 | 10.06 | 13.14 | 2.85 | 8.15
Diametro

(um) 434 | 457 | 480 | 457 | 514 | 800 | 457 | 480 | 446 | 469 | 446 | 480 | 583 | 480 | 434 | 480 | 457 | 571 | 549 | 514 | 499 | 083 | 0.68
Nota:

X= Media

S= Desviacion estandar
S%= Varianza




6.2.2.5 Colletotrichum gloeosporioides aislado en fruto de Aguacate (CAFIAgC;)

Figura 66. Caracteristicas de C. gloeosporioides aislado en fruto de aguacate.
Fuente: Autor

Tabla 13. Caracteristicas de C. gloeosporioides aislado en fruto de aguacate.
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Micelio

Esporas

Micelio abundante y medianamente denso

De color blanco grisaceo

Micelio de crecimiento sub-aéreo

Setas presentes

Crecimiento rapido de 11.3-15.4 mm/dia

Crecimiento sonado de conidias (3 anillos)
Poca formacién de masas conidiales
Conidiosoma escaso de color salmén claro
Masas conidiales de color canela oscuro

Figura 67. Conidias de

C. g

loeosp

Fuente: Autor

Tabla 14. Dimensién de conidias de C. gloeosporioides aislado en fruto de aguacate.

No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 % S s
:':;19)0 20.80 | 10.29 | 13.71 | 13.14 | 11.43 | 9.37 8.00 16.57 | 14.63 | 17.14 | 16.00 | 13.49 | 857 15.77 | 13.14 | 7.77 | 16.00 | 14.74 | 13.14 | 11.31 | 13.25 [ 3.40 [ 11.55
Diametro
(Hm) 4.00 571 571 5.49 571 5.60 5.83 5.49 5.14 5.49 571 5.71 5.60 5.71 5.60 5.71 5.60 5.83 5.26 5.71 5.53 | 0.40 0.16
Nota:

X= Media

S= Desviacion estandar
S%= Varianza




69

6.3 Diagndstico molecular de cepas

Se realizd6 mediante la identificacién de los espaciadores de transcripcién interna
(ITS, por sus siglas en ingles), ya que esta permite la identificacion de la especie, usando
como marcador la region ITS1-5.8S-1TS2 del ADN molecular. La region de los ITS por el
hecho de ser intrones es un area de alta variabilidad al no tener una funcion biol6gica
aparente y por esto acumula mutaciones neutrales a lo largo del tiempo, lo que permite
diferenciar individuos relacionados genéticamente. La region ITS es quizd ahora el
fragmento de ADN mas secuenciado en hongos y ha sido muy util para estudios de
sistematica molecular al nivel de especie y aun dentro de especies. Con los resultados de
secuenciacion se constaté que las cepas de los diferentes aislamientos del hongo
provenientes de la antracnosis de aguacate y anona son de Colletotrichum

gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc.

En la figura 32 se puede apreciar la

@ = = = = =
= AR = T =
Pl | s 2} | . [N s 2} [N

amplificacion del ADN ribosomal de las
diferentes cepas aisladas de aguacate y
anona en gel de agarosa. El lader es un

marcador molecular que nos sirve de

referencia, la numeracion de 1 a 3 son las

cepas de aisladas de hoja, fruto y flor de  Figura 68. Separacion en gel de agarosa al
de3as | de ho 0.8% de productos amplificados por PCR para
aguacate, de 3 a > son as cepas de hoja y las regiones ITS del ADN ribosomal de las

fruto de anona respectivamente. cepas de C. gloeosporioides aislados en
aguacate y anona.
Fuente: Autor

Mpyri

- Figura 69. Arbol Filogenético de cepas de

_ 9FIMn . ..
Colletotrichum gloeosporioides.

il Se trabajaron dos secuencias de C. gloeosporioides

| caHAgC1 (Cglo3 y Cglo04) amplificados en la regiéon 5.8S y un

grupo externo (Mpyri) obtenidos en el Banco de genes

|__FrPa H H
de Macrogen para comparar las cepas diagnosticadas.

L caFranc2 Como se puede observar las cepas trabajadas se
_ Cglooa alinean a las dos secuencias de C. gloeosporioides
obtenidas del banco de genes.
CAHARCI CAHANC1: cepa aislada en hoja de anona
CAFIAgC2 CAFrAnC2: cepa aislada en fruto de anona
L CAHAgC1: cepa aislada en hoja de aguacate
i CAFIAgC2: cepa aislada en flor de aguacate
Csublo1 CAFrAgC3: cepa aislada en fruto de aguacate

SRS S Fuente: Autor.
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6.4 Pruebas de patogenicidad
6.4.1 Pruebas de patogenicidad en aguacate

a) Recoleccion de frutos sanos de aguacate b) Desinfeccion de fruto c) Seiializacion de puntos de i

Figura 70. Recoleccion y desinfestacion de frutos de aguacate.
Fuente: Autor

- b) Inoculacion de cepa de fruto de aguacate  c) Inoculacion de cepa de hoja de aguacate a  d Inoculacion de cepa de hoja de aguacate a
a) Inol:IUIazlsosdQchepa dg'fru‘;o de_ agruacale a los 96 ddi. Formacion abundante de los 48 ddi. Inicio de formacion de micelio de los 96 ddi. Antracnosis de color marrén
alos \- Formacion de micefio. acérvulos color blanco-grisaceo. oscuro.
Nota: ddi= dias después de la infeccién.
Figura 71. Pruebas de patogenicidad en frutos y hojas de aguacate.

Fuente: Autor

6.4.2 Pruebas de patogenicidad en anona

b) Inoculacion de cepa de fruto de anona a los 48 ddi.

c) Inoculacion de cepa de fruto de anona a los 96 ddi.
Crecimiento micelial de color blanco.

Formacion de acérvulos y esporulacion de color naranja.

" . " f) Inoculacion de cepa de hoja de anona a los 96 ddi.

e) Inoculacion de cepa de hoja de anona a los 48 ddi. " B o

Inicio de formacion de la antracnosis 'I:eriggclon de acérvulos y esporulacion de color rosado
ddi. Dias después de la inoculacion

Figura 72. Pruebas de patogenicidad en fruto y hoja de anona.
Fuente: Autor
El tiempo de infeccidén de Colletotrichum gloeosporioides en ambas pruebas no fue
variable, debido a que ambos patégenos son potencialmente infectivos a los dos dias (48
horas después de la inoculacion).
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6.5 Pruebas de infeccion cruzada

6.5.1 Pruebas de infeccion cruzada en aguacate

Ty

= L
b) Inoculacion de cepa de fruto de anona a los 96 ddi.
Formacion de acérvulos y esporulacion de color rosado
palido

a) Inoculacion de cepa de fruto de anona a los 48 ddi.
Crecimiento micelial de color blanco-grisaceo.

c) Inoculacion de cepa de hoja de anona a los 48 ddi. d) Inoculacion de cepa de hoja de anona a los 96 ddi.
Iniciacion de la antracnosis y formacion de micelio color Formacion de acérvulos de color anaranjado palido.

blanco.

Figura 73. Pruebas de infeccién cruzada de cepas de anona en frutos de aguacate.
Fuente: Autor

a) Inoculacion de cepa de fruto de anona a los 48 ddi.

c) Inoculacion de cepa de fruto de anona a los 96 ddi.
Crecimiento micelial de color blanco.

Formacion de acérvulos y esporulacion de color rosado
palido

A 2
i oas F s 4

e) Inoculacion de cepa de hoja de anona a los 96 ddi.

Iniciacion de la antracnosis y poca formacion de micelio  Formacion de acérvulos de color anaranjado.

color blanco

Figura 74. Pruebas de infeccidén cruzada de cepas anona en hojas en aguacate.
Fuente: Autor

d) Inoculacion de cepa de hoja de anona a los 48 ddi.

La infeccion cruzada se hizo evidente a las 48 horas después de haber realizado la
inoculacion de las diferentes cepas de Colletotrichum gloeosporioides. Se puede deducir
que tanto el cultivo de aguacate y anona son susceptibles a las cepas de C.
gloeosporioides aisladas de ambos cultivos. La antracnosis en hojas y frutos tipicamente
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aparecen como manchas de colores oscuros, o lesiones ligeramente sumidas que poseen

un contorno ligeramente levantado.

6.5.2 Pruebas de infeccion cruzada en anona

a) Inoculacion de cepa de fruto de aguacate alos  b) Inoculacion de cepa de fruto de aguacate a los
48 ddi. Formacion de micelio de color blanco. 96 ddi. Con poca formacién de acérvulos y
conidias.

h =eamy Pl - I -
c) Inoculacion de cepa de flor de aguacate a los 48 d) Inoculacion de cepa de flor de aguacate a los
ddi. Con poca formacién de micelio color blanco. 96 ddi. Con abundante formacién de acérvulos y
conidias de color rosado

‘- . A ’ T E
e) Inoculacion de cepa de hoja de aguacate alos  f) Inoculacion de cepa de hoja de aguacate a los
48 ddi. Con abundante formacion de micelio color 96 ddi. Con abundante formacion de acérvulos y
blanco. conidias de color rosado

Figura 75. Pruebas de infeccién cruzada de cepas de aguacate en frutos de anona.

Fuente: Autor
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a) Inoculacion de cepa de fruto de aguacate a b) Inoculacién de cepa de fruto de aguacate a los
los 48 ddi. Inicio de la antracnosis. 96 ddi. Formacion de acérvulos y conidias de
color anaranjado.

c) Inoculaciéon de cepa de flor de aguacate a los d) Inoculacion de cepa de flor de aguacate a los
48 ddi. Inicio de la antracnosis. 96 ddi. Con abundante formacion de acérvulos y
conidias de color rosado palido.

e) Inoculacion de cepa de hoja de aguacate a f) Inoculacion de cepa de hoja de aguacate a los
los 48 ddi. Deficiente avance de patogenicidad. 96 ddi. Con abundante formacion de acérvulos y
conidias de color rosado en anillos concéntricos.

Figura 76. Pruebas de infeccién cruzada de cepas de aguacate en hojas de anona.
Fuente: Autor
En algunos frutos y hojas producen pequenos acérvulos negros dispuestos en

forma concéntrica o dispersa en las lesiones, como es el caso de la figura 37r.
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6.6 Pruebas de Proteccion cruzada

Queda descartada la posibilidad de proteccién cruzada como manejo de la
antracnosis postcosecha, ya que existe el fendbmeno de infeccién cruzada entre cepas
aisladas de aguacate y anona. El alto potencial de infeccion cruzada de las cepas C.
gloeosporioides podria favorecer la aparicion de nuevas cepas con diferente

patogenicidad.
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Vil. CONCLUSIONES

Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc, presenta variabilidad morfo-
métrica entre cepas aisladas de aguacate y anona en términos de forma y color de las

colonias y en cuanto a la dimensién de las esporas.

Sobre la base de las pruebas de patogenicidad se constaté que las cepas de C.
gloeosporioides aisladas de aguacate y anona son patégenos agresivos tanto en anona y

aguacate.

Existe el fenédmeno de infeccion cruzada entre cepas aisladas de aguacate y anona,
por lo tanto, queda descartada la posibilidad de proteccién cruzada como manejo de la
antracnosis postcosecha.

Con los resultados del diagnostico molecular, se constatdé que las cepas del hongo
provenientes de la antracnosis aguacate y anona es sin ninguna duda razonable de
Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc.

Viil. RECOMENDACIONES

Desarrollar este estudio a todos los frutales y plantas que sean afectados por
Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc, en la busqueda del fenémeno de
Proteccion Cruzada.

Evaluar la proteccién de frutos en el campo con la finalidad de obtener frutos
limpios, para una mayor vida de anaquel o embalaje.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Glosario

Acérvulo: Cuerpo fructifero asexual, subepidérmico y
en forma de plato que produce conidios en

. conidi6foros cortos.

Acido nucleico: Sustancia acida constituida por una
pentosa, fésforo y bases puricas o pirimidicas. Los
acidos nucleicos determinan los caracteres
genéticos de los organismos.

Agar: Sustancia de consistencia gelatinosa que se
obtiene de las algas marinas y que se utiliza para
preparar medios de cultivo nutritivos en los que se
estudia y cultiva a los microorganismos.

Aislado: Una sola espora o cultivo y los cultivos que se
derivan de ellos. Se utiliza también para indicar las
colecciones de un patégeno obtenidas a diferentes
tiempos.

Aislamiento: Separacion de un patégeno a partir de su
hospedante y su cultivo en un medio nutritivo.

Antracnosis: Enfermedad que se manifiesta como
lesiones negras profundas de la hoja, tallo o fruto y
que es causada por hongos que producen sus
esporas sexuales en un acérvulo.

Apresorio: Extremo hinchado de una hifa o tubo
germinativo que facilita la fijacion y penetracion de
un hongo en su hospedante.

Avirulento: Que carece de virulencia.

Bioensayo: Uso de un organismo como prueba, para
medir la infectividad relativa de un patégeno o la
toxicidad de una sustancia.

Cepa: Progenie de un solo aislamiento en un cultivo
puro; aislado; grupo de aislados similares; una raza.
En los virus de las plantas, es un grupo de aislados
virales que comparten en comin la mayoria de sus
antigenos.

Ciclo de la enfermedad: Todos los eventos
comprendidos en el desarrollo de la enfermedad,
incluyendo las etapas de desarrollo del patégeno y
el efecto de la enfermedad sobre el hospedante.

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

Codon: Unidad de codificacion que costa de tres
nucledtidos adyacentes y que codifica para un
aminoacido especifico.

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

Conidiéforo: Hifa especializada sobre la cual se
forman uno o mas conidio.

Control biolégico: Destruccion parcial o total de las
poblaciones del patdégeno por medio de otros
organismos.

Control integrado: Proceso que intenta utilizar todos
los métodos disponibles para el control de una
enfermedad, o de todas las enfermedades y plagas
de un cultivo para lograr un mejor control al menor
costo y con un dafo minimo al ambiente.

Cultivo: Crecimiento artificial de microorganismos o
tejidos vegetales en un medio nutritivo preparado;
colonia de microorganismos o células vegetales
mantenidos artificialmente en dicho medio nutritivo.

Desinfectante: Agente fisico o quimico que impide la
infeccion de una planta, 6rgano o tejido.

Desinfestante: Agente que destruye o inactiva a los
patégenos del ambiente o de la superficie de una
planta u érgano, antes de que ocurra la infeccion.

DNA complementario (DNAc): DNA sintetizado por la
transcriptasa inversa a partir de un molde de RNA.

Enfermedad: Cualquier mal funcionamiento de las
células y tejidos del hospedante, que resulta de las
irritacion continua por un agente patogénico o factor
ambiental y que lleva el desarrollo de sintomas.

Enzimas de restriccion: Grupo de enzimas de origen
bacteriano que rompen los enlaces internos del
DNA en puntos altamente especificos.

Esclerocio: Masa compacta de hifas que puede o no
contener tejidos del hospedante, por lo comdn con
una cubierta oscura y capaz de sobrevivir bajo
condiciones ambientales desfavorables.

Espora: Unidad reproductiva de los hongos que consta
de una o varias células; es analoga a la semilla de
las plantas verdes.

Etapa imperfecta: Fase del ciclo de vida de un hongo
en la que no se producen esporas sexuales. La fase
anamorfica.

Hifa: Ramificacion simple de un micelio.

Hongo imperfecto: Hongo del que no se sabe que
produzca esporas sexuales.

In vitrio: En cultivo; fuera del hospedante.

In vivo: En el hospedante.

Infeccion: Establecimiento de un parasito dentro de
una planta hospedante.

Infeccion latente: Etapa en la que un patégeno infecta
a su hospedante sin que este Udltimo muestre
sintoma alguno.

Infeccion primaria: Primera infeccion que sufre una
planta causada por un patdégeno que sobrevive al
verano o invierno.

Infeccion secundaria: Cualquier infeccion causada por
un inéculo y que se produce como resultado de una
infeccion primaria o consecutiva; infeccion causada
por un in6culo secundario.

Inmune: Que no puede ser infectado por un
determinado patégeno.

Inoculacion: Arribo o transferencia de un patdgeno
sobre su hospedante.

Inoculacion mecanica: inoculacién de un virus en una
planta por medio de la transferencia de savia de una
planta infectada por un virus a una planta sana.

Inéculo: Patégeno o partes de él que causa infeccion;
partes de los patdgenos que entran en contacto con
el hospedante.



Inéculo primario: Patégeno o esporas de éste que
sobreviven al verano o invierno y que causan la
infeccion primaria.

Inéculo secundario: Inéculo que se produce por las
infecciones que ocurren durante una misma
estacién de crecimiento.

Lesion: Area localizada de tejido enfermo o
decolorado.

Lesion local: Mancha foliar localizada que produce un
virus mediante inoculacién mecénica.

Medio de cultivo: Medio nutritivo preparado en el que
se cultivan microorganismos o células vegetales.
Micelio: Hifa o masa de hifas que constituyen el soma

de un hongo.

Micrometro (um): Unidad de longitud que equivale a
una milésima parte de un milimetro.

Nucleédtido: Ester fosférico de un nucledsido. Los
nucledtidos son las unidades estructurales del DNA
y RNA.

Patogenicidad: Capacidad que tiene un patégeno para
producir enfermedad.

Patdgeno: Entidad que causa enfermedad.

Penetracion: Invasion inicial por un hospedante por un
patégeno.

Promotor: Region del DNA o RNA que es reconocida
por la RNA polimerasa para iniciar la transcripcion.

Proteccion cruzada: Fendmeno por el cual los tejidos
vegetales infectados por la cepa de un virus,
contrarrestan la infeccion por otras cepas del mismo
virus.

Reproduccion asexual: Cualquier forma de
reproduccién que no implique meiosis o la fusion de
gametos.

Resistencia: Capacidad que tiene un organismo para
superar, totalmente o hasta cierto grado, el efecto
de un patégeno u otro factor perjudicial.

Resistencia horizontal: Resistencia parcial igualmente
efectiva contra todas las razas de un patégeno.

Resistencia vertical: Resistencia completa a algunas
razas de un patégeno, pero no a otras.

Resistente: Que tiene las cualidades para impedir el
desarrollo de un determinado patégeno. Que es
infectado o si lo es, en grado minimo.

RNA (acido ribonucleico): Acido nucleico que
interviene en las sintesis de proteinas; es también el
acido nucleico mas comun en los virus que infectan
a las plantas.

RNA de transferencia (RNAt): Molécula de RNA que
transporta los aminoacidos hasta el ribosoma para
colocarlos en el orden determinado por el RNA
mensajero.

RNA mensajero: Cadena de ribonucledtidos que
codifica para una proteina especifica.

RNasa (ribonucleasa): Enzima que degrada al RNA.

Septado: Que tiene septos o paredes transversales.

Septo: Pared transversal de las hifas o esporas.

Signo: Patégeno o sus partes o productos que se
observan sobre una planta hospedante.

Sintoma: Reacciones o alteraciones internas y
externas que sufre una planta como resultado de su
enfermedad.
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Susceptibilidad: Incapacidad de una planta para
resistir el efecto de un patégeno o otro factor
perjudicial.

Tejido: Conjunto de células de estructura similar que
llevan a cabo una funcién especial.

Tiro de municion: Sintomas en el que pequefios
fragmentos enfermos de las hojas se desprenden y
dejan pequenios orificios en su lugar.

Tolerancia: Capacidad que tiene una planta para
soportar los efectos de una enfermedad sin que
muera, sufra dafos serios o se pierda la cosecha.
Es también la cantidad de residuos toxicos
tolerables en los 6rganos comestibles de las
plantas.

Toxicidad: Capacidad de un compuesto para causar
dano.

Traduccion: Copia del RNAm en proteina.

Transcripcion: Copia de un gen en RNA. Es también la
copia de un RNA viral en un RNA complementario.

Transcripcion inversa: Copia de un RNA en DNA.

Transduccion: Transferencia de material genético de
una bacteria a otra mediante la participacién de un
bacteriofago.

Virulencia: Grado de patogenicidad de un patégeno.

Virulento: Capaz de causar una enfermedad severa;
notablemente patogénico.

Agrios, N. 2005.
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Anexo 2. Clave taxonomica de melanconiales

1a Conidia 1-celled. short, NOt filifOrM oo e e 2
1b Conidia 2-to several-celled. with transverse septa only. not filiform ..............c.ooiiiiil. 7
1c  Conidia filiform. 1-10 seVeral-Celled ... e 12
1d Conidia muriform, cross-shaped or star-shaped ... 14
2a CoNIdia NVAING oo 3
2D CoNIdia dark e Melanconium
3a Conidia produced apiCallY oo 4
3b Conidia produced laterally on cells on conidiophores  ...........cccooiiiiiiiinnes Catenophora
4a Conidia WithOUt @DDENAAGES .ot e e e 5
4b Conidia with apical, hyaline branched appendages ..., Pestalozziella
Ba Dark setae absent in @CervUlUS o 6
5b Dark setae presentin acervulus — .....ooiiiiiiii e Colletotrichum
6a Conidiophores arisina from a stromalike base ... Sohaceloma
6b Stromalike base absent .. Gloeosporium
7a CoNIdia 2-Colled oo, 8
7b  Conidia 3-10 several-Celled oo e 9
8a Conidium unequally 2-celled. without apbpendades  ...............cociiiinnnens Marssonina
8b Conidia equally 2-celled, with appendage or appendages at both ends .... Mycoleptodiscus

Polynema
9  CONIdia Aark o 10
9b  Conidia hyaline ..o Septogloeum
10a Conidia with appendaages. end cells hvaling oo e 11
10b Conidia with appendaaes. all cells dark oo, Polvnema
10c Conidia without appendages, all cells dark ..., Coryneum
11a Sinale beaklike appendaae at apex of conidia  ....ccoiiiiiiiii Monochaetia
11b Two or 3 apical appendaaes at apex of conidia ...ooieiiiiiiii s Pestalotia
11e Appendages both apical and basal  ........coiiiiiiii Seimatosporium
128 ParasitiC ON IEaVES oo s 13
12b Saprophytic on wood or bark .. Libertella
13a Conidia becoming Septate oo Cvlindrosporium
13b Conidia remaining 1-celled ... Cryptosporium
14a Conidia catenulate, diCtVOSDOIOUS  ....o.viiieiii i e Phragmotrichum
14b Conidia not catenulate, shape variable ... 15
15a Conidia dark, StaUrOSDOIOUS oottt e e e Asterosporium
15b Conidia dark. diCtVOSDOIrOUS oo e e Steganosporium
15¢ Conidia hyaline, StauroSPOroUS  ....i.iiiiiiii i Entomosporium

Fuente: Barnett et al., 1972
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Anexo 3. Métodos de penetracion e invasion por hongos
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Fuente: Agrios, G.N., 2005



Anexo 4. Aislamiento de hongos patéogenos del tejido una planta infectada.

—
Flarta infectada Se hacen cortes del borde de la Se utiizan pinzas Los cortes de tejido e ponen Se colocan los
lesion v se colocan en una estéries para a secar en papel fitro estéril  cortes en caja de
soluncion de cloro al 10% durarnte trasladar Ios cortes para eliminar & exceso de Petri gue contiene
diferentes tiempos cloro medio de cultivo
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Se ohtiene un cultivo puro del patdgeno mediante &
resembrado de una porcion de &l en otra caja que contengs
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Se colocan los cortes en
medios de cultiva de
acuerdo al tiempo de
inmer=ion en cloro

En una inmersion correcta
(por ejemplo, durarte 90 seq)
=60 zobrevive el patdgeno en la
parte central del corte y mas =2
desarrolla fuers del tejido

Anexo 5. Preparacion de medios de cultivo sélidos en cajas Petri y tubos de ensayo
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Preparacion de medios de cultivo sdlidos en tubos de ensayo inclinados
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Anexo 6. Comprobante de orden de secuenciacion de cepas de Colletotrichum

Macrogen Service Center
Basic information

order number:

data of order:

Service:

user ID:

name:

code:

order in detail:

preferred sample storage:

Page 1 of 2

080212FN-027

12/01/2008

Normal Service

fholguin

Francisco Holguin
PCR/DNA

Sequenccing 26 reaction(s)
1 month(s)

Macrogen Service Center

Primer Information

Page 2 of 2

Concentration

PO number: RFC: CFS941020BZ5
attention: El Colegio de la Frontera Sur
payment method: credit card
Dispatched by Macrogen's Fe dEx/DHL YES
account:
We send 13 samples for sequencing, can you
comment: give us the primers for the reaction, please? |
want the reactions in two sense
Sample Information
number
sample type conc(ng/ul) of reaction
1 1HAg PCR/DNA Non_cuantificated 2
2 2FrAg PCR/DNA Non_cuantificated 2
3 3FlAg PCR/DNA Non_cuantificated 2
4 4HANn PCR/DNA Non_cuantificated 2
5} B6FrAn 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

primer type sequence(5 to 3") (pmoliul)
1 ITS1 Universal | TCCGTAGGTGAACCTGCGG 10uM
2 ITS4 Universal  TCCTCCGCTTATTGATATGC 10uM
Reaction Information
sample primer
1 1HAg ITS1
2 2FrAg ITS1
3 3FIAg ITS1
4 4HAn 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

Referencia:

Cepas de Colletotrichum gloeosporioides aisladas de aguacate y anona para secuenciacion.
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Anexo 7. Manejo Poscosecha de la Anona

1. Recoleccion y manejo de la anona

Se debe cosechar con la mano y no colocar la fruta en el suelo. No se recomienda utilizar sacos para transportar la fruta
cosechada, lo mejor es usar la caja plastica. Debido a que la anona tiene una cascara muy fina que no le protege
mucho de la pérdida de humedad, una vez que ha sido cortada del arbol debe ser colocada rapidamente a la sombra, o
en lugares frescos donde no le pegue el sol directamente. La pérdida de humedad se refleja en pérdida de peso y de la
frescura de la fruta. Por la delicadeza de su cascara también se debe manejar con mucho cuidado, cuando se cosecha
se coloca en las cajas sin tirarla; las cajas con las frutas se deben mover cuidadosamente, tanto a la hora de cargarlas
como descargarlas de los camiones. El uso de amortiguadores, como espuma en las cajas o el empleo de papel
periédico para envolver la anona, ayuda a reducir el impacto de los golpes. Cuando el transporte se hace por caminos
dificiles, es necesario que se gire instrucciones a quienes manejen los camiones para que lo hagan en forma lenta para
evitar que las frutas se golpeen entre ellas y contra las paredes de las cajas, ademas de reducir un poco el impacto de
las vibraciones.

La anona tiene un alto contenido de una enzima llamada polifenoloxidasa, por lo que cuando la fruta sufre dafos
mecanicos como roces, desprendimiento de partes de la cascara, magulladuras, rajaduras, etc., las células quedan en
contacto con el aire y por acciéon de la enzima mencionada, se dan reacciones de oxidacion que hacen que el tejido de
la cascara y la pulpa se oscurezca, afectando la apariencia.

2. Seleccion y clasificacion de la anona

La anona debe ser seleccionada con el fin de eliminar la fruta que no cumple con los requerimientos del consumidor
como puede ser:

* Muy pequefia o muy grande

* La fruta deforme

* Fruta con golpes, magulladuras

* Verde 0 muy madura

+ Con perforaciones de insectos

» Con manchas negras

 Con pudriciones

3. Tratamientos poscosecha para la anona

En algunos tratamientos para alargar el periodo de vida Util de la anona. Sumergir la fruta en iprodione (Rovral 500).
Dentro de los principales resultados a obtener esta el bajo efecto significativo de reguladores hormonales como el acido
giberélico, el conservador de color verde Pro-long tiende a mantener el color verde y la firmeza, pero pueden sufrir
alteraciones en cuanto a las cualidades organolépticas (olor, sabor), las ceras no tienen efecto sobre la evolucion de la
madurez, pero si reducen la deshidratacion dandole un buen brillo a la fruta, el uso de absorbedores de etileno no
provocan cambios sobre la evolucion de la madurez y no alteran las caracteristicas de olor y sabor.

En Costa Rica se realizé una prueba donde previo al almacenamiento a 12 °C, a la mitad de la fruta cosechada no se le
aplicé fungicida y la otra mitad se sumergié en una solucién con el fungicida procloraz. Las evaluaciones se hicieron a
los 8 y 15 dias después de mantenerla a 12 °C y un dia a temperatura ambiente. Como resultados se obtuvo que a
medida que el tiempo transcurrid, se incrementd el porcentaje de fruta que presenté oxidacion en el eje central y en la
parte interna de la cascara, asi como fermentacién de pulpa, translucidez y pudricién. Al analizar el efecto del fungicida
se notd que éste no tuvo influencia sobre la oxidacion, resultando los valores de esta variable muy altos tanto en el
tratamiento testigo como en el tratamiento con procloraz. Sin embargo, si hubo un efecto del fungicida disminuyendo la
fruta fermentada, fruta podrida, eje podrido y pulpa translicida 15 dias después de estar en almacenamiento.

Es importante enfatizar la importancia de todos los cuidados preventivos que se le debe de dar a la fruta desde el
campo y durante la cosecha para evitar el desarrollo de lesiones, pues los tratamientos en poscosecha basicamente lo
que van a hacer es retrasar el desarrollo de estas lesiones, pero si estas son muy abundantes, la eficacia del

tratamiento poscosecha es muy baja.
(Castro et al, 2007)
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Anexo 8. Secuencias de cepas de Colletotrichum gloeosporioides.

110 120 140 150 160
CCTCCG GGAGGG TCCGCCAC TACC TTTG GCC TACATCAGC TG TAGGGCCCCAACAC

,’1‘& Ll

CAHANC1 CAFrAnC2
Cepa aislada en hoja de anona Cepa aislada en fruto de anona

190 200 210
GTTGAAATGACGC TCGAACAGGCATGCC

A

CAHAgC1 CAFIAgC2
Cepa aislada en hoja de aguacate Cepa aislada en flor de aguacate

180
GGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCC

uﬂuﬂun.mun nﬂ

CAFrAgC3
Cepa aislada en fruto de aguacate

Secuencias de cepas de C. gloeosporioides editadas en el programa ClustalX, para
la determinacién de la especie.



CAPITULOlll. SERVICIOS

Servicios realizados en el Centro de Innovacion Tecnoldgica del Sur del Instituto de
Ciencia y Tecnologia Agricola ICTA-CISUR, Cuyuta, Masagua, Escuintla.
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l. Presentacion

El Programa de Frutales Tropicales del Centro de Investigaciones del Sur del ICTA
(ICTA-CISUR) se encuentra localizada en la aldea de Cuyuta, municipio de Masagua,
departamento de Escuintla, este parcelamiento se encuentra ubicado en el Instituto de
Ciencia y Tecnologia Agricola ICTA-CUYUTA, cuenta con un area exclusiva a la
investigacién de mas de 30 especies de frutales que abarca un area de aproximadamente
de 5 manzanas, en el cual se realiz6 el Ejercicio Profesional Supervisado Agricola (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
promocién, tomando este problema como una oportunidad de servicio para la
identificacién 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 Agricola es una entidad del estado que en parte
se encarga de brindar informacidn técnica a la persona que desea solicitarla, y de ahi
surge el servicio de la elaboracion de un CD interactivo, el cual contiene la informacion
técnica de los diferentes especies de frutales ubicados en el parcelamiento. EI CD
interactivo contiene informacién como la clasificacién taxonémica, requerimientos edafo-

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

El tercer servicio consisti6 en la elaboracibn de un cepario de Antracnosis
(Colletotrichum gloeosporioides) aislados en Anona, Aguacate, Carambola, Papaya,
Mango y Guayaba.
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Il. Objetivos

2.1 General

e Contribuir a la solucion de la problematica de la estacidbn ICTA-CUYUTA y el
laboratorio de fitopatologia de la FAUSAC a través de la ejecucion de servicios de
utilidad para ambas entidades.

2.2 Especificos

e 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 (CD) interactivo con informacion de los diferentes
arboles frutales, indicando cada una de las especies, afiadiendo informacién técnica
y fotografica para cada una.

e 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 patégeno y a su vez ahorrar especio fisico.
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lll. Servicios realizados

3.1 Servicio 1. Rotulacion de especies fruticolas

3.1.1 Objetivo
Rotular las 27 especies de arboles frutales del ICTA-CUYUTA, Masagua, Escuintla,
con el propésito de identificarlas para facilitar su estudio.

3.1.2 Metodologia

Para este servicio se realiz6 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.

3.1.2.1 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 tamanos, soportes de madera, tachuelas de 1
pulgada, pinturas de color blanco, azul, rojo y negro, molde de letras.

Figura 77. Adquisicién de materiales para la rotulacion.
Fuente: Autor

3.1.2.2 Corte de rétulos
De la ldamina de metal se realizaron pequenos cortes de la misma, para la

elaboracion de pequefios rétulos de 30X30 centimetros,

| %

r : NN

Figura 78. Corte de rotulos.
Fuente: Autor
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3.1.2.3 Union de rétulos y soporte
Los roétulos se unieron a los soportes de madera mediante las tachuelas de una

pulgada de largo.

3.1.2.4 Pintado de roétulos
Los rotulos fueron pintados de color blanco de fondo y las letras fueron de color
negro y rojo.

Figura 79. Pintado de rétulos.
Fuente: Autor

3.1.2.5 Contenido de rotulos
Los rétulos fueron identificados con el nombre comun en la primera fila, nombre

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

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

3.1.3 Resultados

Se identificaron 27 especies fruticolas en toda el area de frutales, entre las cuales
podemos mencionar: aguacate, anona, mango, papaya, carambola, guayaba, noni,
palmito, mazapan, mamey, manzana de agua, nance, pomelo, jocote marafon, pejibaye,
entre otras.

Figura 80. Colocacion de rétulos.
Fuente: Autor
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3.1.4 Evaluacion

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

3.2 Servicio 2. Elaboracion de CD interactivo

3.2.1 Objetivo
Contribuir a la biblioteca de la estacion del ICTA-Cuyuta, brindando informacién
importante de las diferentes especies frutales ubicadas en el programa de frutas

tropicales.

3.2.2 Metodologia
Para la elaboracién 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.

3.2.2.1 Adquisicion de materiales
Los materiales empleados para este servicio, podemos mencionar: GPS Etrex,

libreta de campo, cdmara digital, informacién técnica de cada cultivo, Power point, CD.

3.2.2.2 Procesamiento de datos

Para la obtencién del mapa o croquis del area de frutales se procedié a bajar las
coordenadas UTM del GPS al ordenador utilizando el programa Arview para graficarlo,
como también, el uso de orto-fotos del Centro de Investigaciones.

3.2.2.3 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 informacién técnica.
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3.2.3 Resultados

La grabacién de este disco compacto (CD, por sus en ingles), es de gran ayuda a la
biblioteca de la estacién del ICTA-Cuyuta, ya que los registros con los que se cuentan
sobre diferentes especies de arboles frutales, no estan en buen estado, asi mismo no se
cuenta con informacién de todas las especies frutales que se encuentran ubicadas en el

proyecto de frutales tropicales.

‘ CLICK SOBRE EL CULTIVO DESEADO |

Figura 81. Presentacion del CD interactivo.
Fuente: Autor

3.2.4 Evaluacion
Se elabor6 el CD interactivo con su respectivo hipervinculo sobre la informacién

técnica sobre el mapa del area de frutales de ICTA-CISUR, Cuyuta.

Guia Técnica

Figura 82. Contenido CD Interactivo, Cultivo del Aguacate.
Fuente: Autor
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3.3 Servicio 3. Elaboracion de Cepario

3.3.1 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 permitan

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

3.3.2 Metodologia

Para el almacenamiento de las cepas de Colletotrichum spp., se utilizaron los
cultivos monospéricos de las diferentes cepas de Colletotrichum spp., provenientes de
mango, papaya, anona, aguacate, carambola y guayaba, se tomaron pequefnos
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 cepa 'y
su procedencia, los viales se colocaron en planchas de duroport para que estos estuvieran

colocados de manera adecuada y de facil transportacion.

g ) : - s
Figura 83. Fragmentos de papel filtro para la realizacién de copias de cepas.

3.3.3 Resultados

Se colocaron en conservacion cepas de Colletotrichum gloeosporioides aisladas de
anona, aguacate, guayaba, carambola, papaya y mango, haciendo uso de una nueva
técnica de conservacién en papel filtro y agua esterilizados, dando al hongo las



95

condiciones adecuadas para que este entre en un periodo de dormancia, y asi mismo,
garantizamos la existencia de material fitopatologico para su previo estudio.

Figura 84. Cepario d Colletotrichum gléesporioides.

Este es un método efectivo de conservacion, ya que luego de pruebas de activacion
del hongo de cada cepa, las cuales consisten en colocar el material fitopatégeno en medio
de cultivo (ej. Extracto malta-agar), se ha podido evidenciar que el hongo aun esta en
capacidad de reproducirse y de infectar a las plantas.

3.3.4 Evaluacion

Se lograron aislar dos cepas de anona, tres cepas de aguacate, tres cepas de
carambola, dos cepas de guayaba, cuatro cepas de mango y dos cepas de papaya.

De las dieciséis cepas aisladas de los diferentes arboles frutales, se realizaron 14
copias de cada una.



