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RESUMEN
El mango en la actualidad el cultivo tropical mas importante después del banano y los

citricos, dentro de las especies fruticolas.su agradable sabor y aroma, su color
atractivo y valor nutricional lo hacen favorito del hombre desde epocas remotas, en
colombia existen alrededor de 8,300 ha sembradas con este frutal, las cuales arrojan
aproximadamente 82,000 toneladas de fruto al afio. La antracnosis es la enfermedad

fungosa principal y mas comun en las regiones donde se cultivan papaya y mango.

El objetivo de esta investigacion fue la identificacion del agente causal de la
antracnosis asi como medir la severidad de dafio en frutos de mango a diferentes
suspenciones. Las variedades de mango utilizadas fueron Tomy y Ataulfo. El
experimento constd de realizar los postulados de Koch, primero se aislé el patogeno
para obtener un indculo de Colletotrichum, se midié el nUmero de esporas por mL y
se aplicaron diferentes suspenciones de inoculo en frutos de mango maduros y se
evaluo la severidad a los 6 y 10 dias despues de ser inoculados mediante hojas
milimetricas. EI hongo fue identificado macro y microscopicamente con ayuda un
microscopio compuesto con los objetivos 10 y 40x. Los resultados obtenidos se
manejaron en terminos de porcentaje y se analizaron mediante el programa estadistico
de Nuevo Leodn version 2.5 mediante un analisis factorial de tres factores, el factor A
las variedades de mango, el factor B los tratamientos y el factor C los tiempos de

evaluacion. Se identificd el género Colletotrichum, severidad abarcé del 6.33 al 7.45%.

Palabras claves: Colletotrichum, severidad, % de dano.



INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L) por su capacidad de adaptaciéon a diferentes
condiciones adversas, es uno de los frutales con mayor distribucion en el pais; por lo
que la mayor parte de la produccion nacional proviene de huertos de traspatio, sin

embargo, existen pocos huertos comerciales.

El origen del mango se ubica en el continente asiatico, entre la zona geografica del
noreste de la India y el norte de Burma, muy cerca del Himalaya. La distribucién de su
cultivo se extendié en primera instancia por el sureste asiatico y mas tarde al
archipiélago Malayo; asi los portugueses lo llevaron primero al continente africano y
posteriormente a las costas de Brasil, y de ahi se distribuye al resto de América. Los
espafoles introdujeron este cultivo a sus colonias tropicales del Continente Americano,
por medio del trafico entre las Filipinas y la costa oeste de México por los siglos XV y
XVI (SADER, 2019).

Este frutal se cultiva en alrededor de 100 paises, se encuentra ampliamente distribuido
en paises asiaticos y latinoamericanos, y en general, en regiones con clima célido. Se
cultivan en todo el mundo alrededor de cuatro millones de hectareas y se producen

cerca de 28 millones de toneladas.

En México, dentro de los frutales, el mango ocupa el segundo lugar, en cuanto a
superficie sembrada con 176,781.49 ha, s6lo por debajo del cultivo de la naranja que
tiene una superficie de 348,558.26 ha y por encima de los cultivos de limén, aguacate
y platano que cuentan con una superficie de 145,831.50, 101,881.82 y 80,923.28 ha,
respectivamente (FAOSTAT, 2018).

La presencia de enfermedades del mango, causadas por hongos fitopatégenos y su
impacto en la produccion y calidad del fruto ha sido ampliamente estudiada por varios
autores (Ploetz, 2003; Acosta et al., 2003; Guillén et al., 2007; Huerta et al., 2009;
Noriega et al., 1999).



La antracnosis es considerada la enfermedad méas importante en la etapa de pre y
postcosecha del cultivo de mango (Litz, 2000), ya que es el principal problema

fitosanitario asociado con la produccion de mango (SAGARPA, 2014).

La antracnosis C. gloeosporioides Penz. es la principal enfermedad fungosa del mango
a nivel mundial debido a que es responsable de pérdidas econémicas a nivel de pre y
postcosecha, principalmente en regiones con temperatura y humedad relativa elevada.
Esta enfermedad esta presente en todas las regiones productoras de México, donde
se han reportado incidencias severas durante la floracion, fructificacion y postcosecha,
ocasionando pérdidas que varian entre el 15y 60%. En el campo, C. gloeosporioides
produce esporas en hojas, paniculas y frutos momificados. Las esporas pueden ser
diseminadas por las lluvias hacia otras hojas o flores causando infecciones
secundarias. El fruto en desarrollo puede ser infectado también y algunas cepas del
patébgeno pueden ocasionar pérdidas en precosecha. En el caso de la antracnosis
postcosecha, los frutos son infectados durante su desarrollo, pero la infeccion
permanece latente hasta el inicio de la madurez que ocurre después de la cosecha
(Corkidi et al., 2018).

Este patégeno se ve favorecido por ciertas condiciones ambientales como altas
temperaturas (27 °C) y humedad relativa (80%), ademas, por la no implementacion de
practicas culturales encaminadas a reducir la densidad del inoculo en el campo (Vallejo
et al., 2014)

Los sintomas iniciales sobre hojas jovenes se manifiestan como pequefias manchas
café oscuras rodeadas de un halo clorético que pueden coalecer para formar lesiones
irregulares de 0.3 a 1.0 cm de diametro, En frutos en desarrollo puede ocasionar la
caida de mas del 90% cuando se presenta en intensidades superiores al 80% e incluso
cuando alcanza niveles de dafio del 40% la caida de fruta puede alcanzar magnitudes
superiores al 50 6 60% (INIFAP, 2015)



Justificacion

Es importante el estudio de la antracnosis en mango ya que esta enfermedad puede
causar hasta el 60% de perdida de la cosecha, ya que esta puede estar asociado con
hongos y bacterias las cuales pueden diferir en su manejo sanitario.

El nivel de adaptacion de las diferentes especies de Colletotrichum a variedades

resistentes es elevada por lo que se requiere estudios nuevos

Objetivos

v' Ildentificar los diferentes agentes asociados a la antracnosis del mango.
v' Desarrollar pruebas de patogenicidad de agente causal asociado a la
antracnosis del mango.

v" Medir la severidad en el fruto de mango atravez de diferentes consentraciones
Hipodtesis
v' Se espera identificar por lo menos dos agentes causales de la antracnosis del
mango.
v' Algunas de las variedades de mango son mas suceptibles al ataque de
Colletotrichum.

v' La severidad de la antracnosis en frutos de mango esta relacionada con la

cantidad del in6culo por el cual es atacado.



REVISION DE LITERATURA

Importancia Economica del Mango

Este frutal se cultiva en alrededor de 100 paises, es uno de los mas consumidos a
nivel mundial. Se cultivan en todo el mundo alrededor de cuatro millones de hectareas
y se producen cerca de 28 millones de toneladas. En las areas de su cultivo genera
fuentes de empleo, contribuye a la alimentacion humana y genera ingresos
econdmicos. El continente asiatico es el principal productor, ya que concentra el 75%
de la produccién, América Latina y el Caribe cuentan con el 14% y Africa con el 10%
(Figura 1).

En México, dentro de los frutales, el mango ocupa el segundo lugar, en cuanto a
superficie sembrada con 176,781.49 ha, s6lo por debajo del cultivo de la naranja que
tiene una superficie de 348,558.26 ha y por encima de los cultivos de limén, aguacate
y platano que cuentan con una superficie de 145,831.50, 101,881.82 y 80,923.28 ha,
respectivamente (FitoChapingo, 2008).

La produccién de mango en México aument6 en 36%, al pasar de 1.3 a 1.8 millones
de toneladas, por lo que se ha logrado comercializar en 27 destinos internacionales,
entre los que se encuentran Estados Unidos, Canada, Rusia, Australia, Noruega,
Espafia, Francia, Italia y Reino Unido (SAGARPA, 2017).
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Figura 1. Participacion en la produccion de mango en el afio 2000

Ubicacion taxonomica del mango de acuerdo a la EPPO 2002

El mango, es un género perteneciente a la familia de las anacardiaceas. Tiene unos
130 especies descritas, de las cuales solo 8 son aceptadas y practicamente todas las
otras estan todavia taxonémicamente discutidas.
Reino......... Plantae
Phyllum......... Magnoliophyta
Clase......... Angiospermae
Categoria......... Malvids
Orden......... Sapindales
Familia......... Anacardiaceae
Género......... Mangifera

Especie......... indica Linneo



Infeccion por Colletotrichum

El género Colletotrichum posee dos tipos de estrategias de infeccion, la intracelular
hemibiotrofica y la subcuticular-intramural necrotrofica; y puede incluso establecer un
periodo de latencia con la finalidad de hacer frente a los mecanismos de defensa del
hospedante, generacion de compuestos téxicos preformados y fitoalexinas,
disminucién de nutrientes del tejido para que su disponibilidad no cubra las
necesidades energéticas del patdgeno. Generalmente las especies de Colletotrichum
invernan como micelio y/o apresorios en distintas partes del hospedante. El hongo C.
gloeosporioides por ejemplo, se disemina a través de una pelicula de agua originada
por el rocio y por las lluvias frecuentes de baja intensidad; cuando los conidios afectan
a las inflorescencias se impide la formacion de los frutos. La infeccion esta relacionada
con la temperatura y con la duracion de los periodos humedos (Wharton y Diéguez,
2004).

Fitzell y Peak (1984), determinaron que los conidios son la fuente de indéculo mas
importante en Australia, los cuales son producidos sobre ramas terminales,
inflorescencias momificadas, bracteas florales y hojas; bajo condiciones de laboratorio
los conidios se producen en un amplio rango de temperatura (10-30 °C) y con humedad
relativa de 95 a 97 %.

Huerta-Palacios et al. (2009), al estudiar la epidemiologia de C. gloeosporioides en
mango Ataulfo, determinaron la presencia de la enfermedad durante todo el afio;
observaron que una temperatura minima de punto de rocio (21 a 24 °C durante la
noche) y una humedad relativa > 80 % propicié la condensacion de agua en el follaje,
a tal grado que se presentan escurrimiento y salpique, promoviendo la dispersiéon de

conidios del hongo en follaje, flores y frutos en desarrollo.

Antracnosis

La antracnosis, del griego “carbén” es una enfermedad limitante para los frutos de
mango, afectando la vida util de éstos; es causada principalmente por Colletotrichum

gloeosporioides, sin  embargo es posible encontrar otras especies
6



de Colletotrichum causando enfermedades en un mismo cultivo. Por ejemplo en
Yucatan, se encuentran al menos dos especies de Colletotrichum, que causan
antracnosis, estas especies son identificadas como C. gloeosporioides y C. dematium.
Se trata de una de las enfermedades mas difundida y destructiva del follaje del mango,

aunque también puede causar graves dafios de post cosecha.

Es producida por el hongo C. gloeosporioides, que aparece en forma de manchas
oscuras en las flores y sus pedunculos, destruyendo a gran namero de flores; en las
hojas también aparecen puntos negros, que se convierten en agujeros por destruccion
de tejidos. Los frutos jévenes también pueden ser atacados, quedando destruidos
antes de llegar a la madurez. Si les ocurre esto cuando ya estan maduros, presentaran
manchas negras que les daran mal aspecto y dificultardn su conservacion. Tiene
especial importancia en las zonas humedas, sin embargo no tiene incidencia en climas
secos. Muchos estudios han concluido que las practicas de manejo de la enfermedad
son inadecuadas para la eliminacién de la misma. El desarrollo de variedades
resistentes hasta el momento no ha sido exitoso debido a la variabilidad de las

especies de Colletotrichum sobre un mismo hospedero (Than et al., 2008).

Importancia economica

La antracnosis es probablemente la enfermedad mas comun de las plantas de mayor
impacto econdmico a nivel mundial, se puede decir que este es el problema de hongos
patbgenos mas critico que afecta la produccion de leguminosas, granos y frutales.
Paez (2003) y Bustamante (2006) mencionaron que las perdidas por la antracnosis en

papaya y mango oscilan entre el 15 al 50%.

Pronéstico de la enfermedad.

Para determinar el calendario de aplicacién de fungicidas y con el fin de reducir su

uso, se han desarrollado dos modelos de prondstico de la antracnosis (Dodd et al.,
1991; Pico et al., 1988). Akem (2006) not6 diferencias entre el tiempo previsto para
la infeccion en los modelos de Australia y Filipinas,

indicando la necesidad de precaucion cuando se adopta un modelo para aplica
7



rlo en un area diferente a aquella en que fue desarrollado. El prondstico podri
a ser mas util en situaciones de sequia estacional, donde en la practica podria as
umirse que la infeccion ocurre dondequiera que se produzcan precipitaciones
significativas (Arauz, 2000). Una vez que las lluvias comienzan en una region

himeda, se necesita de la aplicaciébn programada de acuerdo a un cronograma.

Agente causal

La antracnosis es causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides Penz, la cual
puede afectar un amplio rango de hospederos incluyendo otros frutales tropicales. La
antracnosis en las frutas maduras desarrolla prominentes manchas negras hundidas,
que pueden causar su caida prematura de los arboles. Las manchas de los frutos
pueden unirse y eventualmente penetrar profundamente en la fruta, resultando en una
extensa area de fruto en descomposicion. La mayoria de las infecciones en la fruta
verde permanecen latentes y en gran parte invisibles hasta la maduracion. Por lo tanto,
frutos que aparentan estar sanos durante la cosecha, pueden desarrollar sintomas de
antracnosis rapidamente durante el periodo de postcosecha. En mango la intensidad
de dafio puede variar en funcion a los cultivares, algunos de los cuales son
moderadamente resistentes como el Tommy Atkins (Dodd et al, 1997), mientras que

otros como el Haden y Kent se reportan como susceptibles (Galan, 2000).

El color del micelio del hongo sobre el medio de cultivo papa — dextrosa- agar puede
variar de blanco a gris y el acérvulo maduro puede formarse como masas conidiales
de color naranja. Los conidios son hialinos, unicelulares, cilindricos 6 elipsoidales, de

7 a 20 micras de longitud y 2.5 a 5 micras de ancho

Ubicaciéon taxonomica Colletotrichum gloeosporioides de acuerdo a la EPPO
2019

Filo......... Ascomycota

Subfilo......... Pezizomycotina



Clase......... Sordariomycetes

Subclase......... Sordariomycetidae
Orden......... Phyllachorales
Familia......... Glomerellaceae
Género......... Colletotrichum
Especie......... gloeosporioides

(Penzig) Penzig y Saccardo

Sintomatologia

Los sintomas iniciales sobre hojas jovenes se manifiestan como pequefias manchas
café oscuras rodeadas de un halo clorético que pueden coalecer para formar lesiones
irregulares de 0.3 a 1.0 cm de didmetro; el centro de las lesiones muchas veces se

seca Yy se desprende ocasionando perforaciones en las hojas.

En floracion los sintomas inician con pequefias manchas negras sobre flores,
pedunculos, pedicelosy el raquis de la inflorescencia, ocasionando la caida de flores,
persistiendo solamente los pedunculos. La rapida dispersiéon y desarrollo de la
enfermedad sobre las paniculas florales genera una masa en negrecida de flores,
aunque éstas pueden estar asociadas con dafos paralelos de otros agentes (Ploetz y
Prakash, 1997). La infeccion sobre las inflorescencias puede ocasionar una reduccién
considerable en el «xamarre» de frutos (Mendoza, 1977); en casos severos propicia el
fracaso total de la produccion en el cultivo (Prior et al, 1992) y en frutos en desarrollo
puede ocasionar la caida de mas del 90% cuando se presenta en intensidades
superiores al 80% e incluso cuando alcanza niveles de dafio del 40% la caida de fruta

puede alcanzar magnitudes superiores al 50 6 60%.

La antracnosis es una enfermedad que ocasiona lesiones tipicas necréticas en los

tallos, hojas y frutos de las plantas afectadas (Cannon et al., 2012).



Figura 2: Dafos en fruto,hoja y flores del mango por colletotrichum. A) Foto UAAAN,
2018; by c) fotos tomadas del internet

Etiologia y diseminacion

El hongo Colletotrichum sp., produce conidios incoloros, de una sola célula, ovoides,
cilindricos y en ocasiones encorvados o en forma de pesas en acervulos. Las masas
de conidios son de color salmén o rosa. Los acervulos son subepidermicos y brotan a
través de la superficie de los tejidos de la planta, tienen forma de disco o cojin y son

cerosos, con conidioforos simples, cortos y erectos (Agrios, 2005) (Figura).

En general la antracnosis puede presentarse en hojas, tallos y frutos del mango en pre
y postcosecha, y aun en pequefias lesiones causadas por este patégeno sobre la
superficie del fruto disminuyen su valor comercial. Muchas enfermedades de
postcosecha del fruto presentan el fenédmeno de la quiescencia en el cual los sintomas
no se desarrollan hasta que el fruto madura. Las especies de Colletotrichum son
reconocidas como los principales patégenos que causan infecciones latentes. Los
apresorios son conocidos por formar discos adhesivos que se fijan a la superficie de
la planta y permanecen latentes hasta que los cambios fisiologicos suceden en el fruto,
principalmente los cambios ontogénicos. De ahi que estas especies sean sujeto de
numerosas investigaciones que tienen como objetivo obtener conocimiento del
proceso de la enfermedad y el entendimiento de la compleja relacion entre especies

involucradas, dada que en la actualidad hay muchos vacios. El hongo puede sobrevivir
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en hospederos alternos tales como otras solanaceas, leguminosas, plantas
acompafiantes y frutos en descomposicion dentro del campo. Las especies de
Colletotrichum producen naturalmente microesclerocios que permanecen latentes en
el suelo durante el invierno o cuando son sometidos a condiciones de estrés y estos

microesclerocios pueden sobrevivir por muchos afos (Agrios, 2005.Citado por Than

et al., 2008).
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Figura 3:Ciclo de la enfermedad causada por Glomerella cingulata 'y
Colletotrichum gloesporium (Agrios, 2005).

Diseminacion

Sus conidios son liberados y se diseminan solo cuando los acervulos se encuentran
hamedos, y son generalmente diseminados por las lluvias o el salpique de agua de
riego desde tejidos enfermos a hojas y frutos sanos. Ademas pueden ser transportados

por el viento o al entrar en contacto con los insectos, u otros animales, herramientas,
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etc. Los frutos enfermos actian como fuente principal de inoculo permitiendo la
diseminacién de la enfermedad de planta a planta dentro del campo (Agrios, 2005;
Citado por Than et al., 2008).

Epidemiologia

El factor ambiental cumple un papel determinante en el desarrollo de enfermedades
epidémicas, la relacion entre la intensidad de la lluvia, duracién, geometria del cultivo
y la dispersion del inoculo guia a diferentes niveles de severidad de la enfermedad.
Los efectos de la temperatura frecuentemente interactian con otros factores tales
como la humedad de la superficie de la hoja, la humedad relativa, luz o competencia
microbiana. Sin embargo, es la duracion de la humedad sobre la superficie de la hoja,
la que parece tener la influencia mas directa sobre la germinacion, infeccion y
crecimiento del patéogeno sobre el hospedero. Generalmente la infeccion ocurre
durante dias célidos con alta humedad relativa (80%) y una temperatura de (27°C)
(Than et al., 2008)

Reproduccién

En términos generales la reproduccion sexual proporciona la variabilidad genética, y
el estadio asexual es el responsable de la dispersion del hongo (Kim et al., 1998).Las
ascosporas germinan e infectan los tejidos de la planta. Las hifas de estas zonas van
a desarrollar acérvulos, los cuales van a producir masas de conidios en los
conidiéforos. Los conidios son diseminados por las salpicaduras de lluvia o por la brisa
hacia hojas sanas, frutos jévenes o capullos. Las condiciones ambientales, asi como
la senescencia del hospedero pueden inducir un nuevo desarrollo del estadio sexual

para reiniciar el ciclo de vida.
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Multiples especies de Colletotrichum sobre un hospedero

Dentro del patosistema Colletotrichum, diferentes especies u biotipos de este patdégeno
son asociados con un mismo hospedero, asi, por ejemplo en cultivos de aguacate y
mango C. gloesporioides y C. acutatum afectan el fruto como enfermedad de
postcosecha. En el caso de la fresa, esta puede ser infectada por tres diferentes
especies, C. fragariae , C. acutatum y C. gloesporioides, causando la antracnosis del
fruto y de otros 6rganos de la planta. Ejemplos adicionales de multiples especies de
Colletotrichum afectando aun hospedero incluyen a cultivos como el café, tomate, aji
y cucurbitaceas. Sin embargo también es comun encontrar que una sola especies de
este patdgeno, infecte multiples hospederos, por ejemplo C. gloesporioides, ha sido
encontrada afectando una amplia variedad de frutos entre los que se incluyen
aguacate, almendro, manzana, fresa, citricos, etc. Ejemplos de otras especies
reportadas en multiples hospederos son C. capsici, C. coccodes, C. dematium
(Freeman et al., 1998).

Mecanismos de infeccion de Colletotrichum

Las especies de Colletotrichum utilizan diversas estrategias para invadir el tejido del
hospedero, las cuales varian entre hemibiotrofo intracelular y necrotrofo intramural,
subcuticular. Las especies de este género producen una serie de estructuras de
infeccion especializadas como tubo germinativo, apresorio, hifa intracelular e hifa
necrética secundaria. En general los eventos de pre-penetracion son basicamente los
mismos para todas las especies de Colletotrichum, las principales diferencias, llegan
a presentarse aparentemente después de la penetracion y es ahi cuando se pueden
diferenciar las dos estrategias de infeccién. Inicialmente, la conidia se adhiere y
germina sobre la superficie de la planta (solo en presencia de agua), produce un tubo
germinativo que forma un apresorio y se introduce directamente en la cuticula de su
hospedante. Después de la penetracion el patdgeno que coloniza la region intramural,
a través de la cuticula, invade de manera necrética y se disemina rapidamente a través
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del tejido; en esta forma de parasitismo, no se presenta una etapa biotrofica detectable.
Por el contrario la mayoria de los patdgenos de la antracnosis presentan inicialmente
una estrategia de infeccion biotrofica a través de la colonizacion del plasmalema y la
pared celular, intracelularmente (por lo general esta fase puede durar de 24 — 72 horas.
Después de su estado biotrofico, se desarrolla su etapa necrotica destructiva, la cual
comienza con la presencia de una hifa necrética secundaria, que se ramifica atravez
del tejido del hospedero tanto inter como intracelularmente afectando una o dos
células, de ahi que este patdgeno sea reconocido como hemibiotrofo o biotrofo
facultativo. (Than et al., 2008), (Whartan y Diaguez, 2004)

Identificacidn de las especies de Colletotrichum spp.

Actualmente la identificacion de las especies de Colletotrichum, son un conocimiento
esencial para el desarrollo e implementacion de estrategias efectivas para el manejo y
control de la enfermedad, asi como para implementar programas de mejoramiento
genético. Tradicionalmente la identificacibn y caracterizacion de las especies de
Colletotrichum spp, ha sido basada en caracteres morfoldgicos, tales como tamafio y
forma de las conidias y del apresorio; existencia de setas, el estado telemorfo; y
caracteristicas del cultivo como color de la colonia, taza de crecimiento y textura. Sin
embargo solo estos criterios no son suficientes ni adecuados para la identificacion de
especies debido al solape o coincidencia en los caracteres morfologicos y variacion

entre las especies bajo diferentes condiciones ambientales.

De ahi que la aplicacion combinada de las herramientas de diagnostico molecular con
la tradicional caracterizacién morfolégica y pruebas de patogenicidad, sean un recurso
apropiado y confiable para la identificacion especifica de la variabilidad de las especies
de este patogeno. Facilitando la implementacion de medidas mucho mas efectivas en
el control y manejo de las enfermedad y la seleccion de cultivares con resistencia mas
duradera (Than et al., 2008).
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Variabilidad patogénica de las especies de Colletotrichum spp.

Hay una variacion considerable respecto a los tipos de plantas hospedantes a los que
cada especie de Colletotrichum o Gloesporium puede atacar, e incluso puede haber
varias razas con un grado de patogenicidad distinto dentro de cada una de las especies
del hongo. Algunas poblaciones de patdgenos son conocidas por ser patogénicamente
diversas, y la diversidad parece ser debida a la generacién continua de nuevas
variaciones patogénicas. Informacion de la diversidad del patégeno y la distribuciéon
geografica de las poblaciones del mismo, son en tanto un prerrequisito para la
evaluacion precisa de germoplama de resistencia durable en los programas de
mejoramiento (Agrios, 2005).

Conservacién por suspensién en agua destilada estéril del inoculo.

Metodologia de conservacion de microorganismos que muestran altos porcentages de
variabilidad en periodos a veces superiores a 5 afios.(Angel,2006). Es un metodo
alternativo muy utilizado y que da muy altos grados de vibilidad en diversos tipos de

microorganismos, tanto hongos filamentosos como levaduras y algunas bacterias.

Consiste en suspender en agua esteril unas cuantas celulas del cultivo que se quiere

conservar
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MATERIALES Y METODOS
Localizacion

El trabajo experimental presente se establecio dentro del laboratorio de Fitopatologia
del Departamento de Parasitologia en las instalaciones de la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro, con sede en Saltillo, Coahuila, Mexico, al sur de la ciudad con

domicilio en calzada Antonio Narro #1923 (Figura 4).

Figura 4: Localizacion del experimento en la UAAAN en Saltillo, Coahuila,
Mexico

Aislamiento del patégeno

La toma de muestra de material infectado con Colletotrichum fueron frutos que se
recolectaron del mercado del sur de Saltillo, mango de la variedad Ataulfo y Tommy,

los cuales presentaban signos y sintomas de la enfermedad (Antracnosis) (Figura 5).

Figura 5: Muestras vegetales. UAAAN 2018

16



Se utilizo el método de siembra de tejido enfermo, del total de las muestras de mangos
enfermos se seleccionaron los tejidos mas daflados de cada muestra, con ayuda de
una navaja previamente esteril, se cortaron pequefios fragmentos de tejido enfermo
de aproximadamente (0.5 cm de largo * 0.3 cm de ancho), posteriormente se lavaron
con agua y jabon liquido para retirar los posibles residuos de fungicidas que pudieran
traer, se desinfectaron con hipoclorito al 3% durante 1 minuto, transcurrido este tiempo
se paso a alcohol al 90% durante 1 minuto y posteriormente se lavo con agua destilada
y se dejo secar a temperatura ambiente (25° + 2 °C) sobre papel absorvente esteril
durante 3 minutos. Transcurrido este tiempo el material se llevo a la camara de
transferencia y se colocaron 3 cortes de manera equidistante por placa de Petri con
medio de cultivo PDA, se replico el procedimiento en 10 placas de Petri con PDA, al
finalizar las cajas se sellaron, rotularon y se incubaron a una temperatura de 25° -
30°C.

Reaislamiento del Patégeno

De las colonias de color blanco se tomo una pequefia porcion de micelio con una agua
de diseccion previamente esteril y se transfirio nueva placa de Petri con medio de
cultivo PDA, las cajas se sellaron con kleen pack y fueron colocados de manera

invertida en la incubadora a una temperatura de 28 °C.
Obtencién de Inoculo

Conservacion por suspension en agua destilada esteril

De los cultivos reaislados, con ayuda de un saca bocados se extrajo un explante y se
coloco en un mortero previamente desinfectado, con 20 ml de agua destilada y se
masero a punta de mechero obteniendo una solucion de esporas en 20 ml de agua
(Figura 6).
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Figura 6: Proceso para la obtencion de Inoculo. UAAAN 2018

Pruebas Preliminares

Para determinar si la solucion con el inoculo correspondia al agente causal de la
antracnosis se relizo un bioensayo siguiendo los principios de los postulados de Koch
donde tiene como objetivo demostrar que el agente patogeno es el causante de dicha

enfermedad.

En un fruto de mango sano y desinfectado se hicieron pequefios agujeros en tres
puntos del mango con una aguja previamente esteril, se coloco una gota con
suspensiéon del hongo, repitiendo el procedimiento en 10 mangos de la variedad
Ataulfo y Tommy, dejando 6 testigos de cada uno, se colocaron en bolsas de plastico
para crear un ambiente favorable para el desarrollo del hongo, dicha prueba resulto
favorable ya que apartir de las primeras 24 horas se notaron los signos y sintomas de
la antracnosis en el fruto de mango de acuerdo a sus caracteristicas antes

mencionadas.

Se contaron las esporas por ml de la suspension con ayuda de la camara de Neubauer
en la cual se coloco 1ml de la suspension y con ayuda de un microscopio compuesto
se contabilizaron las esporas y se saco una media, se repitio el procendimento 3 veces
para reducir el margen de error, se obtuvieron 3 medias se sumaron y se obtuvo un

media general se multiplico por el factor de la camara de Neubauer y se sacaron las
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esporas totales sobre mililitro 2.55x107, lo cual nos ayudara para realizar los diferentes

tratamientos en el experimento.

Inoculacién

La inoculacion se realizo en el tejido de los frutos sanos realizando unas punciones,
posteriormente asperjando una solucion de diferente consentracion de esporas con

ayuda de un gotero y el testigo fue inoculado con agua esteril.

Figura 7: Postulados de Koch en mango. Fotos UAAAN 2018

Aislamiento del Hongo

Despues de la inoculacion se inicio el aislamiento de las muestras en los tejidos de los
mangos de todos los tratamientos que presentaron sintomas caracteristicos del hongo
inoculado con el fin de recuperar el hongo o bacteria y corroborar que los sintomas
fueron producidos por Colletotrichum atraves de la identificacion morfologica del

hongo.
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Identificacién Morfoldgica del agente causal

Una vez acabado el tiempo de evaluacion, se tomd una pequefa porcion de los
aceérvulos presentes en los mangos, Yy se colocé en un porta objetos previamente con
una gota de lactofenol, por ultimo se colocd un cubre objetos y se observé en un
microscopio compuesto con los objetivos 10 y 40X, identificAndose al hongo micro y

macroscopicamente.

Evaluacion de la Severidad (%)

El porcentaje de la severidad del dafio por Colletotrichum en el mango se realizo

mediante la ayuda de una cuadricula milimétrica.

Disefio Experimental

Se utilizo un disefio factorial completamente al azar de tres factores; en el factor A las
dos variedades de mango (Ataulfo y Tommy), el factor B los cuatro tratamientos (Dosis
de 1 ml, 2 ml, 3 ml y tratamiento testigo) y el factor C los dos tiempos de evaluacion (A
los 6 y 10 dias), utilizando el programa estadistico de la Universidad de Nuevo Lebn
version 2.5. (Olivares, 1994)
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RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo al analisis estadistico no se muestra diferencia significativa entre los
factores A, B y C con un coeficiente de variacion del 21.3457%, pero si entre las
interaciones entre lo factores BXC, P>0.000 y AXBXC P> 0.003. El mango Tommy
presento una media de 7.458% de severidad de dafio y el Ataulfo de 6.333%, teniendo
un mayor efecto la dosis de inoculacion a 3 ml, observandose mayor severidad a un
tiempo de 10 dias. La baja severidad del dafio en los mangos probablemente se deba
a la etapa fenologica de las variedades del mango en estudio, de acuerdo a datos
reportados por Villanueva et al., (2006) en cuanto a frutos inmaduros de chirimoya
(Annona cherimola Mill) resultaron mas propensos a Colletotrichun, Padron (1991)
aludio que los frutos en sus primeras etapas (inmaduros) aumentan mayormente su
tasa respiratora, provocando que que este momento los frutos se encuentren mas

suceptibles a enfermedades por todo el esfuerzo que realizan para llegar a la madurez.
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Comparacion de % de dafio en los diferentes tratadimietos alos 6 y 10 dias de

inoculacion.

Cuadro 1. Consentraciones y % de dafio a los 6 dids

Concentracion | % DE
mL SEVERIDAD

5.66
7.33
4.66
4.34
5.33
6.33
0
0
0

VARIEDAD

Tomy

Ataulfo

Testigo

wln|lRrlw|NvRrlw]No] -

En el cuadro 1 podemos observar que en la variedad Tomy fue mas suscepible en la
concentracion 2 mientras que en la variedad Ataulfo en la concentracién 3 fué donde
se registro mas dafio en el fruto, recientes investigaciones muestran que la etapa
fenologica del fruto forma una parte esencial ya que a principios de la etapa de

madurez el mango se vuelve mas suceptible a la enfermedad de antracnosis.

ataulfo Testigo

repeticiones ™ % DE SEVERIDAD

Figura 8. Grafica comparativa del % de dafio a los 6 dias
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Cuadro 2. Consentraciones y % de dafio a los 10 dias

% de severidad de la enfermedad a los 10 dias
Concentracion | % DE
VARIEDAD mL SEVERIDAD
1 10.66
Tomy 2 11.33
3 20
1 8.66
Ataulfo 2 11.66
3 14.33
1 0
Testigo 2 0
3 0

El % de dafio a los dias 10 dias en la variedad Tomy la consentracion 3 tuvo un
cresimiento con respecto a los 6 dias despues de la inoculacion, mientras que en la

variedad Ataulfo la consentracion 3 se mantuvo como el % mas alto de dario.

ataulfo Testigo

repeticiones M % DE SEVERIDAD

Figura 9. Grafica comparativa del % de dafio a los 10 dias
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Identificacion

La identificacion del hongo se realizo en base a sus caracteristecas del genero

Colletotrichum donde pudimos observar los acerbulos y las setas que son

representativos del genero.

Figura 10. Acervulos y setas del género Colletotrichum. Fotos UAAAN 2019

CONCLUSION

Se identifico al género Colletotrichum y la inoculacion de las diferentes suspenciones
de esporas en las variedades de mango arrojo una severidad del 6.33 en la variedad
Ataulfo y 7.45 en la variedad Tomy
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ANEXOS
Cuadro 3. Tratamientos

TRATAMIENTOS  Dosis ml

T1 1 3
T2 2 3
T3 3 3
Tratamiento testigo 0 3

Cuadro 4.% de dafo por Colletotrichum alos 6 dias

% De dafio a los 6 dias
Repeticiones

Variedad Dosis (mL) dafo
1 5 6 6 5.66
2 6 8 8 7.33
Tomy 3 8 6 0 4.66
1 4 5 4 4.34
2 5 4 7 5.33
Ataulfo 3 5 7 7 6.33
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
Testigo 0 0 0 0 0

Cuadro 5. % de dafio por Colletotrichum alos 10 dias
% De dafio a los 10 dias
Repeticiones

variedad Dosis (M) dafo
1 10 12 10 10.66
2 12 10 12 11.33
Tomi 3 20 22 18 20
1 8 10 8 8.66
2 10 12 13 11.66
Ataulfo 3 13 15 15 14.33
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
Testigo 3 0 0 0 0
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Cuadro6.Analisis de Varianza

Fv GL SC CM F P>F

FACTOR A 1 15.187500  15.187500 7.0095 0.012
FACTOR B 3 858.229248 286.076416 132.0340 0.000

FACTOR C 1 346.687500 346.687500 160.0081 0.000

AXB 3 7.229248 2.409749 1.1122 0.359
AXC 1 6.020752 6.020752 2.7788 0.102
BXC 3  207.062500 69.020836 31.8555 0.000

AXBXC 3 38.728516  12.909505 5.9582 0.003
ERROR 32 69.333984 2.166687

TOTAL 47  1548.479248

CV.= 21.3457%

Cuadro 7. Tabla de medias del factor A (Mangos)

FACTOR A MEDIA

1 7.458333 (Tommy)

2 6.333333 (Ataulfo)




Cuadro 8.tabla de medias del factor B (Tratamientos)

FACTOR B MEDIA
1 7.333333
2 8.916667
3 11.333333
4 0.000000

Cuadro 9. Tabla de medias del factor C (Tiempo)

FACTOR C MEDIA
1 4.208333 (6 dias )
2 9.583333 (10 dias)

Interacciones entre factores

Cuadro 10.Tabla de medias de tratamientos AB

FACTOR B

FACTORA 1 2 3 4 MEDIA

1 8.1667 9.3333  12.3333 0.0000 7.4583

2 6.5000 8.5000  10.3333 0.0000 6.3333

MEDIA 7.3333 8.9167  11.3333 0.0000 6.8958

27



Cuadro 11.Tabla de medias de tratamientos AC

FACTOR C

FACTORA 1 2 MEDIA

1 44167  10.5000 7.4583

2 4.0000 8.6667 6.3333

MEDIA 4.2083 9.5833 6.8958

Cuadro 12.Tabla de medias de tratamientos BC

FACTORC

FACTORB 1 2 MEDIA

1 5.0000 9.6667 7.3333
2 6.3333  11.5000 8.9167
3 5.5000 17.1667  11.3333

4 0.0000 0.0000 0.0000

MEDIA 4.2083 9.5833 6.8958
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Cuadro 13.Tabla de medias de tratamientos ABC

FACTORC
FACTORESAB 1 2
11 5.6667  10.6667
12 7.3333  11.3333
13 4.6667  20.0000
14 0.0000 0.0000
21 4.3333 8.6667
22 5.3333  11.6667
23 6.3333  14.3333
24 0.0000 0.0000
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