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RESUMEN
La produccibn de mango en el estado de Jalisco, representa una actividad
econdémica muy importante, sin embargo, esta se ha visto afectada por la aparicion
de enfermedades pre cosecha afectando la calidad de los frutos. La antracnosis
causada por el hongo fitopatégeno Colletotrichum spp. ha ocasionado grandes
pérdidas para los productores. El manejo de esta enfermedad utilizando
agroquimicos ha resultado ser poco eficaz ya que los patégenos llegan a
desarrollar resistencia, ademas afectan la salud de los consumidores y ocasionan
dafios en el medio ambiente, es por esto que el control biolégico representa una
alternativa mas amigable con el medio ambiente. El objetivo general del presente
trabajo fue analizar la patogenicidad y virulencia de aislados de Colletotrichum
spp. en frutos de mango en Jalisco y determinar la sensibilidad de estos a
fungicidas biologicos comerciales y a capsaicina. En las pruebas de patogenicidad
se evaluaron 10 aislados de Colletotrichum: MXJAL-436, MXJAL-444, MXJAL-448,
MXJAL-458, MXJAL-463, MXJAL-474, MXJAL-484, MXJAL-493, MXJAL-497,
MXJAL-505, en frutos de mango de la variedad Kent en estado de madurez
fisiologica; observandose diferencias significativas para el diametro de lesion,
siendo los mas virulentos los aislados MXJAL-448, MXJAL-458 y MXJAL-505 que
pertenecen a la especie de C. siamense, mientras que el aislado MXJAL-493 de
la especie de C. asianum resultd ser el menos virulento. Se encontraron
diferencias significativas en porcentaje de inhibicion de los aislados de
Colletotrichum en confrontaciones con cepas de Trichoderma, siendo la cepa
cercana a T. atroviride la que ocasion6 mayores porcentajes de inhibicion. El
fungicida biolégico comercial Hiper-Lisis mostré ser efectivo para inhibir el
crecimiento de C. simanese in vitro, mostrando un rango de inhibicion de 70.47%
al 82.27% para el aislado MXJAL-505 y 59.78% a 82.34% para el aislado MXJAL-
448. La capsaicina mostré un efecto inhibitorio sobre Colletotrichum siendo la
concentracion mas alta (1600 uM) la que ocasion6 mayores porcentajes de
inhibicion con 38.31% para MXJAL-448 y 33.59% para MXJAL-505. Este es el
primer reporte de Colletotrichum asianum y C. siamense como agentes causales

de antracnosis en mango en Jalisco.
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enfermedad

ABSTRACT

Mango production in the state of Jalisco represents a very important economic
activity, however, this has been affected by the appearance of pre-harvest
diseases affecting the quality of the fruits. Anthracnose caused by the
phytopathogenic fungus Colletotrichum spp. has caused great losses for
producers. The management of this disease using agrochemicals has proven to be
ineffective since the pathogens develop resistance, in addition affects the health of
consumers and damages the enviroment, this is why biological control represents
a friendlier alternative with the environment. The general objective of this work was
to analyze the pathogenicity and virulence of Colletotrichum spp. isolates in mango
fruits in Jalisco and determine their sensitivity to commercial biological fungicides
and capsaicin. In the pathogenicity tests, 10 Colletotrichum isolates were
evaluated: MXJAL-436, MXJAL-444, MXJAL-448, MXJAL-458, MXJAL-463,
MXJAL-474, MXJAL-484, MXJAL-493, MXJAL-497, MXJAL- 505, in mango fruits
of the Kent variety in a state of physiological maturity; observing significant
differences for the diameter of the lesion, the most virulent isolates MXJAL-448,
MXJAL-458 and MXJAL-505 belonging to the species C. siamense, while the
isolate MXJAL-493 of the species of C. asianum turned out to be the least virulent.
Significant differences were found in the percentage of inhibition of Colletotrichum
isolates in confrontations with Trichoderma strains, being the strain close to T.
atroviride the one that caused the highest percentages of inhibition. The
commercial biological fungicide Hyper-Lisis proved to be effective to inhibit the
growth of C. siamense in vitro, showing an inhibition range of 70.47% to 82.27%
for the MXJAL-505 isolate and 59.78% to 82.34% for the MXJAL-448 isolate.
Capsaicin showed an inhibitory effect on Colletotrichum, with the highest
concentration (1600 uM) which caused the highest percentages of inhibition with
38.31% for MXJAL-448 and 33.59% for MXJAL-505. This is the first report of
Colletotrichum asianum and C. siamense as causal agents of anthracnose in

mango in Jalisco.

Xi
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1. INTRODUCCION

El cultivo de mango desempefia un papel que destaca en el aspecto econémico a
nivel mundial ya que es una importante fuente de empleo, ingreso y divisas para
los paises productores (Rebollar et al., 2000). Dentro de los paises productores
mas grandes de este fruto encontramos a China, Filipinas, India, México,
Paquistan y Tailandia con casi el 80% de la produccion mundial (Gagnevin y
Pruvost, 2001). El fruto de mango ocupa el tercer lugar a nivel mundial en cuanto a
su produccion e importancia (después del platano y la pifia), y el quinto de todos
los frutos comercializados a nivel mundial (Rebollar et al., 2000). La produccion de
mango en México se ha mantenido estable en los ultimos 12 afios, con una
produccién promedio de 1.5 millones de toneladas anuales, obteniéndose la
produccion mas alta en el afio 2006 con 1.7 millones de toneladas (SIAP, 2018).
En 2016, México ocup6 el quinto lugar entre los paises productores con un
volumen de 1.88 millones de t (SAGARPA, 2017), mientras que en 2018 la
produccioén fue de 1.839 millones de t (SIAP 2018).

El cultivo de mango se enfrenta a diversos factores que pueden afectar su
rendimiento, entre los que destacan problemas fitosanitarios (Prieto-Martinez et
al., 2005). Uno de estos problemas es la antracnosis, la cual es considerada la
enfermedad mas importante del fruto en pre y poscosecha (Litz, 2000), ya que
puede ocasionar grandes pérdidas econémicas al productor (Landero-Valenzuela
et al.,, 2016). Se estima que las pérdidas ocasionadas por esta enfermedad
pueden llegar a ser del 100% en regiones con altos niveles de humedad (Allende
et al., 2001). La antracnosis es causada por diversas especies del hongo
Colletotrichum, ubicadas en los complejos de especies de C. gloeosporioides,
responsable en la mayoria de los casos (Dodd et al., 1997), C. acutatum, C.
truncatum, C.lineola, C. boninense, entre otras (Crouch et al., 2014). La
enfermedad se manifiesta con lesiones semicirculares con hundimientos en forma
de anillos concéntricos. La infeccion de los frutos puede ocasionar caida

prematura; sin embargo, las pérdidas mas importantes se presentan en la fase de
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maduracion fisiolégica del fruto (Arauz, 2000) en la cual se observa el desarrollo

de lesiones irregulares de color café oscuro a negro (Carrillo-Fasio et al., 2005).

Dodd y colaboradores (1997) mencionan que el uso de fungicidas
sistémicos y protectantes es el Unico medio efectivo para el control de la
enfermedad, sin embargo, esta estrategia ha causado resistencia en los
patogenos por lo cual se ha optado por utilizar otros métodos (Landero-Valenzuela
et al., 2016). Entre éstos se encuentran extractos de plantas usados en pre y
poscosecha (Bautista-Bafios et al., 2003) y microorganismos como Rodhotorula
minuta, Bacillus subtilis, Trichoderma spp. (Janisiewics y Korsten, 2002; Spadaro y
Gullino, 2004; Vos et al.,, 2014) que se han usado como agentes de control
biolégico y actian frente a diversos patdgenos. EI control bioldégico con
microorganismos antagonistas es una alternativa para disminuir el impacto
ecologico ocasionado por los fungicidas convencionales (quimicos). Un ejemplo es
un estudio realizado por Gutiérrez (2016), quien evalué los mecanismos
antagonicos de la levadura Debaryomuces hansenii contra Colletotrichum
gloeosporioides en papaya; por su parte Delgado y Vasquez (2010), utilizaron
hongos endofitos del género Nigrospora spp. para el control de Colletotrichum
gloeosporioides (Penz. y Sacc.) en tomate de arbol. Siendo Trichoderma spp., el

antagonista mas estudiado para el control de fitopatégenos.

Durante los ultimos cinco afios, se ha presentado una alta incidencia de
antracnosis en frutos de mango Kent y Keitt en precosecha en tres municipios en
el estado de Jalisco. Esto ha ocasionado importantes pérdidas econdmicas para
los productores. Por lo anterior, se planteé el presente estudio con el objetivo
principal de evaluar la patogenicidad y virulencia de aislados de Colletotrichum
spp. en frutos de mango en Jalisco y determinar la sensibilidad de estos a

fungicidas bioldgicos comerciales y a capsaicina.
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2. ANTECEDENTES

2.1. El cultivo del mango
2.1.1. Origen y distribucion

Con base en estudios taxonomicos y moleculares recientes, se considera
gue el mango probablemente evolucion6é en un area bastante grande que incluye
la region norte-oeste de Myanmar, Bangladesh y la regidn norte-este de la India
(Bompard 2009). Sin embargo, los mangos se pueden distinguir con respecto a su
modo de reproduccion y a sus centros de diversidad: por un lado esta el grupo de
mangos subtropicales con semilla monoembridnica con su centro de diversidad en
la India; mientras que el grupo de mangos tropicales con semilla poliembridnica
tuvo su centro de diversidad en Sudeste de Asia, que incluye Malasia e Indonesia,
principalmente (Mukherjee and Litz 2009). Este fruto se ha cultivado por mas de
4,000 afios en la India, lugar de donde se dispersé a otras areas tropicales y

subtropicales alrededor del mundo (Prieto-Martinez et al., 2005).

La diseminacién de este cultivo fue un proceso lento, llegando a tierras
nuevas siglos después de ser cultivado en las regiones de origen. Con la apertura
de las rutas comerciales maritimas entre Europa y Asia, portugueses y espafioles
fueron los que introdujeron el cultivo a América (Flores-Estrada, 2014). En México
el mango proveniente de Filipinas fue introducido en el siglo XVIII por los
espafioles, a principios del siglo XIX se introdujeron mangos monoembridnicos
provenientes de las Antillas (Prieto-Martinez et al., 2005). Durante los afios 50 se
empezaron a cultivar frutos provenientes de Florida, los cuales se distribuyeron
por los estados del Pacifico y en las regiones tropicales de México (Prieto-
Martinez et al., 2005).

2.1.2. Descripcion morfologica

Raiz: puede alcanzar una profundidad de 6 a 8 m (raiz principal), mientras
las superficiales se extienden en un radio de hasta 10 m del tronco. Esta
distribucion le permite soportar condiciones de baja humedad (Rodriguez-Cedillos
et al., 2002).
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Tallo: la forma de ramificacion del arbol varia dependiendo del tipo de
reproduccion (por semilla o injerto). Por semilla, la ramificacion es abundante y
puede llegar a mas de 40 m de altura. Por injerto, la ramificaciébn es menor, su
forma es simétrica y la copa es mas o menos esférica (Rodriguez-Cedillo et al.,
2002).

Hojas: son simples, alternas, con un peciolo de 5 a 25 mm de largo que
esta hinchado en la base, lamina lanceolada u oblonga, base y 4pice agudos,
bordes ondulados, nervio central y nervios laterales (15 a 30) prominentes, haz
firme y brillante de color verde, envés amarillo verdoso (Rodriguez-Cedillo et al.,
2002) la longitud varia de 12.5 a 37.5 cm de largo y de 2.5 a 12.5 cm de ancho
(Tucuch-Cauich et al., 2005).

Inflorescencias: es una panicula que puede variar de angosta a conica y

puede llegar hasta los 30 cm de largo (Tucuch-Cauich et al., 2005).

Flor: las flores son hermafroditas y masculinas en la misma panicula,
predominando estas Ultimas. La corola cuenta con 5 pétalos amarillos; entre la
corola y el androceo hay un disco penta-lobulado, anular y carnoso (Prieto-
Martinez et al., 2005).

Fruto: es una drupa carnosa, que varia de forma, tamafio y color
dependiendo del cultivar. El matiz basico es amarillo en la fruta madura, uniforme

0 con presencia de areas verdes o rojas (Rodriguez-Cedillo et al., 2002).

Semilla: es de forma ovoide u oblonga; la testa es fina y permeable; existen
dos tipos de semillas, monoembriénica que tiene un embridon cigbtico y

poliembrionica con varios embriones nucelares (Rodriguez-Cedillo et al., 2002).

2.1.3. Principales variedades de mango en México

Muchas son las variedades existentes de este fruto que tienen una gran
importancia comercial en diversas partes del mundo. En nuestro pais, las
variedades que mas se cultivan y aprovechan comercialmente son: Tommy Atkins,

Haden, Manila, Kent, Keitt, Manzanillo Nufiez, Ataulfo, Diplomatico e Irwin

4
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(Tucuch-Cauich et al., 2005). Las principales zonas productoras se encuentran en
las regiones costeras por lo que se considera que el 91% de la superficie cultivada
se localiza en los estados de Campeche, Chiapas, Colima, Guerrero, Jalisco,
Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa y Veracruz (SAGARPA, 2000).

2.1.4. Panorama de la produccion

2.1.4.1. Panorama mundial
El mango se cultiva en todo el mundo, se estima que la produccion mundial
de este fruto es de 42, 000, 000 t por afio.

Dentro de los principales paises productores de mango se encuentran la
India con un volumen de produccién de 18, 002, 000 t, lo que representa mas del
42% de la producciéon mundial. Después de la India se encuentran China con un
10%, Tailandia con un 7%, Indonesia y México con un 5% (FAO, 2015; citado por
Pat-Fernandez et al., 2017). Entre los principales paises exportadores de mango
se encuentran México con un 21%, India con 16%, Tailandia con 15% y Peru con
8%. En 2019 México exporté 402, 253 t de mango, mientras que para el primer
semestre del 2020, ya se habian exportado 82,100 t (SADER, 2020).

2.1.4.2. Panorama nacional

En el pais, los estados con mayor superficie sembrada de mango son
Sinaloa con 30,095.87 h, Chiapas con 27,691.19 h, Nayarit con 25,221.60 h,
Guerrero con 24,952.40 h y Michoacéan con 22,926.56 h (SIAP, 2015; citado por
Pat-Fernandez et al., 2017).

Chiapas, Guerrero, Nayarit, Oaxaca y Sinaloa son los principales estados
productores de mango. Estos cuatro estados acumulan el 73% de la produccién
nacional (SADER, 2020). El estado de Jalisco ocupa el lugar 13 entre las
entidades productoras de este fruto, el Sistema de Informacion Agropecuaria y
Pesquera (SIAP) informé que al cierre de 2020 en Jalisco se contaba con 7, 769 h
de mango y una produccién de 110, 000 t (SADER, 2020).
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2.1.5. Principales plagas del cultivo en México

2.1.5.1. Insectos Plaga

Entre los principales insectos plaga del mango dado los dafios que
ocasionan al cultivo se encuentran, la mosca de la fruta (Anastrepha spp., Ceratitis
capitata), trips (Frankliniella parvula, Selenothrips rubocinctus), escamas del
mango (Crysomphalus aonidium, Aonidiella aurantii, Coccus mangiferae),
hormigas (Atta), barrenadores del tallo (Xyleborus spp., Apate spp., Batocera spp.)
(Rodriguez-Cedillo et al., 2002; Prieto-Martinez et al., 2005; Tucuch-Cauich et al.,
2005).

2.1.5.2. Enfermedades

Entre las enfermedades mas importantes que afectan al cultivo de mango
se encuentran, antracnosis (Colletotrichum spp.), cenicilla (Oidium mangiferae),
rofia (Elsinoe mangiferae), muerte descendente (Lasiodiplodia theobromae),
cancro del tronco (Ceratocystis fimbriata) (Rodriguez-Cedillo et al., 2002; Tucuch-
Cauich et al., 2005). Prieto Martinez et al. (2005) mencionan a la fumagina o
negrilla (Capnodium mangiferum). Otero-Colina et al. (2010) resaltan a Fusarium
mexicanum como el agente causal de malformaciones en mango en México. Otras
enfermedades que pueden afectar al cultivo de mango son la mancha negra
(Alternaria alternata) y la mancha negra bacteriana (Xanthomonas campestris pv.

mangiferaeindicae) (Manicom et al., 1984).
2.2. Antracnosis

La antracnosis es una enfermedad causada por hongos del género Colletotrichum
la cual afecta a una gran diversidad de especies fruticolas, entre ellas el mango.
Es la principal enfermedad fungosa en regiones de clima humedo, esta limita la
produccion ya que ocasiona grandes pérdidas de frutos en campo, al momento de
la cosecha y poscosecha. En mango, el patogeno afecta hojas, ramas,

inflorescencias y frutos (P4ez Redondo, 2002).

2.3. Especies de Colletotrichum
Colletotrichum es uno de los patégenos de plantas de mayor importancia a

nivel mundial ya que es el causante de la enfermedad antracnosis, la cual puede
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presentarse en una gran variedad de hospedantes incluyendo cereales,
legumbres, vegetales, cultivos perennes y frutales (Bailey y Jeger, 1992). La
antracnosis genera pérdidas importantes en pre y postcosecha ya que se ocasiona
una reduccion en la calidad y cantidad de los frutos. Tales pérdidas pueden llegar
a ser del 100% dependiendo de la especie de Colletotrichum y las condiciones

ambientales (Landero-Valenzuela et al., 2016).

El género Colletotrichum se considera como el octavo grupo mas
importante de hongos patdgenos de plantas en el mundo (Dean et al., 2012). Este
género incluye a mas de 100 especies responsables de antracnosis en la mayoria
de los cultivos destinados a la produccion de alimentos, fibras y forrajes a nivel
mundial. Dentro de estas especies podemos encontrar a C. gloeosporioides, C.
truncatum, C. graminicola, C. boninense, entre otras (Crouch et al., 2014).

2.3.1. Clasificacion taxonémica de Colletotrichum

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de Colletotrichum (NCBI-Lifemap, 2020).

Reino: Fungi Subclase: Hypocreomycetidae
Subreino: Dikarya Orden: Glomerellales
Filo: Ascomycota Familia: Glomerellaceae

Subfilo: Pezizomycotina | Género: Colletotrichum

Clase: Sordariomycetes

2.3.2. Ciclo de vida

El ciclo de vida de Colletotrichum contempla dos posibles estados de
reproduccion con propagulos de morfologia y disposicion genética diferentes. La
reproduccion sexual se establece en cuerpos fructiferos denominados peritecios
en los cuales se desarrollan las ascas y dentro de estas las esporas sexuales
llamadas ascosporas y la fase asexual se desarrolla a través de un proceso de
desarrollo de los conidios conocido como conidiogénesis dentro de los
conidiéforos en estructuras llamadas acérvulos (Anhuaman, 2010; Ceperos de
Garcia et al., 2012).

Las especies de Colletotrichum se desarrollan en dos fases principales de

nutricion, durante la colonizacion de la planta: la fase biotréfica o fase inicial es
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corta y la planta crece de manera normal gracias a la falta de reconocimiento del
patégeno, asi obtiene alimento de las células vivas y se asegura la colonizacion en
la planta; en la segunda fase o fase tardia necrotrofa, comienza la aparicion de
sintomas especificos del hongo, con el incremento de la actividad enzimatica y por
consiguiente la degradacion de la pared celular, en esta fase el alimento se

obtiene de las células muertas (Ceron et al., 2006).

2.3.3. Sintomas y ciclo de la enfermedad

En mango, Colletotrichum puede afectar hojas, ramas pequefas,
inflorescencias y frutos. En las hojas viejas se pueden observar manchas pardas
oscuras 0 marron con halo amarillo; en hojas jovenes se presentan manchas
pequefias de coloracién oscura y forma irregular que pueden unirse y formar areas
necroticas mas extensas; en las ramas nuevas se observan manchas necroticas y
a medida que la enfermedad avanza las ramas se secan y adquieren un color
oscuro. En las paniculas se observan manchas alargadas de coloracion oscura,
ocasionando la caida de las flores; en frutos cuajados (transicion de flor a fruto en
desarrollo) se presenta una coloracion oscura y se momifican; en frutos inmaduros
se observan manchas de color pardo claro y de aspecto aceitoso; en frutos
maduros se aprecian manchas de color marrén oscuro, ligeramente hundidas en la
superficie; la pulpa se deteriora (pudricidn) inicialmente es blanda y después se
endurece, esto por el efecto de toxinas del hongo, finalmente los frutos se pudren

totalmente y se desprenden de la planta (P4ez-Redondo, 2002).

Durante el proceso de infeccion, se desarrollan eventos progresivos como
la adhesion al hospedante, germinacion (incluyendo la formacion de tubos
germinativos), penetracion (formacion de apresorios melanizados) y nutricion
(colonizacion mediante hifas intracelulares e hifas secundarias) y reproduccion
(Figura 1) (Cannon et al., 2012).
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Figura 1. Proceso de infeccion de Colletotrichum spp. (Modificado de Rojo-Baez et al.,
2017)

Las especies de Colletotrichum utilizan dos estrategias principales de
infeccion; en la primera se desarrolla el tubo germinativo del conidio, el cual
penetra de manera directa la epidermis del hospedero; la segunda, presente con
mayor frecuencia, se basa en el desarrollo del tubo germinativo del conidio, el cual
después genera un apresorio con el cual penetra por accién mecénica y la enzima
cutinasa, y posteriormente desarrolla una punta infectiva que penetra la pared de
las células epidérmicas (Binyamini y Schiffmann-Nadel, 1972; Carrillo et al., 2002;
O’Conell et al., 2012).

Para que el apresorio se forme se requiere de una serie de sefalizaciones
que se producen al entrar en contacto el conidio con la cuticula del hospedante.
En frutos verdes, la hifa penetrante del apresorio se desarrolla dentro de la
cuticula y en las capas superiores de las células epidérmicas, sin inducir
reacciones visibles, esto se debe a la expresion del gen CgDN3, que le permite
evadir el reconocimiento por parte del hospedero (Podila et al., 1993; Stephenson
et al., 2000; Rodriguez-L6pez et al., 2009; Eloy et al., 2015;). En condiciones de
madurez fisioldgica de los frutos, el apresorio permite al hongo que se mantenga
adherido a la superficie del hospedante, en estado latente, sin causar afecciones,
hasta que se presentan las condiciones adecuadas para la infeccion. Por esta
razén, este patdégeno es hemibiotréfico (biotréfico y necrotréfico) (Eckert y Ogawa,
1985; Rodriguez-Lopez et al., 2013).

Durante la maduracion del fruto ocurre el cambio de biotréfico a
necrotrofico, debido al aumento del etileno, la disminucidon de compuestos
antifangicos preformados en el fruto, entre otras sefalizaciones, lo que ocasiona

gue se dé la liberacién del estado de latencia. Al activarse el estado necrotrofico el
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hongo produce enzimas que degradan la pared celular del hospedero ocasionando

la enfermedad de la antracnosis (Alkan et al., 2015; Siddiqui y Ali, 2014).

2.3.4. Manejo de la enfermedad

El control de las enfermedades producidas por Colletotrichum depende
principalmente de préacticas culturales como el uso de semillas libres de
enfermedades, rotacion de cultivos, variedades resistentes, remocion de ramas
muertas y frutos infectados. Otros métodos utilizados para el control de estas
enfermedades son los tratamientos fisicos (tratamientos hidrotérmicos, atmdésferas
modificadas); control quimico (fungicidas) y control bioldgico (extractos de plantas,
microorganismos antagonistas) (Phoulivong, 2011; Landero-Valenzuela et al.,
2016).

2.3.4.1. Control quimico

Dentro del control quimico, los fungicidas de la clase benzimidazol y
estrobilurinas se usan ampliamente en el campo (Torres-Calzada et al., 2011).
Otros fungicidas que son utilizados para el control de la antracnosis son
azoxystrobin, clorotalonil, mancozeb y tiabendazol (Santamaria-Basulto et al.,
2011). Sin embargo, el uso desmedido de estos productos ha inducido resistencia
en las cepas de Colletotrichum, por lo tanto, se ha optado por adoptar métodos de
control mas amigables con el ambiente y para los consumidores, tal es el caso del

control biolégico (Rojo-Baez et al., 2017).

2.3.4.2. Control biolégico

Existen ejemplos de control biolégico de la antracnosis en manzana,
papaya, aguacate, mango (Carrillo-Fasio et al., 2005; Landero-Valenzuela et al.,
2016).

La bacteria Bacillus subtillis es ampliamente utilizada para el control de la
antracnosis ya que posee un gran potencial antagonista por competencia y
antibiosis (Rojo-Baez et al., 2017). En un estudio realizado por Carrillo-Fasio et al.
(2005), se evaluo la efectividad de B. subtillis y la levadura Rhodotorula minuta y
su combinacién en aplicaciones precosecha para el control de antracnosis

(ocasionada por C. gloeosporioides) en mango a nivel postcosecha, encontrando
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que la combinacion de ambos microorganismos superé al control quimico

(benomil), lo que indicé su potencial para usarse de manera comercial.

Juarez (2001) reportd una extensiva busqueda de microorganismos
antagonistas al agente causal de la antracnosis en mango, en la cual se aislaron
120 cepas (5 levaduras y 115 bacterias) de la filosfera de mango, de estos
aislados dos cepas, una bacteria (Bacillus subtilis) y una levadura (Rodhotorula
minuta) presentaron una mayor actividad antagonista en ensayos in vitro contra C.
gloeosporioides. Mendoza-Herrera et al. (2020), aislaron actinomicetos nativos de
suelo en huertos de mango en el estado de Nayarit, obteniendo 112 aislados, de

los cuales 25 presentaron actividad antagonica contra Colletotrichum sp.

Trichoderma spp. presentan un prometedor empleo como agentes de
control biolégico. Gaviria et al. (2013), evaluaron la eficacia de productos
biolégicos a base de Trichoderma lignorum y T. harzianum para el control de

Colletotrichum spp. en mora de castilla.

Otra de las alternativas para el control de la antracnosis es la aplicacion de
extractos vegetales (Ippolito et al., 2005). El uso de los extractos vegetales con
propiedades antifungicas presentan diversas ventajas ya que no generan
resistencia en los patdgenos, son biodegradables y no contaminan (Regnault et
al.,, 2004). Loaiza y Rivera (2000), probaron el extracto de cacahuananche
(Gliricidia sepium) contra C. gloeosporioides, el cual redujo la severidad de la

antracnosis en un 94% sobre frutos de papaya.

2.4. Especies de Trichoderma

2.4.1. Aspectos generales

Los hongos del género Trichoderma se encuentran presentes en diferentes
ambientes de manera natural, especialmente en la presencia de materia organica
0 desechos vegetales en descomposicion (Martinez et al., 2013). Su requerimiento
nutricional es bajo y para su crecimiento el rango de temperatura 6ptimo es de 25
a 30°C (Sandle, 2014). Gracias a la capacidad que tiene para desarrollarse en

diversos medios se facilita su produccion de manera masiva para usarse en la

11
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agricultura (Ramos et al., 2008), ademas la produccion de metabolitos secundarios
y su adaptacion a diversas condiciones ambientales hacen posible su uso en la

industria biotecnoldgica (Martinez et al., 2013).

Diversas especies de este género estdn asociadas a la rizosfera de plantas,
por lo cual pueden actuar como promotores del crecimiento y desarrollo de las
plantas mediante la produccion de auxinas y giberilinas, también pueden producir
acidos organicos (glucoénico, fumarico, y citrico), que ayudan a la solubilizacion de
nutrientes esenciales para el metabolismo vegetal (Torres-De la Cruz et al., 2015;
Sharma et al., 2017).

Especies del género Trichoderma desempefian un papel importante para
las plantas ya que poseen propiedades micoparasitarias y antibiéticas que
contribuyen al control de hongos fitopatdégenos, por esto se han catalogado como
excelentes agentes de control biol6gico de hongos causantes de enfermedades en

diferentes plantas (Argumedo-Delira et al., 2009).

2.4.2. Clasificaciéon taxonémica

Cuadro 2. Clasificacion taxonomica de Trichoderma (NCBI-Lifemap, 2020).

Reino: Fungi Subclase: Hypocreamycetidae
Subreino: Dikarya Orden: Hypocreales
Filo: Ascomycota Familia: Hypocreaceae

Subfilo: Saccharomyceta | Género: Trichoderma Persoon

Clase: Sordariomycetes

2.4.3. Efecto de factores bidticos y abidticos en el desarrollo y eficacia de
Trichoderma

Es importante conocer la influencia que tienen diversos factores sobre las
especies de Trichoderma para determinar su posible aplicacion como agentes de
control biologico y asi obtener la mayor eficacia en el manejo de las
enfermedades. Dentro de estos factores podemos encontrar los abidticos como la
temperatura, humedad relativa, pH, iluminacion y los diferentes sustratos en los
gue crecen (Harman, 2000). Durante la interaccién con factores biéticos, como son

las raices de las plantas, las especies de Trichoderma presentan efectos
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benéficos entre los que destacan la promocion del crecimiento y aumento de la
resistencia sistémica, ejerciendo efectos sobre el desarrollo y productividad de las
plantas, actuando de manera indirecta sobre los patdégenos (Harman, 2006).

2.4.4. Mecanismos de control

La capacidad antagdnica de Trichoderma es muy variable y va a depender
de la especificidad de la cepa y de sus métodos de accion; esto quiere decir que
pueden existir aislados con mayor eficacia para el control de agentes patdgenos
(Martinez et al., 2013).

Las propiedades antagonicas de Trichoderma estan basadas en la activacion de
diversos mecanismos de accibn que regulan el desarrollo de hongos
fitopatdgenos, entre estos, los principales son la antibiosis, competencia (espacio
y nutrientes) y micoparasitismo. Otros mecanismos conocidos que actlan de
manera indirecta son la promocion del crecimiento vegetal y la induccion de
respuestas de defensa en la planta (de Aguilar et al., 2014; Sandle, 2014; Vargas-
Hoyos y Gilchrist-Ramelli, 2015).

2.4.4.1. Antibiosis

La antibiosis es la accion en donde se inhibe el desarrollo de un agente
patdgeno o se causa la muerte de este mediante la produccion de antibiéticos o
metabolitos tdxicos producidos por un organismo antagonico. Muchas cepas de
Trichoderma producen metabolitos secundarios que tienen efecto inhibitorio sobre
otros microorganismos sin establecer un contacto fisico (Hjeljord y Tronsmo,
1998). Se han identificado diversos compuestos del tipo de las alquipironas (6- a -
pentil-pirona), isonitrilos (isonitrina), poliquétidos (harzianolida), peptabioles
(trichodermina), dicetopiperacinas (gliovirina y gliotoxina), sesquiterpenos (acido
heptelidico) y esteroides (viridina) (Howell, 2003; Ghisalberti y Sivasithamparam,
1991). Algunas especies de Trichoderma producen compuestos antifingicos que
actuan contra Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii ocasionando la desintegracion
de las hifas (Martinez et al., 2013).

13
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2.4.4.2. Competencia

Para que exista competencia debe de haber escasez o limitacion de un
requerimiento (espacio y/o nutrientes), por lo tanto, la competencia se puede
definir como el comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un mismo
requerimiento, siempre y cuando la utilizacién del mismo por uno de ellos, reduzca
la disposicion necesaria para los demas (Martinez et al., 2013). Trichoderma
compite por nutrientes como carbono, nitrégeno y hierro (Sivan y Chet, 1989),
colonizan de manera rapida el suelo y evitan la proliferacion de otros organismos
(Inbar y Chet, 1997). El rapido crecimiento es una de las caracteristicas mas
importantes de Trichoderma, lo que le permite competir por espacio y nutrientes
en condiciones in vitro (Reyes et al., 2008). Barros y colaboradores (1995),
encontraron una disminucion del crecimiento de C. lindemuthianum y alteraciones
en la morfologia del patégeno por la acciéon de diferentes aislados de Trichoderma,
potenciado por su alta velocidad de crecimiento ya que observaron

sobreposiciones de las hifas de Trichoderma sobre las colonias analizadas.

2.4.4.3. Micoparasitismo

El micoparasitismo es una simbiosis entre organismos en la cual intervienen
enzimas extracelulares como celulasas y quitinasas (Lorito et al., 1990). Harman
(2000), menciona que este es un proceso muy complejo que involucra una serie
de etapas que van desde el crecimiento del antagonista hacia el patdégeno, un
proceso de enrollamiento en las hifas del hospedante y degradacion de las hifas.
Las enzimas desempeiian un papel importante dentro del micoparasitismo, entre
ellas la B-1,3 glucanasa la cual se considera fundamental ya que degrada la pared

celular de los patdgenos (Sanz et al., 2005).

2.5. Especies de Bacillus

2.5.1. Aspectos generales

Las especies de Bacillus se encuentran distribuidas ampliamente a nivel
mundial debido a su capacidad de producir endosporas, lo que les confiere
resistencia y es gracias a esto que se pueden encontrar en diversos ecosistemas,

tanto acuéaticos como terrestres, e incluso en ambientes bajo condiciones
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extremas (Tejera-Hernandez et al., 2011). La mayoria de especies de Bacillus son
saprofitas por lo cual se considera que el suelo es el principal reservorio de este
género bacteriano (McSpadden, 2004).

El género Bacillus destaca por su crecimiento aerobio o en ocasiones
anaerobio facultativo, son bacterias Gram positivas, de morfologia bacilar, poseen
flagelos que permiten su movilidad, su tamafo es variable (0.5 a 10 uym), su
crecimiento Optimo ocurre en pH neutro, su intervalo de crecimiento es muy
amplio, aunque la mayoria de las especies crecen entre 30 y 45 °C, su diversidad
metabdlica le confiere la capacidad de actuar como promotores del crecimiento

vegetal y como agentes de control de patégenos (Tejera-Hernandez et al., 2011).

2.5.2. Clasificacion taxonémica
Cuadro 3. Clasificacién taxondémica de Bacillus (Maughan y van der Auwera, 2011).

Reino: Bacteria

Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli

Orden: Bacillales

Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus

2.5.3. Bacillus como agente de control bioldgico

Una gran diversidad de especies del género Bacillus han demostrado tener
actividad antagonica frente a diversos organismos patdégenos que afectan a
cultivos agricolas, como maiz, arroz, frutales, entre otros (Wang et al., 2014; Li et
al., 2015). En la actualidad diversas especies de este género (B. subtilis, B.
pumilus, B. amyloliquefaciens y B. licheniformis), son ampliamente estudiadas
para reducir la incidencia de enfermedades de importancia agricola (Raaijmakers y
Mazzola, 2012). Entre los principales mecanismos mediante los cuales estas
cepas evitan el establecimiento y desarrollo de agentes fitopatbgenos
encontramos la excrecion de antibiéticos, produccion de sideréforos y producciéon
de enzimas liticas, otros mecanismos que se pueden encontrar son la produccion
de toxinas e induccién de la resistencia sistémica de la planta (Layton et al., 2011;

Tejera-Hernandez et al., 2011).
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2.5.4. Mecanismos de control

2.5.4.1. Produccién de lipopéptidos

Una de las caracteristicas mas importantes del género Bacillus es su
capacidad de producir una gran diversidad de antibiéticos con el potencial para
inhibir el crecimiento de agentes patdgenos, entre estos, los lipopéptidos ciclicos
no ribosomales han sido los mas estudiados (Villareal-Delgado et al., 2018),
dentro de estos, las familias de las iturinas, fengicinas y surfactinas, han sido
ampliamente estudiadas por su actividad antibacteriana y antifingica (Meena y
Kanwar, 2015). La actividad antimicrobiana de estos lipopéptidos tiene lugar
mediante la interaccion de estos con la membrana citoplasmatica de las células
bacterianas o fungicas, provocando la formacion de poros lo que ocasiona la
muerte celular de los organismos fitopatdégenos (Aranda et al., 2005; Gong et al.,
2006). Ademas de la antibiosis, los lipopéptidos influyen en el establecimiento de
Bacillus sobre la planta hospedera mediante la regulacion de procesos celulares
como motilidad y formacion de biopeliculas por lo cual se da el control eficiente de
las enfermedades (Choudhary y Jhori, 2009; Xu et al., 2013).

2.5.4.2. Produccion de enzimas liticas

La produccion de enzimas que participan en la degradacién de la pared
celular de los agentes fitopatégenos es uno de los mecanismos de control que
mas se ha documentado, especialmente frente a agentes patdgenos de origen
fungico (Villareal-Delgado et al., 2018). La produccion de enzimas liticas como
quitinasas y B-glucanasas excretadas por los agentes de control bioldgico,
incluyendo el género Bacillus, han demostrado tener el potencial para inhibir
agentes patdégenos de origen fungico (Compant et al., 2005), ya que degradan los
principales polisacaridos que conforman la pared celular de hongos. En la
actualidad existen diversos estudios que reportan la actividad antifingica in vitro
de estas enzimas obtenidas de cepas del género Bacillus (Kishore et al., 2005; Liu
et al., 2010; Shafi et al., 2017). En un estudio realizado por Ruiz-Sanchez et al.
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(2014) se demostr6 la capacidad de inhibicion en el crecimiento de C.

gloeosporioides por parte de B. subitillis.

2.5.4.3. Produccion de sideroforos

Los sideroforos son metabolitos secundarios que actian secuestrando el
hierro del medio como consecuencia de su elevada disociacion por este metal
(Villareal-Delgado et al., 2018). Una gran diversidad de cepas pertenecientes al
género Bacillus con capacidad de control biolégico ha mostrado ser capaces de
sintetizar sideréforos, regulando la concentracion de hierro en el medio,
ocasionando que este metal no se encuentre disponible en grandes cantidades

para los organismos patdgenos afectando su crecimiento (Scharf et al., 2014).

2.6. Capsaicina

La capsaicina es un compuesto organico nitrogenado, de naturaleza
lipidica, componente activo de los chiles picantes (Capsicum spp.). A esta junto
con otras sustancias relacionadas se les conoce como capsaicinoides. Son
muchas las propiedades que se le atribuyen a este compuesto, se ha reportado su
utilidad en problemas cardiovasculares, enfermedades crénicas degenerativas,
estimulante, digestiva, asi como su capacidad de reducir los riesgos de contraer

cancer y como bactericida (Moreno et al., 2012).

Este compuesto se encuentra principalmente en las semillas y membranas
del género Capsicum y siempre estd acompafiado de otros capsaicinoides. En el
fruto de chile, la capsaicina y dihidrocapsaicina son los capsaicinoides
predominantes, representando del 80 al 90% de su concentracién (Govindarajan y
Sathyanarayana, 1991).

Se ha reportado que los efectos de la capsaicina pueden inducir dafio
oxidativo del ADN, por lo tanto, puede tener el potencial para evitar la
reproduccion de hongos fitopatégenos (Singh et al., 2001). Vazquez-Fuentes et al.
(2021), demostraron que la capsaicina a diferentes concentraciones es capaz de

inhibir el crecimiento de Colletotrichum en diferentes porcentajes.
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Se sospecha que puede ocasionar grandes cambios histologicos al usarlo
en conjunto con otros compuestos debido a su alta actividad (Echenique, 2016).
Se ha demostrado que la inhibicion del crecimiento de algunos hongos ocasionada
por la capsaicina es estadisticamente igual a la inhibicion provocada por el
fungicida captan (Eich, 2008).
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3. HIPOTESIS
Los aislados de Colletotrichum spp. obtenidos de frutos de mango con sintomas
de antracnosis son patdégenicos en mango, presentan diferencias en virulencia y

difieren en su sensibilidad a diferentes productos biolégicos y a capsaicina.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General

Analizar la patogenicidad y virulencia de aislados de Colletotrichum spp. en frutos
de mango en Jalisco y determinar la sensibilidad de estos a fungicidas biologicos

comerciales y a capsaicina.

4.2. Objetivo Especificos
1) Comparar la patogenicidad y virulencia de aislados de Colletotrichum spp. en

frutos de mango maduros.

2) Determinar la sensibilidad de aislados de Colletotrichum spp. a fungicidas

biolégicos y a capsaicina, in vitro.

3) Evaluar el efecto de Trichoderma spp. sobre el crecimiento de aislados de

Colletotrichum spp., in vitro.

4) Determinar el efecto de fungicidas biolégicos sobre Colletotrichum, en frutos.

19



U.M.S.N.H ITAF

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Aislados de Colletotrichum

Se utilizaron 10 aislados de Colletotrichum previamente obtenidos de frutos de
mango (variedad Kent y Keitt) durante el 2018 y que correspondian a 2 especies:
MXJAL-436, MXJAL-444, MXJAL-448, MXJAL-458, MXJAL-463, MXJAL-474,
MXJAL-484, MXJAL-493, MXJAL-497, MXJAL-505 (Cuadro 4). Los aislados se
encuentran en la coleccion de hongos y oomicetos del Laboratorio de Patologia
Vegetal, UMSNH.

Cuadro 4. Aislados utilizados en los diferentes experimentos, lugar de colecta y especie
de Colletotrichum.

Cédigo Cédigo de

LABPV campo Municipio Huerta Localidad Especie

MXJAL-436 S1M5C Cihuatlan Jaluco 19°15'48.7° N | C. siamense
huertal | 104°41'36.9" W

MXJAL-444 | S1IM11C1 | Cihuatlan Jaluco 19°15'48.7° N | C. siamense
huertal | 104°41°36.9" W

MXJAL-448 S1M15P Cihuatlan Jaluco 19°15'48.7° N | C. siamense
huertal | 104°41'36.9" W

MXJAL-458 S2M3P Cihuatlan Jaluco 19°15'44.1” N | C. siamense
huerta2 | 104°41'18.7" W

MXJAL-463 S2M8C1 Cihuatlan Jaluco 19°15'44 1 N | C. siamense
huerta2 | 104°41'18.77 W

MXJAL-474 S2M15C Cihuatlan Jaluco 19°15'44.1” N | C. siamense

huerta2 | 104°41'18.77 W

MXJAL-484 S3M2C La Huerta | Rancho Los 19°30'6.9” N C. siamense
Cascabeles 104°34'3.6" W

MXJAL-493 S3M10C La Huerta | Rancho Los 19°30'6.9” N C. asianum
Cascabeles. 104°34’3.6" W

MXJAL-497 S4M7C La Huerta Agua 19°30'41.6" N | C- siamense
Caliente | 104°34'1.3" W
MXJAL-505 | S4M12C1 | La Huerta Agua 19°30'41.6” N | C. siamense

Caliente 104°34'1.3" W
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5.2. Pruebas de patogenicidad
Experimento 1

Los 10 aislados que se describen en el Cuadro 4 se reactivaron
directamente de la coleccion sembrando un disco en cajas Petri de plastico de 90
x 15 mm con medio Papa Dextrosa Agar (PDA), e incubandose a 26 °C en

oscuridad durante 7 dias para obtener inéculo.

Se colectaron frutos de mango de la variedad Kent en una huerta ubicada
en el municipio de Cihuatlan, Jalisco, en estado de madurez fisiol6gica, durante el
mes de junio de 2019. Los frutos fueron lavados con una solucién jabonosa, y
enjuagados con agua corriente y agua desionizada, para eliminar residuos de
polvo. Posteriormente, los frutos se desinfestaron superficialmente asperjandolos
con alcohol al 70% y se dejaron secar. A cada mango, se le hicieron dos orificios
en el pericarpio con un sacabocados de 6 mm de didmetro, previamente
esterilizado. En cada uno de los orificios se coloco un disco de medio con micelio
de cada uno de los 10 aislados. En el caso del control, se colocé un disco que
contenia Uunicamente PDA. Los frutos inoculados se incubaron durante 14 dias a
25 °C, en camara humeda que consistieron en recipientes de plastico con toallas

de papel humedecidas en su interior.

Se hizo la caracterizacion del dafio causado por cada aislado 14 dias
después de la inoculacion al medirse el diametro de cada lesion a partir del borde
en dos direcciones (lineas perpendiculares) con una cinta métrica. Se calculé el
diametro de lesion promedio en cm?. Para llevar a cabo los postulados de Koch,
se hicieron reaislamientos a partir de las lesiones. Las colonias de los aislados
recuperados se compararon con el morfotipo del cultivo inicialmente inoculado. Se
emplearon un total de 55 frutos, 5 por cada tratamiento. El ensayo se realizo por

duplicado.
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Experimento 2

Se realizaron ensayos para evaluar la virulencia de los aislados MXJAL-463
y MXJAL-484 (correspondientes a C. siamense), los cuales en el experimento
anterior mostraron un didmetro de lesion similar y lesiones parecidas a las de
antracnosis en campo, este fue el criterio a considerar para su seleccion. Se

utilizaron 3 métodos de inoculacion.

Los aislados se sembraron en medio PDA, bajo condiciones de oscuridad
durante 7 dias para obtener indculo. Transcurrido este tiempo se obtuvo una
suspensién agregando agua estéril a las cajas para desprender los conidios. Se
cuantificé la concentracién de conidios en la suspension de cada aislado utilizando
una camara de Neubauer y se estandarizaron a una concentracion: 1x 10°

conidios/mL1,

Se utilizaron frutos de la variedad Paraiso para evaluar si los aislados de
Colletotrichum seleccionados eran patogénicos en otras variedades y para
comparar el desarrollo de la enfermedad utilizando otros métodos de inoculacion.
Los frutos se adquirieron en un supermercado en Morelia, Michoacén. Se siguié el
mismo procedimiento descrito en el experimento uno, con una modificacion. Los
frutos se colocaron sobre cajas Petri dentro de la camara humeda para que no

estuvieran en contacto directo con el papel humedecido (Fig. 2).

Figura 2. Frutos de mango variedad Paraiso dentro de las cAmaras hiUmedas sobre cajas
de Petri para evitar el contacto directo con el papel himedo.
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En los frutos se delimité un area rectangular de 5 x 4 cm, sobre su superficie

marcéandolas con un plumén y en esa area se inocularon utilizando 3 métodos:

1) Se asperjo el area marcada con una suspension de esporas.

2) Se colocé un algodon impregnado con la suspension de esporas sobre el
area marcada.

3) Se realizé una puncion de 1 mm de profundidad con un alfiler estéril en el

centro del area marcada, y se asperjo con la suspension de esporas.

Los controles de cada tratamiento, se inocularon con agua desionizada estéril.

Las camaras humedas se incubaron a 25 °C durante 7 dias en oscuridad.
Después de ese tiempo se evalué la aparicion de sintomas observando la
aparicion de manchas y se calculé el area enferma en cm? utilizando el software
ImageJ. Se utilizaron 3 métodos de inoculacién y 3 inéculos (2 aislados y el
control), dando un total de 9 tratamientos (método/inéculo). Se hizo por duplicado,

teniendo como unidad experimental a los frutos de mango.

5.3. Efecto de Trichoderma sobre el crecimiento de Colletotrichum spp.

Se realiz6 un experimento de confrontaciones duales utilizando dos cepas
de Trichoderma: HCH-62 (filogenéticamente cercana a T. atroviride) aislada de
hojas de Heliconia, y THCOML1 (T. harzianum) una cepa comercial. Los cinco
aislados de Colletotrichum spp. fueron: MXJAL-436, MXJAL-448, MXJAL-463,
MXJAL-493 y MXJAL-505, los cuales se eligieron de acuerdo a los resultados
obtenidos en las pruebas de patogenicidad y con ayuda del andlisis BLAST (ITS 'y
GPDH), el cual indic6 que pertenecen a las especies de C. siamense y C.
asianum.

Los aislados de Trichoderma y de Colletotrichum se crecieron en cajas Petri
de 100 x 15 mm con PDA a 26 °C en oscuridad durante 7 dias.

Para este experimento se utilizé la técnica establecida por Barakat (2014).
Inicialmente se coloco un disco de 6 mm de diametro con crecimiento de micelio
del patdgeno en un extremo de una caja Petri con medio PDA, a 3 cm de distancia

se colocé un disco de 6 mm de diametro con crecimiento de micelio de la cepa de
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Trichoderma (Fig. 3). En el caso del control se colocd un disco de 6 mm de
diametro con crecimiento de micelio del patdégeno en el centro de cajas Petri con
PDA. Los cultivos se incubaron a 26 °C en oscuridad.

Posteriormente se registro el crecimiento radial del patdgeno en dos direcciones
(lineas perpendiculares) a los 4, 5 y 6 dias posteriores a la inoculacion. El
porcentaje de inhibicidn se calcul6 con la siguiente formula:

| (%)= (C-T)/C(100)

| = % de inhibicion.

C = didmetro del crecimiento radial del patégeno en la caja control.

T = diametro del crecimiento radial del patégeno en presencia de Trichoderma.

Figura 3. Confrontaciones duales. T = Trichoderma, P = patdgeno (Colletotrichum) en
medio PDA

5.4. Efecto de fungicidas biolégicos sobre el crecimiento de Colletotrichum
spp.

Se realizd un ensayo para evaluar el efecto de un fungicida biolégico (Hiper-
Lisis) (Trichoderma harzianum + Bacillus subtilis+ Pseudomonas fluorescens)
sobre el crecimiento de dos aislados de C. siamense, MXJAL-448 y MXJAL-505.
Los aislados de Colletotrichum se seleccionaron con base en la especie a la que
pertenecen y en el dafio que estos ocasionaron en los frutos de mango del primer

experimento de pruebas de patogenicidad.
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Los aislados se crecieron en cajas Petri de plastico de 90 x 15 mm con PDA
a 26 °C en oscuridad durante 7 dias para obtener inéculo. Se utilizo el fungicida
biolégico (Hiper-Lisis) utilizando dos métodos de aplicacion para su evaluacion.

En el primer método se preparé una solucion de fungicida en un vaso de
precipitado agregando 20 pL del fungicida y 1 mL de agua desionizada estéril. De
esta solucion se agregaron 100 pyL en caja Petri con PDA y se dispersaron con
ayuda de una varilla de cristal estéril, se dej0 por dos minutos para que se
absorbiera en el medio, posteriormente se inoculé un disco de 6 mm de diametro
con crecimiento de micelio del patégeno, en el centro de la caja. En el caso del
control se utiliz6 agua desionizada estéril y se colocé un disco de 6 mm con
micelio del patdgeno; se incubaron a 26 °C en oscuridad durante 10 dias. El

experimento se realizé con 3 repeticiones.

En el segundo método se utilizaron cajas Petri con PDA, en las cuales se
colocaron 4 discos de papel filtro estériles a una distancia de 3 cm del centro. Los

discos se humedecieron previamente con 5 pL del fungicida.

Posteriormente se coloc6 un disco de 6 mm de diametro con crecimiento de
micelio del patégeno en el centro de la caja. En el caso del control los discos se
humedecieron con agua destilada estéril. Los cultivos se incubaron a 26 °C en
oscuridad durante 10 dias. Se utilizaron 3 repeticiones por tratamiento.

El crecimiento radial del patégeno se midié en dos direcciones (lineas
perpendiculares) a los 6, 8 y 10 dias posteriores a la inoculacién. El porcentaje de
inhibicién se calcul6 de manera similar a como se indico en el experimeto previo
con la siguiente formula:
| (%)= (C-T)/C(100)
| = % de inhibicion.

C = didmetro del crecimiento radial del patégeno en la caja control.
T = didmetro del crecimiento radial del patégeno en presencia del fungicida

bioldgico.
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5.5. Evaluacion de capsaicina sobre el crecimiento de Colletotrichum spp.
Este experimento se realiz0 en las instalaciones del Laboratorio de
Biotecnologia Molecular de Plantas del Instituto de Investigaciones Quimico

Biologicas de la UMSNH, a cargo del Dr. Homero Reyes de la Cruz.

Se utilizaron los aislados de Colletotrichum MXJAL-448 y MXJAL-505. Se
crecieron en cajas Petri de plastico de 90 x 15 mm con PDA a 26 °C en oscuridad
durante 7 dias para obtener inGculo. Para este experimento se utilizé el compuesto
comercial capsaicina (ABX-lI) proporcionada por Applied Biotech SA de CV,
México. Este compuesto esté registrado y patentado (WO-2016/171538-A1).

El compuesto se agregd al medio de cultivo antes de vaciarse en cajas

Petri, utilizando 3 concentraciones 400, 800, 1600 micromolar (UM).

Se prepar6é medio PDA al cual se le agregd una cantidad del stock de
capsaicina (capsaicina comercial y DMSQO) previamente preparado dependiendo
de la concentracion y se vacio en cajas Petri de 100 x 15 mm. Los tratamientos se
prepararon como se muestra en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Concentraciones de capsaicina utilizadas para evaluar su efecto sobre el
crecimiento de aislados de Colletotrichum.

Concentracion Cantidad de capsaicina
400 pyM 160 pl
800 uM 320 ul
1600 yM 640 pl

En las cajas con cada concentracion del compuesto comercial de
capsaicina, se realizd la siembra del patdgeno, colocandose un disco de medio
con micelio en la zona central de la caja Petri. Los cultivos se incubaron a 25 °C
en oscuridad durante 7 dias. El experimento se realiz6 con tres repeticiones. El
aislado MXJAL-505 mostré un crecimiento muy lento por lo que se dejé crecer

durante 8 dias.
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Se registré el crecimiento radial del patdgeno en dos direcciones (lineas
perpendiculares) diariamente durante 7 dias y para el aislado MXJAL-505 durante
8 dias. Posteriormente se calcul6 el porcentaje de inhibicion.

El porcentaje de inhibicién se calcul6 con la siguiente formula:

I (%)= (C-T)/C(100)

| = % de inhibicion.

C = didmetro del crecimiento radial del patégeno en la caja control.

T = diametro del crecimiento radial del patégeno en presencia de la capsaicina.

5.6. Evaluacién de fungicidas en frutos de mango

Experimento 1

Material vegetal. Se colectaron frutos de mango de la variedad Kent en
estado de madurez fisiologica de una huerta ubicada en el municipio de Cihuatlan,
Jalisco durante septiembre de 2020. Los frutos se lavaron con agua jabonosa y se
tallaron durante 10 seg con una esponja, Se enjuagaron con agua corriente y
después con agua desionizada. Los frutos se secaron, se asperjaron con alcohol

al 70% y se colocaron para secarse, sobre charolas por 30 min.

No obstante, los frutos no pudieron ser utilizados ya que desarrollaron
sintomas de rofia y de antracnosis antes de ser inoculados. En las huertas donde
se colectaron no se asperjan plaguicidas en los arboles, por lo cual la incidencia

de enfermedades postcosecha se incrementa.

Experimento 2

Material vegetal. Se utilizaron frutos de mango variedad Paraiso adquiridos
en un centro comercial en Morelia, Mich. Los frutos se lavaron y tallaron con agua
jabonosa durante 10 seg con una esponja, se enjuagaron con agua corriente y
después con agua desionizada. Una vez que se secaron se asperjaron los frutos
con alcohol al 70% y se dejaron secar. Se marcaron dos areas rectangulares de
5x4 cm en una de las caras de los frutos con un plumén indeleble, una de las
areas se rotuld con la letra A y la otra con la letra B, fuera de cada area marcada

se dibujaron lineas que sirvieron como guia para colocar el in6culo (Fig. 4).
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Figura 4. Frutos de mango utilizados en el experimento con areas delimitadas marcadas

con plumon.

Aplicacién de fungicidas. Se probaron 4 fungicidas: dos productos
bioldgicos (Hiper-Lisis y Fungifree AB), un producto organico (Bactrix) y un
producto quimico (Hidrocob) (Cuadro 6). Los frutos utilizados para cada
tratamiento se sumerigieron al mismo tiempo en cada producto durante un minuto.
Después se colocaron en camara humeda sobre cajas de Petri en recipientes de

plastico.

Cuadro 6. Fungicidas y concentraciones utilizadas en el experimento.

Producto Composicion Aplicacién

Extractos vegetales
Bactrix 5 mL/L
Cobre carboxilado

Trichoderma harzianum
Hiper Lisis Bacillus subtilis 5 mL/L

Pseudomonas fluorescens

Fungifree Bacillus subtilis 2 g/L

Hidrocob Hidroxido cuprico 10 g/L

In6culo. Se crecieron los 3 aislados de Colletotrichum spp. MXJAL-448,
MXJAL-493, y MXJAL-505, en cajas Petri de plastico de 90 x 15 mm con medio
PDA que contenia 2 o 3 trozos (1 cm?) de hojas de mango para estimular la

produccion de esporas. Los cultivos se incubaron bajo luz blanca continta a 25 °C
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durante 7 dias. Después de ese tiempo se obtuvo una suspension haciendo

lavados con agua destilada estéril para desprender los conidios.

Se cuantificé la concentracion de conidios en la suspension de cada aislado
con una cdmara de Neubauer (Cuadro 7), y se estandarizaron para que todas
tuvieran la misma concentracion a: 1x1068.

Cuadro 7. Concentraciones de las suspensiones de esporas a partir de las cuales se
estandarizé a una concentracion de 1x10°

Cepa Concentracion (conidios/mL)
MXJAL-448 1.66x10°
MXJAL-493 4.92x106
MXJAL-505 1.54x106

Los frutos se inocularon colocando 12 gotas de 10 pL de las suspensiones
de conidios dentro de cada rectangulo. En el rectangulo etiguetado como “A” se
inocularon 12 gotas de la suspension que se encontraba a una concentracion de
1x108 y en el rectangulo “B” se inocularon 12 gotas con las concentraciones
originales (Cuadro 7). En el caso de los controles se utilizaron gotas de agua

desionizada estéril.

Los tratamientos se realizaron como se describe en el cuadro 8. Se empled
un total de 60 frutos, 3 frutos por cada in6culo utilizado en los 5 tratamiento. Se
utilizaron 3 frutos por tratamiento, se utilizaron 5 productos (4 fungicidas y el
blanco) y 4 in6culos (3 cepas y el blanco), dando un total de 20 tratamientos
(producto/inéculo).

Cuadro 8. Tratamientos utilizados en el experimento. Diferentes fungicidas frente a los

aislados de Colletotrichum siamense (MXJAL-448 y MXJAL-505) y C. asianum (MXJAL-
493).

TRATAMIENTOS

I Il I v \Y,

Bactrix Hiper Lisis Fungifree Hidrocob Agua?

MXJAL-448 MXJAL-448 MXJAL-448 MXJAL-448 MXJAL-448

MXJAL-493 MXJAL-493 MXJAL-493 MXJAL-493 MXJAL-493
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MXJAL-505

MXJAL-505

MXJAL-505

MXJAL-505

MXJAL-505

AguaP

AguaP

AguaP

AguaP

AguaP

ITAF

aControl positivo, los frutos se sumergieron en agua y se inocularon con los tres aislados y agua.

b Control negativo, se inocul6 con agua, en lugar de los aislados para cada tratamiento.

Los frutos inoculados se incubaron en camaras humedas que se taparon

durante 24 h, después de este tiempo se retiraron las tapas y se mantuvieron a
25°C durante 7 dias.

5.7. Estadistica

Se realizaron analisis de varianza y comparacion de medias utilizando la

prueba de Tukey, en los diferentes experimentos, con un nivel de significancia de

0.05.
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6. RESULTADOS
6.1. Pruebas de patogenicidad

Experimento 1

En la evaluacion de la patogenicidad de los 10 aislados de Colletotrichum
spp., se observé una incidencia del 100% en los frutos inoculados, y las
variaciones se dieron en el tamafio de las lesiones. Todos los aislados tuvieron la
capacidad para infectar el tejido vegetal. Se observaron lesiones con bordes
definidos, alrededor del punto de inoculacion con una coloracion negra de
consistencia seca, tornandose café y acuosa conforme la lesion iba avanzando.

En algunos casos se observo la presencia de micelio (Fig. 5).

Figura 5. Sintomas en frutos de mango variedad Kent inoculados con el método de
herida. A) Control inoculado con disco PDA, B a K, frutos inoculados con los aislados: B)
MXJAL-484, C) MXJAL-444, D) MXJAL-497, E) MXJAL-505, F) MXJAL-463, G) MXJAL-
474, H) MXJAL-493, ) MXJAL-458, J) MXJAL-436, y K) MXJAL-448.
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De acuerdo al analisis estadistico, hubo diferencias significativas entre aislados
con respecto al didmetro de lesion causado en los frutos (P=0.0021), por lo tanto,

hubo diferencias en virulencia entre los aislados (Fig. 6).

1.45 —]

W

1.35 ab ab —
abc abc

1.25 — —
1.15 - bc —

1.05 - —

Diametro de lesién

0.95 — —

0.85 - —

436 444 448 458 463 474 484 493 497 505
Ajslado

Figura 6. Analisis del diametro de lesion provocada por los diferentes aislados utilizados.
Diferentes letras minlUsculas sobre las barras de error representan diferencias
significativas.

Con relacién a los aislados recuperados de los sintomas observados en los frutos,

se confirmé su patogenicidad completando los postulados de Koch.

Experimento 2

Los resultados del experimento para evaluar la virulencia de los aislados de
Colletotrichum spp. MXJAL-463 y MXJAL-484, mostraron que en todos los frutos
inoculados se observo el desarrollo de lesiones. Las lesiones se presentaron como
manchas de color negro y de consistencia seca, algunas estaban dispersas por el
area inoculada, y en otros frutos las lesiones coalescieron desarrollandose una

lesion de mayor tamafio. Hubo variacién en la cantidad y tamafio de las lesiones
(Fig. 7).
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Figura 7. Sintomas observados en los frutos de mango variedad Paraiso inoculados con
3 métodos diferentes. A-C) Frutos control, inoculados con agua. A) Inoculacién por
aspersion, B) Inoculacién con algodén y C) Inoculacién por aspersion con herida. D-F)
Frutos inoculados con el aislado MXJAL-463. D) Inoculacion por aspersion, E) Inoculacion
con algodén y F) Inoculacion por aspersion con herida. G-l) Frutos inoculados con el
aislado MXJAL-484. G) Inoculacion por aspersion, H) Inoculacion con algodén e )
Inoculacién por aspersion con herida. Todos los frutos fueron inoculados con la misma
concentracion de inoculo (1x10° conidios/ml™).
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Los tres métodos de inoculacion produjeron porcentajes similares de las
areas de las lesiones. El andlisis estadistico, indicO que no hubo diferencias
significativas entre ninguno de los métodos de inoculacion (P=0.7411). Tampoco
se encontraron diferencias significativas en los aislados (P=0.1755). A diferencia
del experimento 1, no se observaron diferencias en virulencia entre los aislados de
la especie de C. siamense. Los resultados indicaron que el patdgeno es capaz de

penetrar el pericarpio sin la presencia de una herida.

6.2. Efecto de Trichoderma sobre el crecimiento de Colletotrichum

En las confrontaciones duales de las cepas de T. atroviride, HCH-62 y T.
harzianum, THCOM1 con los 4 aislados de C. siamense, MXJAL-436, MXJAL-448,
MXJAL-463, MXJAL-505 y el aislado C. asianum MXJAL-493, se observo el mayor
porcentaje de inhibicion frente al aislado MXJAL-436 con un 58.97% mientras que
el menor porcentaje se presento frente a los aislados MXJAL-448 y MXJAL-505
con un 54.67% y 54.97% respectivamente. En lo referente a la cepa THCOML, el
mayor porcentaje de inhibicion se presentd frente al aislado MXJAL-493 con un
57.17%, mientras que el menor porcentaje se detectd frente al aislado MXJAL-505
con un 45.49%. Los resultados mostraron que las dos cepas de Trichoderma
evaluadas tienen efecto antagénico sobre el crecimiento de los aislados utilizados
y que presentan mayor velocidad de crecimiento radial con respecto al patogeno
seis dias después de la inoculacioén (Fig. 8). La cepa de Trichoderma que presento
mayores porcentajes de inhibicion fue HCH-62 (Fig. 9).
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Figura 8. Confrontaciones duales de las cepas de Trichoderma spp. frente a los aislados
de Colletotrichum spp. después de 6 dias de crecimiento. Controles A-E: A) MXJAL-505,
B) MXJAL-436, C) MXJAL-463, D) MXJAL-493, E) MXJAL-448. Confrontaciones F-N: F)
HCH-62 x MXJAL-505, G) HCH-62 x MXJAL-436, H) HCH-62 x MXJAL-463, |) HCH-62 x
MXJAL-493, J) HCH-62 x MXJAL-448, K) THCOM1 x MXJAL-505, L) THCOM1 x MXJAL-
436, M) THCOM1 x MXJAL-463, N) THCOM1 x MXJAL-493, N) THCOM1 x MXJAL-448.
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Figura 9. Porcentaje de inhibicién causado por las cepas de Trichoderma spp. frente a los
aislados de Colletotrichum spp. después de 6 dias de crecimiento.

De acuerdo a los analisis estadisticos, hay diferencias significativas entre
las cepas de Trichoderma (P=0.0024); sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los aislados de Colletotrichum (P=0.1753). La cepa HCH-62
tiene mayor potencial antagénico (Fig. 10); no obstante, los aislados de
Colletotrichum no difieren en el grado en el que se inhiben en presencia de cada
una de las cepas de Trichoderma sin importar la especie a la que pertenecen, esto
es importante porque esta cepa parece tener el potencial para inhibir a cualquier

aislado de Colletotrichum causante de antracnosis.
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Figura 10. Andlisis del porcentaje de inhibiciébn desarrollado en las confrontaciones de
cepas de Trichoderma spp. frente a aislados de Colletotrichum spp. Diferentes letras
minasculas sobre las barras de error representan diferencias significativas.

6.3. Efecto de fungicidas biol6gicos sobre el crecimiento de Colletotrichum
spp.

En la evaluacién del fungicida biolégico (Hiper-Lisis) con dos métodos de
prueba distintos frente a los dos aislados de C. siamense MXJAL-448 y MXJAL-
505, los resultados mostraron que el fungicida ejerce un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento radial del patégeno en ambos métodos de aplicacion. Se observé un
crecimiento rapido de Trichoderma el cual coloniz6 todo el espacio de manera mas
rapida que el patégeno (Fig. 11). Se observaron los mayores porcentajes de
inhibicién en los aislados de Colletotrichum spp. utilizando el método de dispersion

del fungicida en el medio (Fig. 12).
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Figura 11. Evaluacion de Hiper-Lisis bajo dos métodos de aplicacion frente a dos aislados
de Colletotrichum spp. después de 10 dias de crecimiento. Controles A-D: A) MXJAL-448
método de dispersion, B) MXJAL-505 método de dispersion, C) MXJAL-448 método de
papel filtro, D) MXJAL-505 método de papel filtro, E) Hiper-Lisis x MXJAL-448 método de
dispersion, F) Hiper-Lisis x MXJAL-505 método de dispersion, G) Hiper-Lisis x MXJAL-448
método de papel filtro, H) Hiper-Lisis x MXJAL-505 método de papel filtro.
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Figura 12. Porcentaje de inhibicion causado por el fungicida Hiper-Lisis aplicado bajo los
métodos de dispersion y aspersion frente a los aislados de Colletotrichum spp.
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De acuerdo a los andlisis estadisticos, hay diferencias significativas entre
los métodos de aplicacion del fungicida (P=0.0000), de igual forma, se encontraron
diferencias significativas entre los aislados con los métodos de aplicacién
(P=0.0020). ElI método de dispersion fue el mas efectivo para reducir el
crecimiento del patégeno (Fig. 13 A); los aislados de Colletotrichum spp. difieren
en el grado en el que se inhiben de acuerdo al método de aplicacion del fungicida,
siendo el método de dispersion el que causé mayor inhibicién (Fig. 13 B).
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Figura 13. Andlisis del porcentaje de inhibicién desarrollado en los métodos de aplicacion
de fungicida frente a aislados de Colletotrichum spp. A) Porcentaje de inhibicion causado
por los métodos de aplicacion del fungicida. B) Porcentaje de inhibicion de los aislados de
Colletotrichum frente a los fungicidas. Diferentes letras mindsculas sobre las barras de
error representan diferencias significativas.

6.4. Evaluacion de la capsaicina sobre el crecimiento de Colletotrichum spp.
En la evaluacion del efecto de la capsaicina sobre el crecimiento de dos
aislados de C. siamense, se observaron diferentes porcentajes de inhibicion frente
al aislado MXJAL-448 de 10.84% para la concentracién 400 uM, 21.68% para 800
MM y 38.31% para 1600 pM. Mientras que frente al aislado MXJAL-505 se
observaron porcentajes de inhibicion de 3.64% para 400 pM, 18.22% para 800 uM
y 33.59% para 1600 pM. Los resultados mostraron que la capsaicina ejerce un
efecto inhibitorio sobre los aislados de Colletotrichum (Fig. 14). Los mayores
porcentajes de inhibicibn se presentaron frente a la concentracion de 1600 uM

para ambos aislados (Fig. 15).
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Figura 14. Evaluacion de capsaicina bajo 3 concentraciones frente a dos aislados de
Colletotrichum siamense después de 8 dias de crecimiento. A) Control MXJAL-448, B)
MXJAL-448 x 400 uM, C) MXJAL-448 x 800 uM, D) MXJAL-448 x 1600 uM, E) Control
MXJAL-505, F) MXJAL-505 x 400 uM, G) MXJAL-505 x 800 uM, H) MXJAL-505 x 1600
UM,
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Figura 15. Porcentaje de inhibicion causado por capsaicina a diferentes concentraciones
frente a los aislados de Colletotrichum spp.
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De acuerdo a los andlisis estadisticos, hay diferencias significativas entre
las concentraciones de capsaicina utilizadas (P=0.0000). Ademas, se encontraron
diferencias significativas entre los aislados para cualquiera de las concentraciones
de capsaicina utilizadas (P=0.0000). Con la concentracion mas alta (1600 uM) se
obtuvieron mayores porcentajes de inhibicion del crecimiento del patégeno (Fig. 16
A). En cuanto a los aislados de Colletotrichum spp., estos difieren en el grado en

el que se inhiben en presencia de la capsaicina (Fig. 16 B).
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Figura 16. Andlisis del porcentaje de inhibicion desarrollado con las diferentes
concentraciones de capsaicina frente a aislados de Colletotrichum spp. A) Porcentaje de
inhibiciébn causado por cada concentracién de capsaicina. B) Porcentaje de inhibicién de
Colletotrichum frente a capsaicina. Diferentes letras mindsculas sobre las barras de error
representan diferencias significativas.

6.5. Evaluacién de fungicidas en frutos de mango

Los frutos de mango variedad Paraiso que se utilizaron en este
experimento, desarrollaron sintomas de antracnosis, no relacionados con la
inoculacién, 3 dias después de iniciado el experimento. Se formaron lesiones en
los mangos control (Fig. 17 Ay B), y alrededor del area de inoculacién (Fig. 17C-1)
o cerca de las gotas de in6culo colocadas (Fig. 17F-1). De tal manera, que fue
dificil diferenciar las lesiones que se formaron por la inoculacion o las que se
pudieron haber formado por otros patdégenos que estaban de manera latente en el
fruto. Debido a esto no fue posible analizar los datos del efecto de los productos

utilizados para el control de la antracnosis.
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Figura 17. Mangos variedad Paraiso después de 7 dias de la inoculacion. Mangos
inoculados con agua (A y B), mangos inoculados con el aislado MXJAL-448 (C-E),
mangos inoculados con el aislado MXJAL-505 (F-1). A e |, producto control (solo agua); B
y C, producto Bactrix; D y G, producto Hiper-Lisis; E y H, producto Hidrocob; F, producto
Fungifree AB. Letras en los rectangulos representan diferente concentracion de indculo,
A-1x108 y B-concentracion original.
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7. DISCUSION
Las especies del género Colletotrichum tienen una alta capacidad de infeccién, y

afectan un amplio rango de hospedantes (Rojo-Baez et al., 2017). En el presente
estudio se observo que aislados de Colletotrichum spp. son patogénicos en frutos
de mango de dos variedades, detectandose una mayor virulencia en los frutos de

la variedad Kent que en los frutos de la variedad Paraiso.

Cano (1999) menciona que si bien los cultivares de la variedad Kent son altamente
productivos, también son altamente susceptibles a desarrollar enfermedades como
la causada por el género Colletotrichum, lo cual coincide con lo observado en el
presente estudio. Caro-Melendez y De la Cruz-Llanos (1987), en Colombia,
también observaron diferencias en la susceptibilidad de 6 variedades de mango a

Colletotrichum.

Otro factor que puede influenciar la severidad de la enfermedad es la
especie del hongo, en este estudio los aislados de Colletotrichum utilizados
pertenecian a dos especies, C. asianum y C. siamense, los cuales presentaron
diferencias en cuanto a la patogenicidad, siendo los mas virulentos los aislados
MXJAL-505, MXJAL-448 y MXJAL-458 que pertenecen a la especie de C.
siamense. El aislado MXJAL-493 perteneciente a la especie de C. asianum mostro
ser menos virulento. Tovar-Peraza et al. (2020) reportaron diferencias entre cepas
de Colletotrichum con respecto a la virulencia, siendo C. asianum y C. siamense
las especies mas virulentas, sin reportar diferencias entre ellas, mientras que C.
fruticola y C. alienum fueron las menos virulentas en frutos de mango. En
contraste en este estudio las especies de C. siamense y C. asianum si
presentaron diferencias en cuanto a la virulencia. Por otra parte Valdés et al.,
(2017), reportaron una alta virulencia de C. gloeosporioides causando antracnosis

en mango.

Por lo que respecta a la utilizacion de Trichoderma, las especies de este género
han despertado gran interés como posibles agentes de control biolégico en
enfermedades de plantas causadas por agentes fungicos (Chet et al., 1981). Este

es el primer estudio en el que cepas de Trichoderma spp. muestran antagonismo
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contra C. asianum y C. siamense, agentes causales de antracnosis del mango en

Jalisco.

En este estudio se observaron diferencias significativas en el antagonismo de las
cepas de Trichoderma in vitro. Con la cepa HCH-62 cercana a la especie de T.
atroviride se observaron porcentajes de inhibicion mayores para las dos especies
de Colletotrichum utilizadas, que con respecto a los porcentajes de la cepa
THCOM1 de T. harzianum. La especie de las cepas de Trichoderma puede influir
en la capacidad para inhibir al patdgeno, se ha reportado que Trichoderma
asperellum es la que ha mostrado un mayor porcentaje de inhibicion (91%) de C.
gloeosporioides (Pelaez-Alvarez et al, 2016) comparado con Trichoderma
harzianum con la que se reporta un porcentaje de inhibicibn maximo de 69.05%
(Santander, 2012).

Sarmiento (2009) encontr6 una reduccidén superior del crecimiento de C.
gloeosporiodies en donde el porcentaje de inhibicibn maximo fue de 72.29% con
T. harzianum. Con respecto a Trichoderma atroviride, se ha reportado una

disminucién del crecimiento de C. acutatum de 21.4% (Freeman et al., 2004).

En las confrontaciones duales se pudo observar que Trichoderma se
encontraba colonizando todo el espacio en la caja Petri e incluso se observo el
crecimiento sobre el patégeno en todos los casos. Esto concuerda con lo
reportado por De los Santos et al.,, (2013), quienes al evaluar 20 aislados de
Trichoderma detectaron que T. asperellum ejerci6 el mayor control contra C.
gloeosporioides, observandose un sobrecrecimiento, lo que indica que
posiblemente el control del patégeno se llevé a cabo a través del micoparasitismo,

el cual es el principal mecanismo de estudio de esta especie.

Por otra parte, en este estudio se observdé que el fungicida biologico
comercial Hiper-Lisis (Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y Pseudomonas
fluorescens) evaluado in vitro mostro ser efectivo sobre el crecimiento de los dos
aislados de C. siamense utilizados, mostrando un porcentaje de inhibicion de
82.27% para el aislado MXJAL-505 y 82.34% para el aislado MXJAL-448

utilizando el método de dispersion, mientras que utilizando los discos de papel
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filtro se obtuvieron porcentajes de 70.47% para MXJAL-505 y 59.78% para
MXJAL-448. Gaviria-Hernandez et al., (2013), reportaron porcentajes de inhibicion
de 61% y 79% utilizando un producto comercial que contiene Trichoderma frente a
dos cepas de Colletotrichum aisladas de un cultivo de mora, asi mismo reportaron
un porcentaje de inhibicion de 26% y 46% utilizando un producto a base de
Bacillus subtilis frente a las mismas cepas. Se han reportado diferencias en
porcentajes de inhibicién utilizando Bacillus subtilis con diferentes especies de
Colletotrichum aisladas de diversos frutos, que van desde 8 hasta 84% (Caballero
Mairesse y Soilan Duarte, 2018; Moreira, 2013).

Es posible que los microorganismos antagonistas del producto Hiper-Lisis
ejercieran un efecto sinérgico ocasionando un mayor porcentaje de inhibicion del
crecimiento del patégeno que de manera individual, como se observo al utilizar
Gnicamente a las cepas de T. harzianum y T. atroviride. Con tres microorganismos
como agentes de control biolégico el parasitismo puede ser mas efectivo y puede
haber mayor competencia por el espacio. Asimismo, es importante considerar que
al tratarse de diferentes especies de Trichoderma las que contiene este producto
comercial y las que se probaron de manera individual, estas pueden tener
diferentes mecanismos de accién o eficacia. De la Cruz-Quiroz et al. (2018),
reportaron 5 especies de Trichoderma como agentes de control bioldgico frente a
C. gloeosporioides, presentando diferentes mecanismos de accion como
antibiosis, micoparasitismo y produccion de diferentes enzimas, los cuales
variaron de acuerdo a la especie de Trichoderma. Por lo cual serd necesario
probar de manera separada los ACB en futuras investigaciones, incluyendo

diversas especies de Trichoderma.

Otros productos naturales que se han estudiado por sus propiedades para
controlar plagas agricolas (Moreno et al., 2012), al mostrar propiedades
antibacteriales e incluso fungicidas, provienen del fruto del chile que posee
diferentes compuestos entre los que se encuentran la capsaicina, la capsicidina, el

capsidol, los capsianésidos y la capsicodendrina (Dewwitt et al., 2000).
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Lo cual se confirmé con los resultados obtenidos en el presente estudio, en
el que la capsaicina mostré un efecto inhibitorio sobre Colletotrichum con todas las
concentraciones probadas, encontrdndose diferencias en el porcentaje de
inhibicion de cada una, siendo la concentracion mas alta (1600 pM) la que
ocasiond mayores porcentajes de inhibicion con 38.31% para MXJAL-448 vy
33.59% para MXJAL-505, ambos pertenecientes a la especie de C. asianum.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Vazquez-Fuentes et al. (2021),
quienes determinaron los mayores porcentajes de inhibicion de C. gloeosporioides
(65%) y C. acutatum (64%) con la concentracion de 1600 uyM, utilizando el mismo
compuesto (ABX-1). Sin embargo, el porcentaje de inhibicién fue mas bajo con la
especie de C. siamense obtenida de mango, por lo que este resultado sugiere que
la efectividad de este producto varia de acuerdo a la especie de Colletotrichum.
Esto lo confirma lo reportado por Echenique Martinez (2016), al determinar con la
especie C. musae, un porcentaje de inhibicion de 74% adn mayor que el que se ha
observado con otras especies y utilizando una concentracién menor (400 ppm) de

capsaicina.

De acuerdo a Waizel y Morfin, (2011), el efecto de la capsaicina puede
estar relacionado con la inhibicion enzimética, o por interacciones no especificas
con proteinas las cuales alteran la actividad o estructura proteica. De igual manera
mencionan que la cantidad de grupos hidroxilo en el anillo de la capsaicina pueden

tener relacion con la toxicidad de este compuesto frente a los microorganismos.

En la actualidad el uso de fungicidas biolégicos y extractos vegetales para
el manejo de enfermedades se ha abierto paso en la agricultura ya que estos
aportan diversos beneficios como la reduccion en el impacto ambiental y en la
salud de los consumidores. Ademas, debido al uso desmedido de los productos
guimicos los agentes patdgenos han desarrollado resistencia a estos. Gutiérrez-
Alonso et al. (2003), reportaron resistencia a fungicidas quimicos como imazalil,
prochloraz y azoxystrobin por parte de C. gloeosporioides. Sin embargo, una
desventaja de los insumos biologicos puede ser su baja efectividad para el control

de las enfermedades. En el presente estudio no se pudo determinar el efecto de
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los agentes de control biologico (fungicidas) en frutos sobre Colletotrichum por el
desarrollo de lesiones atribuibles a otros agentes patdégenos que se encontraban
de manera latente. Esto es indicativo del severo problema que representan
diversos patdgenos en poscosecha en Jalisco. Spadaro y Gullino (2004),
mencionan que uno de los obstaculos mas grandes para el control biologico es su
relativa inhabilidad para controlar infecciones que se establecen antes de la
cosecha, como son las infecciones latentes. Debido a estas infecciones latentes la
calidad de los frutos disminuye, lo que termina por ocasionar pérdidas econémicas
significativas para los productores. En ocasiones los frutos no se pueden
comercializar ya que no son aceptados por los consumidores y en muchos otros
casos los frutos no logran cumplir con los estandares de calidad para los
mercados de exportacion (Arauz, 2000; Ploetz, 2003), por lo tanto, esto representa
grandes desafios para quienes se encuentran involucrados en el comercio

internacional de este fruto.

Existen trabajos en los que si ha sido posible evaluar el potencial de
microorganismos como agentes de control biolégico en mango, Carrillo-Fasio et al.
(2005), demostraron la eficiencia de B. subtilis para controlar la antracnosis en
mango variedad Kent causada por C. gloeosporioides, obteniendo mejores
resultados que el control quimico. Por su parte; Pelaez-Alvarez et al. (2016),
encontraron que en frutos de mango, T. asperellum era capaz de controlar el
crecimiento de C. gloeosporioides, por lo tanto esto podia ser una alternativa para
reducir el uso de productos quimicos. Estos resultados son alentadores y
demuestran que pueden existir productos que pueden ser una alternativa para el
manejo de antracnosis en mango, por lo que deberan continuarse estos estudios
con aislados de Jalisco, utilizando otros productos, asi como utilizar otros tejidos
como hojas, en las que se estima que las infecciones latentes se presentaran en

menor frecuencia.
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8. CONCLUSIONES
Este es el primer reporte de Colletotrichum asianum y C. siamense como agentes
causales de antracnosis en la variedad de mango Kent, en Jalisco, asimismo estos
aislados son capaces de infectar la variedad Paraiso, bajo condiciones de

laboratorio.

Los aislados de Colletotrichum difieren en virulencia, C. siamense es mas virulento
que C. asianum causando antracnosis en frutos maduros. Los aislados pueden

inducir la enfermedad sin la necesidad de una herida.

Los fungicidas biolégicos y la capsaicina tienen el potencial de inhibir el
crecimiento de Colletotrichum in vitro en diferentes porcentajes, superiores al 80%
para el fungicida biologico Hiper-Lisis y mayores a 30% para la capsaicina, estos

pueden ser una alternativa para el control de la antracnosis.

Los aislados de Trichoderma atroviride y T. harzianum tienen potencial antagonico
frente a Colletotrichum asianum y C. siamense, inhibiendo su crecimiento in vitro
en diferentes porcentajes, efecto que puede ser atribuido a la especie y al origen
de los aislados de Trichoderma.

En la evaluacion de fungicidas biolégicos en frutos, las enfermedades poscosecha
representan un gran problema para la evaluacién de estos productos ya que su
eficacia disminuye debido a las infecciones latentes, por lo tanto se deben buscar

alternativas para su evaluacion.
Perspectivas

Los resultados del presente trabajo confirman que las especies de Colletotrichum,
C. asianum y C. siamense causan antracnosis en el cultivo de mango en Jalisco,
asimismo se obtuvo informacién preliminar sobre las posibles alternativas de
manejo de la enfermedad de una manera mas amigable con el medio ambiente,
sin embargo aun es necesario realizar investigaciones adicionales sobre dichas
alternativas para poder aplicarlas en el futuro en el campo y ayudar a disminuir la

incidencia de la antracnosis en las huertas de mango de Jalisco.
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