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1. CAPITULOI.
REVISION DE LITERATURA

1.1. INTRODUCCION

El hongo del género Colletotrichum, es un patdgeno de distribucion cosmopolita y con
predominancia en los tropicos y subtropicos (Xiao et al; 2004). Infectan a un amplio
rango de hospedantes y aln se conoce poco de las relaciones genéticas dentro de las
especies (Manners et al; 1993). Agrios, (2005) menciona que hay una variacion
considerable respecto a los tipos de plantas hospedantes a los que cada especie de
Colletotrichum puede atacar, incluso puede haber varias razas con un grado de
patogenicidad distinto dentro de cada una de las especies del hongo, sin embargo

Sutton, (1992) lo considera un patégeno con una alta variabilidad genética.

Este hongo es el causante de un grupo de enfermedades conocidas como antracnosis,
las cuales pueden manifestarse tanto en precosecha como en postcosecha (Yakoby et
al; 2001). Sin embargo se agrupa entre los patégenos mas importantes en postcosecha
(Bailey and Jeger 1992; Stanley et al; 1998; Abang, 2003), debido a la capacidad que
tiene de provocar infecciones latentes en frutos en desarrollo, las cuales se presentan
una vez que estos llegan a su madurez de consumo y se manifiestan con la presencia
de manchas circulares café oscuras en el pericarpio y dafios por ablandamiento (Prusky

et al., 2001; Yakoby et al., 2000).

La antracnosis afecta cereales, leguminosas, pastos y cultivos perennes, incluyendo
arboles frutales. Entre los frutales mas afectados por la antracnosis, se destacan el

mango (Mangifera indica L.), el aguacate (Persea americana Mill.), el tomate de arbol
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(Cyphomandra betacea Cav.), la papaya (Carica papaya L.), la mora (Rubus glaucus
Benth), el lulo (Solanum quitoense Lam.), la guandbana (Annona muricata L.), la fresa
(Fragaria x ananassa Duch.), la sandia (Citrullus lanatus Thunb.), el melén (Cucumis
melo L.), el platano (Musa spp.), la guayaba (Psidium guajava L.), el maracuya
(Passiflora edulis Sims) y los citricos (Citrus spp) y el café (Coffea arabica L.) (Lenné
1992; Nicholson, 1992; Dodd et al; 1992; Owolade et al; 2005; Abang, 2003; Garcia et

al; 2000; Davis et al; 1994).

En la actualidad se aceptan 39 especies de Colletotrichum descritas en el trabajo de
Sutton (1992). Su descripcidn esta basada en las caracteristicas culturales de la colonia
en medio de cultivo, tamafio y forma de los conidios y apresorios, presencia o0 ausencia
de setas y su teleomorfo (Freeman et al; 1998; Lardner et al; 1999). Sin embargo la
considerable variacibn patogénica y morfolégica que presenta este hongo ha
ocasionado dificultades para su clasificacion al usar Unicamente caracteres

morfolégicos (Johnston y Jones, 1997; Sutton, 1980).

La alta diversidad en el amplio grupo de especies del género Colletotrichum ha sido
muy problematica, ya que el diagnéstico fitopatolégico requiere identificar con precision
patogenos especificos para el control de enfermedades. Esta confusion taxonomica ha
provocado el aumento en el uso de herramientas moleculares para la identificacion de
diversidad interespecifica e intraespecifica dentro de un grupo complejo de especies

(Guerber et al; 2003).



En la actualidad, el uso de la tecnologia basada en el ADN ha permitido contar con
nuevas herramientas para la investigacién de la variacion genética y de los genes que
controlan la patogenicidad y especificidad en hongos fitopatégenos (Martin et al; 2000).
Existen diferentes métodos para detectar polimorfismos una de las técnicas muy
utilizada es la amplificacion de regiones no conservadas del ADN, ya sean ribosomales
(ITS) o intergénicas (IGS) (Forster y Adaskaveg, 2000). Estas técnicas trabajan con
ADN extraido directamente del individuo en grandes cantidades o con fragmentos de
ese ADN amplificado mediante la técnica de PCR (Martin et al., 2000). Aunque las
regiones ITSs representan solo una parte del genoma, éstas son suficientemente
variables para facilitar la separacion a nivel de género y son frecuentemente Utiles a

nivel de especies en los ascomicetes (White et al; 1990).

Este hongo se caracteriza por presentar una amplia gama de hospedantes (Peres et al;
2005). El potencial de infeccién cruzada ha sido reportado entre diferentes especies de
y genotipos de C. gloeosporioides sobre una gran variedad de frutas tropicales,
subtropicales y templadas bajo condiciones artificiales de inoculacion (Bernstein et al;
1995), este mismo autor ha demostrado que aislamientos de C. acutatum y C.
gloeosporioides son capaces de infectar manzana, nuez y durazno. Por otro lado
Freeman y Shabi (1996) mostraron que C. gloeosporioides aislado de almendro,
manzana, aguacate y mango, asi como asilamientos de C. acutatum aislado de
anémona, manzana y durazno, infectan frutos de otros hospederos como manzano,
aguacate, almendro, mango y nectarina, esto demuestra el potencial de infeccion
cruzada entre difererentes especies del hongo, lo cual puede implicar un riesgo

fitosanitario grave debido a la gran diversidad de cultivos tropicales que existen en
3



México y a los diferentes sistemas de produccién en los que los cuales se producen dos
cultivos en el mismo predio, en estos sistemas se puede presentar el fendmeno de
infeccion cruzada, debido a que cepas de Colletotrichum que son patogénicas para un
cultivo pueden encontrar un hospedero alterno en el cultivo asociado, trayendo como
consecuencia una mayor dispersion de la enfermedad y un incremento en los costos
asociados al control. Por tal razén los objetivos del presente trabajo fueron determinar
la capacidad que tienen cepas de Colletotrichum aisladas de un fruto especifico, para

infectar a otros frutos sanos de diferentes especies.

1.2. Colletotrichum spp.

1.2.1. Importanciay generalidades

Los hongos del genero Colletotrichum constituyen un interesante campo de estudio, y
su ambito mas frecuente en que encuentra mayor riqueza, es el que tiene que ver con

su papel de patdgeno de plantas (Correa et al; 2007).

Las especies de hongos fitopatdgenos al género Colletotrichum presentan una amplia
distribucién en todos los continentes. Los agronomos fitopatdlogos lo consideran como
uno de los patégenos mas importantes en la agricultura, debido a la diversidad de
especies vegetales que pueden ser afectadas y la magnitud de los dafios ocasiona

sobre las plantas (Femenia, 2007).

Las enfermedades conocidas como antracnosis son causadas por hongos del género
Colletotrichum spp, consideradas un serio problema en regiones con caracteristicas de

clima tropical y subtropical (Jeffries et al, 1990).



El género Colletotrichum gloeosporioides (Penz. & Sacc.) fue descrito en el afio 1884 y
es una especie de amplia distribucion en todo el mundo especialmente en zonas
tropicales y subtropicales. Von Arx (1957) cito mas de 600 sin6nimos con otras
especies de Colletotrichum Corda y Gloeosporium Desm. & Mont.; lo cual indica la gran

diversidad del genero (Sutton, 1992).

Jeffries et al; (1990), distinguieron varias formas patogénicas basadas en los
hospederos especificos y caracteristicas culturales, por otra parte Mas (1983), utilizo el
criterio de patogenicidad para diferenciar aislamientos de C. gloeosporioides, C.
fragarie, C. coccodes, C. trifolii, C. dematium, Glomerella cingulata y Gloeosporium spp.

y observo que la patogenicidad vario con el aislamiento y el tejido inoculado.

Entre las especies mas agresivas pertenecientes a este género, (Bailey and Jeger,
1992) se pueden destacar a C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. in Penz.
(teleomorfo: Glomerella cingulata [Stoneman] Spauld. & H. Schrenk) este es un
patégeno de una amplia variedad de frutas, tales como manzanas, aguacates, citricos,
papayas, melocotones, mangos Yy fresas, C. acutatum patégeno de almendras,
aguacates, mangos, melocotones, citricos, uvas y fresas, C. coccodes este hongo ataca
principalmente a pimientos, patatas y tomates, Colletotrichum kahawae es el agente
causal de la denominada enfermedad de la cereza del café es morfologicamente similar
a C. gloeosporioides pero se ha diferenciado por su capacidad de infectar cerezas de
café verde (Waller et al; 1993), Colletotrichum musae es el agente causal de la

antracnosis de los bananos y platanos, asi como otras especies con multiples



huéspedes como son C. lindemuthianum, C. capsici, C. dematium, C. graminicola y C.

truncatum.

1.2.2. Taxonomia

Colletotrichum spp, (estado anamoérfo) de Glomerella spp, (estado teleomorfo),
pertenece al reino Fungi; phylum Ascomycota; clase Sordariomycetes; subclase
Sordariomycetes incertae sedis; orden Phyllachorales; familia Phyllachoraceae; género
Glomerella; especie Glomerella (Stoneman) Spauld y H. Schrenk. (fase teleomorfica,
sexual o perfecta) o Colletotrichum gloeosporioides (fase anamorfica, asexual o

imperfecta) (Villanueva, 2004).

1.2.3. Morfologia

Colletotrichum presenta un micelio enramado inmerso, septado que toma coloracién
hialina hasta castafio palido los acérvulos, separados o confluentes en forma de disco o
de cojin, ceroso, subepidermal, epidermal y subcuticular tipicamente con setas o
espinas negras en los bordes o entre los conidioéforos, formado de pseudoparénquima
con paredes delgadas o gruesas; conidiéforos simples, elongados; conidias hialinas,

ovoides u oblongadas (Barnett and Hunter, 1998; Holliday, 1995; Reyes, 2008).

Las setas presentes 0 ausentes, originadas irregularmente desde el
pseudoparénquima, mas o menos fuertes, no ramificadas, con un &pice agudo u
obtuso, suaves y con una pared gruesa septada en algunos casos. Los conidiéforos
septados, ramificados sobre la base de color castafio claro o hialina, formados de la

parte superior de las células del pseudoparénquima son simples, cortos, erectos. Las
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conidios también son hialinos, aceptadas de forma cilindrica, fusiforme, de una sola
célula, que durante la germinacion se torna de color castafio palido, se septan y forman
el apresorio. A menudo las esporas son tan numerosas que pueden formar masas

brillantes de color rosado (Blanchard et al, 1992; Holliday, 1995).

1.2.4. Patogénesis
En Colletotrichum el proceso de colonizacion es similar en muchas de sus especies, la
penetracion al tejido del hospedero implica la formaciéon de una estructura de infeccion

especializada llamada apresorio (Guarro, 1998).

En la patogénesis estructural inducida por diferentes especies de Colletotrichum se

pueden distinguir tres fases: preinfeccion, infeccion e invasion del tejido del hospedante.

En la preinfeccion el propagulo llega y establece un contacto con la superficie del
hospedante (Villanueva, 2004) donde el apresorio que corresponde a una estructura
plana, como un bulbo, que se forma cuando la hifa establece el contacto con la
superficie e incrementa su diametro, aumentando la zona de union entre los dos
organismos, lo cual permite que el patdgeno se una con mayor firmeza a la planta
(Cano et al; 2004). El proceso de infeccién el apresorio penetra al tejido del hospedero
y a la pared celular de la epidermis de manera directa (Guarro, 1998; Villanueva, 2004).
Durante el proceso de invasion, una vez que ha penetrado el hongo, la hifa crece y
coloniza con gran rapidez, inter e intracelularmente, el tejido del hospedante, pero
produce poco 0 ningun oscurecimiento visible u otros sintomas de alteracion en tejidos

internos (Bailey et al., 1992; Agrios, 2005).



Por otra parte Jeffries et al; (1990); Bergstrom and Nicholson, (1999); Perfect et al ;
(1999); O’Connell et al; (2004); Prusky and Dickman, (2000) mencionan que los
procesos tipicos de infeccion de las especies de Colletotrichum involucran una
secuencia comun de eventos, entre los que se pueden mencionar: El arribo del conidio
a la superficie de la planta., adhesion a la superficie., germinaciéon del conidio.,
produccion de un apresorio., penetracion de la epidermis de la planta., Crecimiento y

colonizacion., produccion de acervulos y esporulacion.

Rodriguez (2007) menciona que posterior a la penetracion del hongo, ocurren
diferentes estrategias de colonizacion del tejido que son:

Penetracién intracelular hemibiotrofica: Se establece una infeccién a través de una

breve fase biotrofica, asociada con una gran hifa primaria intracelular, convirtiéndose
después en una fase neocrotrofica destructiva asociada con una hifa secundaria

angosta, la cual se ramifica a través del tejido del hospedante.

Penetracién necrotrofica intramural, subcuticular: una vez penetrada la cuticula, el

patbgeno no entra inmediatamente dentro del lGmen celular, sino que se desarrolla

debajo de la cuticula, entre la pared periclinal y anticlinal de las células epidermales.

En general, las lesiones producidas por este hongo (la antracnosis) se manifiesta por la
aparicion de manchas con tonalidades negras o marrones; en otras ocasiones, las
infecciones aparecen con coloraciones que van del rojo ladrillo al pudrpura, y

posteriormente cambian hacia coloraciones pardas oscuras, hasta adquirir tonalidades
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muy negras, con formas redondeadas u ovaladas, con tamafios variables que pueden
oscilar entre un diametro de 1 6 2 mm hasta 5 cm. El nombre de antracnosis hace

alusion al aspecto visual de las manchas (Agrios, 2005).

1.2.5. Rangos de hospedantes y sintomatologia
Las enfermedades causadas por Colletotrichum spp se presentan en un amplio rango
de hospedantes distribuidos a nivel mundial, registrdndose tanto en como en

precosecha y en postcosecha (Hernandez, 2006).

La antracnosis producida por el hongo Colletotrichum, es reconocida como la
enfermedad mas importante. Su presencia se caracteriza por la aparicion de manchas
oscuras en las hojas, flores y pedunculos. Adicionalmente, los frutos pueden ser
afectados, particularmente en la etapa de cuajado, pudiendo sufrir dafios en los frutos
llegando a la madurez. La incidencia en los frutos maduros dificulta su comercializacion
(Hernandez, 2006), este hongo puede atacar a diversos tejidos de las plantas,

dependiendo la especie de Colletotrichum y el hospedante.

Existen numerosos casos que han reportado que varias especies de Colletotrichum o
biotipos estan asociadas a un solo hospedante. Por ejemplo la antracnosis del mango
causada por C. gloeosporioides afecta a la fruta sobre todo en postcosecha (Freeman
and Shabi, 1996). En el caso de fresa puede estar infectado por tres Colletotrichum
especies, C. fragarie, C. acutatum, y C. gloeosporioides, que causa la antracnosis de la

fruta y otras partes de la planta (Howard et al; 1992).



En el caso de almendra y otras frutas de hoja pueden ser afectados por C. acutatum, y
C. gloeosporioides. Los citricos pueden verse afectados distintas enfermedades de
Colletotrichum:

e Caida de frutos y la Antracnosis de limén ambas causadas por C. acutatum.

e La muerte de brotes y hojas causada por C. gloeosporioides.

Existen diferentes hospedantes que son atacados por diferentes especies de

Colletotrichum como son: café, cucurbitaceas, pimiento y tomate (Freeman et al; 1998).

En maiz, la antracnosis es una enfermedad de importancia mundial, causada por C.
graminicola que puede infectar todas las partes de la planta y provocar sintomas en

cualquier momento del ciclo de vida del cultivo (Bergstrom and Nicholson, 1999).

Las formas mas comunes de antracnosis en maiz son el tizon foliar y pudricion del tallo.
Los sintomas consisten en lesiones ovales y con frecuencia presentan anillos
concéntricos. En plantas adultas, aparecen lesiones individuales rodeadas por un halo
amarillento, las cuales llegan a coalescer y forman grandes extensiones de tejido
necrosado. Las hojas senescentes son mas susceptibles a la enfermedad. La presencia
de acérvulos en las lesiones es un signo caracteristico de la enfermedad (Bergstrom y
Nicholson, 1999). El sintoma predominante de la antracnosis en tallo es una
decoloracion de la corteza, llegando a desarrollar lesiones de color negro. En tallos
verdes, el hongo ocasiona diferentes sintomas: 1) infecciones sistémicas a través de

heridas, en donde la corteza permanece de color verde y parece sana, mientras que el
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tejido interno estd dafiado. 2) infecciones en la corteza del tallo con decoloraciones,

pero sin registrar una evidente infeccion sistémica (Bergstrom y Nicholson, 1999).

Las principales especies de Colletotrichum que atacan leguminosas de grano son: C.
lindemuthianum, C. truncatum, C. destructivum y C. gloeosporioides. El primero afecta
frijol, chicharo de vaca y algunas leguminosas de grano pequefio de los géneros
Phaseolus y Vigna, soya y chicharo. C. truncatum posee un amplia rango de
hospedantes, entre los que se citan: soya, chicharo de vaca, frijol lima, cacahuate y
lentejas. C. destructivum infecta afecta soya y lenteja y finalmente C. gloeosporioides se

reporta en chicharo, soya y cacahuate (Orozco, 2006).

Otras especies de Colletotrichum afectan leguminosas forrajeras: C. trifolii en trébol rojo
y cultivos forrajeros del género Medicago y Trifolium; C. gloeosporioides sobre lupino y
otros forrajes; C. truncatum es comun en algunas leguminosas forrajeras, pero

generalmente es menos dafino que C. gloeosporioides (Lenné, 1992).

La antracnosis del platano es de distribucién mundial y se considera una importante
enfermedad de este frutal. Esta es causada por C. musae. Los sintomas en frutos
maduros (amarillentos) se presentan como manchas de color café, hundidas y cubiertas
con masas de esporas de color naranja o salmon. Las lesiones aumentan de tamafio al
avanzar la maduracion y pueden eventualmente coalescer. En la punta del fruto, se
desarrolla una pudricién que llega a descomponer la pulpa completa. En frutos verdes,

los sintomas se desarrollan sobre heridas producidas en su cascara. Las lesiones
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maduras son de color café obscuro a negro. Los frutos enfermos maduran mas

rapidamente que los frutos sanos (Jones y Slabaugh, 1994).

Colletotrichum kahawae es el agente causal de la denominada enfermedad de la cereza
del café en Africa (Jeffries et al; 1990). C. kahawae es morfolégicamente similar a C.
gloeosporioides pero se ha diferenciado por su capacidad de infectar cerezas de café
verde, C. kahawae coloniza la parte externa de la corteza madura de las ramas de café,
constituyendo la fuente de inoculo primario para flores y frutos; su importancia radica en
que una vez coloniza los frutos, sobre éstos se produce abundante inoculo el cual
afecta nuevos frutos. El in6culo producido en las ramas es de menor importancia
comparado con el de los frutos por la capacidad para producir mayor cantidad de

conidias. (Rodriguez, 2007).

C. gloeosporioides es causante de la antracnosis de la papaya de frutos en
postcosecha en regiones tropicales y subtropicales, este hongo produce sintomas en
forma de manchas redondas, hundidas y acuosas en frutos maduros, las cuales llegan
a medir hasta cinco centimetros de didmetro. En el centro de las lesiones de forman
masas conidiales de color naranja rosado que son frecuentemente producidas en un
patréon de anillos concéntricos. Otro tipo de sintomas consiste en manchas irregulares a
circulares, ligeramente deprimidas y de color café rojizo. Estas tipo de dafio se conoce
como “‘mancha de chocolate” y al madurar la fruta crecen rapidamente para formar

lesiones de apariencia circular y hundidas (Orozco, 2006).
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En el campo, el hongo puede permanecer en ausencia de sus huéspedes sobreviviendo
como saprofito en los restos de las cosechas. Su actividad como patdgeno re reinicia
con el establecimiento de los nuevos cultivos, atacando a las plantulas poco después

de su germinaciéon (Femenia, 2007).

En general, Colletotrichum puede atacar todas las partes de las plantas. Las mas
afectadas son las aéreas (tallos, brotes tiernos, inflorescencias, frutos en formacion y en
estados avanzados de desarrollo), pero también se han observado ataques en los
cuellos de los tallos y en las raices, aunque son poco frecuentes en algunas especies
vegetales (Frederiksen, 1984). La enfermedad se presenta en todos los estados de
crecimiento, desde la germinacién de las semillas hasta las plantas adultas, y abarca
especies perennes y anuales de monocotiledéneas y dicotiledéneas (Waller, 1992;

Lenné 1992; Tarr; 1962, Agrios, 2005).
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2. CAPITULO II.
INFECCION CRUZADA DE ESPECIES DE Colletotrichum EN FRUTOS

TROPICALES EN POSTCOSECHA

2.1. RESUMEN
El género Colletotrichum es considerado uno de los principales hongos patdgenos de
plantas, este hongo se encuentra distribuido a escala mundial y afecta a diferentes
cultivos tanto en pre y postcosecha. En el presente trabajo se aislaron e identificaron
morfologicamente y molecularmente ocho aislamientos de Colletotrichum sp, de
banano, papaya, carambolo, chile manzano, aguacate, mango ataulfo y mango manila,
estos se inocularon sobre cada uno de los frutos para evaluar el fenémeno de infeccién
cruzada. Se midié diariamente el didmetro de la lesiéon por siete dias. Los resultados
mostraron que algunos aislamientos de C. gloeosporioides son mas agresivos cuando
se inoculan sobre su hospedero original, sin embargo ocasionan dafios en menor grado
en hospederos alternos, y otros aislamientos de esta misma especie presentan mayor
agresividad cuando son inoculados en hospederos alternos que sobre su hospedante
original. Por otra parte, algunas especies como C. musae presentan un menor numero
de hospedantes. Los frutos de carambolo presentaron resistencia a diferentes
aislamientos de C. gloeosporioides y C. musae. Los frutos que mayor susceptibilidad
presentaron fueron banano y papaya, ya que fueron afectados por todos los

aislamientos.

Palabras clave: Colletotrichum, frutos tropicales, identificacibn molecular, infeccion

cruzada
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2.2. INTRODUCCION
El género Colletotrichum es considerado uno de los principales hongos patdégenos de
plantas y se encuentra distribuido a escala mundial en las regiones tropicales,

subtropicales y templadas del mundo (Wharton y Diéguez, 2004; Peres et al. 2005).

Este género es el causante de un grupo de enfermedades conocidas como antracnosis,
las cuales pueden manifestarse tanto en precosecha como en postcosecha (Waller,
1992), se agrupa entre los patdgenos mas importantes en postcosecha (Bailey and
Jeger 1992, Stanley et al, 1998, Abang, 2003), debido a la capacidad que tiene de
provocar infecciones latentes en frutos en desarrollo y éstas se presentan una vez que
estos llegan a su madurez de consumo y se manifiestan como manchas circulares café
oscuras en el pericarpio y dafios por ablandamiento (Prusky et al., 2001; Yakoby et al.,
2000). La antracnosis afecta cereales, leguminosas, pastos y cultivos perennes,
incluyendo arboles frutales (Owolade et al. 2005, Abang 2003, Garcia et al. 2000). La
descripcion de Colletotrichum esta basada en las caracteristicas morfolégicas (Freeman
et al. 1998; Lardner et al. 1999). Sin embargo la considerable variacion que presenta
este hongo ha ocasionado dificultades para su clasificacion. (Johnston y Jones, 1997,

Sutton, 1992).

En la actualidad, el uso de la tecnologia basada en el ADN ha permitido contar con
nuevas herramientas para la investigacion de la variacion genética y de los genes que

controlan la patogenicidad y especificidad en hongos fitopatégenos (Martin et al., 2000).
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Existen diferentes métodos para detectar polimorfismos una de las técnicas muy
utilizada es la amplificacion de regiones no conservadas del ADN, ya sean ribosomales
(ITS) o intergénicas (IGS) (Forster y Adaskaveg, 2000). Estas técnicas trabajan con
ADN extraido directamente del individuo en grandes cantidades o con fragmentos de
ese ADN amplificado mediante la técnica de PCR (Martin et al., 2000) Aunque las
regiones ITS representan solo una parte del genoma, éstas son suficientemente
variables para facilitar la separacion a nivel de género y son frecuentemente Utiles a

nivel de especies en los ascomicetes (White et al., 1990).

Este hongo se caracteriza por presentar una amplia gama de hospedantes (Peres et al.
2005), el potencial de infeccion cruzada ha sido reportado entre diferentes especies y
genotipos de C. gloeosporioides sobre una gran variedad de frutas tropicales,
subtropicales y templadas bajo condiciones artificiales de inoculacién (Bernstein et al.,
1995), este mismo autor ha demostrado que aislamientos de C. acutatum y C.
gloeosporioides son capaces de infectar manzana, nuez y durazno. Por otro lado
Freeman y Shabi., (1996) mostraron que C. gloeosporioides aislado de almendro,
manzana, aguacate y mango, asi como asilamientos de C. acutatum aislado de
anémona, manzana y durazno, infectan frutos de otros hospederos como manzano,
aguacate, almendro, mango y nectarina, esto demuestra el potencial de infeccion
cruzada entre diferentes especies del hongo, lo cual puede implicar un riesgo
fitosanitario grave debido a la gran diversidad de cultivos tropicales que existen en
México y a los diferentes sistemas de produccion en los que los cuales se producen dos
cultivos en el mismo predio, en estos sistemas se puede presentar el fenbmeno de

infeccion cruzada, debido a que cepas de Colletotrichum que son patogénicas para un
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cultivo pueden encontrar un hospedero alterno en el cultivo asociado, la consecuencia
puede ser una mayor dispersiéon de la enfermedad y un incremento en los costos
asociados al control. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue determinar la
capacidad que tienen aislamientos de Colletotrichum obtenidos de un fruto especifico,

para infectar a otros frutos sanos de diferentes especies.

2.3. MATERIALES Y METODOS

2.3.1. Aislamiento del hongo y obtencién de cultivos monosporicos.

Se colectaron frutos de diferentes especies y procedencias (Cuadro 1) con sintomas
tipicos de antracnosis. La colecta se realizd en la Central de Abastos de la Ciudad de
México y los frutos se trasladaron al laboratorio de Enfermedades de frutos en
Postcosecha del Instituto de Fitosanidad del Colegio de Postgraduados.

Cuadro 1. Aislamientos de Colletotrichum obtenidos de diferentes frutos y procedencias

AISLAMIENTO ESPECIE DE FRUTO LUGAR DE PROCEDENCIA

ClBaCo Banano (Musa paradisiaca) Colima

C2PaMi Papaya (Carica papaya) Michoacan
C3ChMi Chile manzano (Capsicum pubescens) Michoacan
C4AgMi Aguacate (Persea americana) Michoacan
C5CaMi Carambolo (Averrhora carambola) Michoacan
C6MtGr Mango (Mangifera indica) cv. Manila Guerrero
C7MmGr Mango (Mangifera indica) cv Ataulfo Guerrero

C8LiCo Limon Mexicano (Citrus aurantifolia) Colima
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De los frutos con sintomas se tomaron cortes de tejido de la parte terminal de la lesion y
fueron desinfestados por inmersién en una solucién de hipoclorito de sodio al 2%
durante 3 minutos, posteriormente los tejidos se enjuagaron dos veces con agua
destilada estéril y se colocaron sobre sanitas estériles para retirar el exceso de

humedad. Para ser sembradas en Papa Dextrosa Agar (PDA).

De cada aislamiento de Colletotrichum spp se obtuvo un cultivo monosporicos,
utilizando una técnica similar a la utilizada por Manandhar et al. (1995). Sobre la colonia
de 8 dias de edad desarrollada en cajas petri con PDA se colocaron 1000 microlitros de
agua destilada estéril con una micropipeta. El agua se mezcld con el micelio y conidios
utilizando una varilla de vidrio estéril; posteriormente se recuperaron 100 microlitros de
la solucién de conidios, se colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml de capacidad y se
aforo con agua destilada estéril. El contenido del tubo se vacio a una caja de petri con
Agua Agar (AA), se distribuyo en toda la caja y se dejo reposar por 5 segundos,
posteriormente se desech6 todo el exceso de agua contenido en la caja sobre dos
sanitas estériles. Cada aislamiento fue incubado a 27 °C durante 24 horas. Con la
ayuda de un microscopio estereoscopico, de cada aislamiento se seleccion6 un conidio
individual germinado y se transfiri6 para su incremento a medio PDA para mantenerse

en incubacion a 27°C.
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2.4. Pruebas de patogenicidad

Para comprobar la patogenicidad, se utilizaron frutos sanos en madurez de consumo.
Se desinfestaron por inmersion en una solucion de hipoclorito de sodio al 2% durante 3
minutos y se enjuagaron con agua destilada estéril dos veces. De las cepas de seis
dias de edad, se prepararon suspensiones de conidios a una concentracién de 1 X 10°

conidios/mL (Gutiérrez et al., 2003), para contabilizarlos se utiliz6 un hematocitémetro.

La inoculacién, se realizé sobre el pericarpio (cascara), colocando 20 pL de la solucion
de conidios con una micropipeta, sobre heridas de aproximadamente 5 mm de
profundidad (Gutiérrez et al., 2003) realizadas con un palillo de madera estéril. Se

establecid un testigo, al cual solo se le coloc6 agua destilada estéril sobre las heridas.

Se realizaron 10 repeticiones, considerando un fruto como una unidad experimental.
Los frutos inoculados se mantuvieron en camara hiumeda a temperatura ambiente (24 +
2 °C) durante 8 dias. De acuerdo con los postulados de Koch, se reaisl6 el agente una

vez que se presentaron los sintomas (Agrios, 2005).

2.5. Identificacion morfolégica de los aislamientos

Para la identificacion de los aislamientos, se consideraron aspectos de la colonia, como
el comportamiento en medio de cultivo, morfologia de los conidios y de los apresorios.
Se usaron 8 aislamientos obtenidos de frutos de diferente especie y procedencias.

Los aislamientos monosporicos se incubaron a 27°C £1 en la oscuridad durante 8 dias.
Se evaluaron caracteristicos generales de la colonia, como el color de la colonia,

micelio aéreo, plano, denso o escaso y crecimiento a través del tiempo. De cada
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aislamiento del hongo se tomaron fotografias con una camara digital Nikon Colpix

pP90®.

2.5.1. Color de la colonia

Los métodos de identificacién tradicionales, han empleado el color de la colonia como
criterio de clasificacion de las especies del genero Colletotrichum; el color de las
colonias se determin6é examinando la masa conidial y micelial. Las observaciones de los
cultivos se realiz6 a partir de cepas de 8 dias de incubacion a 27°C £1 en cajas petri

con PDA a partir de un cultivo monospdrico.

2.5.2. Tipo de micelio
El tipo de micelio se determiné mediante la observacion directa, teniendo en cuenta los

siguientes criterios: micelio aéreo, plano, denso o escaso.

2.5.3. Crecimiento micelial a través del tiempo

Con el propésito de determinar el crecimiento de Colletotrichum spp. a través del
tiempo, de cada aislamiento, se tomaron discos de 5 mm de diametro del hongo, se
colocaron en cajas petri con PDA y incubaron a 27°C £1 en oscuridad. Para cada
aislamiento, se utilizd una caja de petri como unidad experimental en un disefio
completamente al azar con cuatro repeticiones. Durante 7 dias se tomaron lecturas del
diametro polar y ecuatorial de las colonias para posteriormente determinar el area bajo
la curva del crecimiento mediante el método de los trapecios (Liengme, 2002). El
analisis de varianza se realiz6 mediante el programa estadistico SAS v.9 para Windows

y para la comparacion de medias se utilizo la prueba de Tukey al 95% de probabilidad.
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2.5.4. Formay tamafio de conidios

A partir de cada uno de los aislamientos incubados durante 8 dias en medio PDA a
27°C £1 en oscuridad. Se realizaron preparaciones de conidios permanentes con
gliceron al 50 %. Con la ayuda de un microscopio compuesto en el objetivo 40X se
tomaron fotografias con una camara digital instalada en el objetivo del microscopio y
con el programa Dino Lite P/N:AM423X, se observaron en una computadora para
describir la forma de los conidios, se consideraron 50 conidios al azar por cada
aislamiento; de esta manera se describieron las siguientes caracteristicas: conidios con
ambos apéndices redondeados y conidios con un apéndice redondeado y el otro

fusiforme (Agostini et al. 1992).

Para determinar el ancho y largo de los conidios, se utilizaron las fotografias tomadas

anteriormente y se midieron utilizando el programa Dino Lite P/N:AM423X (Figura 1).

Se consideraron 50 conidios al azar por cada aislamiento.

28



et P P e IGE Re GG

CF 0% e )
Plelur s 0135 - 2009 1108 232590 Dy S AEnEs e ol

Figura 1. Medicion de conidios con el programa Dino Lite P/N:AM423X.

2.5.5. Caracteristicas de los apresorios.

Para inducir la formacion de apresorios se utilizd la metodologia de Manandhar et al.
(1995). De cada aislamiento se utiliz6 una concentracién de 5 x 10° conidios/ml,
depositando dos gotas de 20 pl en un portaobjeto de cristal. El portaobjeto se dejo
incubar durante 48 horas a 23 + 1 °C, en cAmara humeda, dentro de una caja petri de
vidrio con toallas humedas (Figura 2). Se tomaron fotografias en un microscopio éptico
con el objetivo 40X, utilizando el programa Dino Lite P/N:AM423X y se evalué la forma

de los apresorios (Figura 3), considerando 50 apresorios por aislamiento.
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Figura 2. Induccion de apresorios en camara hiumeda.
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Figura 3. Apresorios de Colletotrichum
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2.6. Identificacion molecular

2.6.1. Extraccion de ADN

De cada cultivo monosporico, se realiz6 la extraccion de ADN, con el uso del DNeasy®
Mini kit (QUIAGEN). Para esto se tomo una muestra de micelio de Colletotrichum sp, se
transfirié a un tubo eppendorf, se macer6 con una aguja de cristal, se adiciond 400 uL
de Buffer AP1 y 4 yL RNasa, se agitd ligeramente, posteriormente las muestras fueron
incubadas en bafio Maria por 10 min a 65 °C, se agité por inversion aproximadamente
cada 2 min. Luego se adicioné a la muestra 130 pL del Buffer AP2, y se incub6 por 5
min en hielo. La mezcla se colocé en la columna QIAshredder Mini spin lila y se
centrifug6 por 2 min a 14,000 rpm. Se retir6 el sobrenadante para colocarlo en un nuevo
tubo eppendorf, al que se le adicion6 675 pL del Buffer AP3/E. La mezcla fue colocada
en un tubo DNeasy Mini spin, sometiéndolos a centrifugacion por 1 min a 8 000 rpm. En
seguida la columna fue reemplazada por otra suplementaria del protocolo, se agrego
500 pL del Buffer AW en la membrana del Mini spin DNeasy y se centrifugd por 1 min a
8 000 rpm. Nuevamente se cambi6 la columna con el filtrado, se le adicion6 a la
membrana 500 uL del Buffer AW y se centrifugd por 2 min a 14, 000 rpm, con el
propoésito de lavar al ADN. Finalmente, se transfirio la columna DNeasy Mini spin a un
tubo eppendorf, directamente en la membrana se le adicion6 100 uL del Buffer AE del
DNeasy, se incub6 por 5 min a temperatura ambiente y se centrifugo por 1 min a 8 000
rpm (QIAGEN, 2006). Las muestras se conservaron en refrigeracion hasta su uso

posterior.
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2.6.2. Amplificacion del ADN mediante PCR

Con el fin de confirmar el género y determinar la especie de cada aislamiento, se realizé
una amplificacion de las regiones internas ITS1 e ITS2, ubicadas en los genes
ribosomales (rDNA) localizadas entre la subunidad pequeia 18S - 5.8S y la subunidad
larga 5.8S - 28S, que fueron amplificados con la combinacion de iniciadores ITS5
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) / ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC). Las
condiciones de la PCR usadas para la amplificacion, fue la siguiente: agua estéril
ionizada (12.145 L), solucion amortiguadora TBE 1X (4 uL), MgCI2 a 1.5 mM (2.75
ML), dNTP’s a 0.2 mM (1.375 uL), Tag DNA-polimerasa 1.5 unidades (0.33 pL),
iniciadores ITS4 e ITS5 a 10 pM (2 yL) por cada uno y muestra de ADN a una
concentracion de 20 ng (1 pL). La reaccion de amplificacibn se realiz6 en un
termociclador Perkin EImer con el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 2 min por 30 ciclos, alineamiento y extension a 95 °C por 1 min, 50 °C por 30
segundos, 72 °C por 2 min y una extension final a 72 °C por 10 min (While et al., 1990).
El producto de PCR se purificé de acuerdo al protocolo del QIAquick PCR Purification
Kit de QIAGEN® y se ajusté a una concentracion de 50 ng/uL con un volumen de 15
ML. Los productos de PCR se enviaron a secuenciar en MACROGEN (Corea del Sur).
La secuencia obtenida fue comparada con las depositas en la base de datos del

National Center for Biotechnology Information (NCBI).

2.7. Pruebas de patogenicidad cruzada
Con el fin de observar la capacidad que tienen los aislamientos de un fruto especifico
de infectar a otros frutos sanos en madurez de consumo en postcosecha, se tomo el

aislamiento de cada uno de los frutos y se inoculé en frutos de diferentes especies
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(Banano, Papaya, Chile manzano, Aguacate, Carambolo, Mango manila y Mango
ataulfo), con esto se generaron varios tratamientos, producto de la combinacion de siete
aislamientos obtenidos de cada uno de los siete frutos e inoculados en frutos distintos
a su hospedante original, adicionalmente se inoculé el patégeno en su hospedante
original (tratamiento testigo), lo anterior genero 49 tratamientos, ademas se obtuvo un
aislamiento de flores de limon mexicano, que se inoculd sobre frutos de Banano,
Papaya, Chile manzano, Aguacate, Carambolo, Mango manila y Mango ataulfo. En total
se generaron 56 tratamientos producto de las combinaciones mencionadas

anteriormente.

Los frutos inoculados, previamente se desinfestaron con agua y jabon, se sumergieron
en una solucion de hipoclorito de sodio al 3% durante 3 minutos y se enjuagaron con
agua destilada estéril. La inoculacion se realizdé con conidios obtenidos de cepas con
seis a ocho dias de edad, a una concentracion de 1X105 conidios/mL. Se colocaron 20
pL de la solucion de conidios sobre heridas de 5 mm de profundidad realizadas sobre

la superficie del fruto (Gutiérrez, 2003).

La unidad experimental fue un fruto y se utilizaron 10 repeticiones para cada
aislamiento y un testigo al que unicamente se le coloco agua destilada estéril. Los frutos
inoculados vy los testigos se mantuvieron siete dias en camara humeda (100% HR) y
temperatura ambiente (26 +-2°C). Se midi6 diariamente el diametro polar y ecuatorial de
la lesion y se obtuvo un promedio, con el cual se calcul6 el area bajo la curva mediante
el método de los trapecios (Liengme, 2002). Estos datos y los del dia siete se

sometieron a un analisis de varianza mediante el programa estadistico SAS v.9 para
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Windows y para la comparacion de medias se utilizé la prueba de Tukey al 95% de

probabilidad.

2.8. RESULTADOS Y DISCUSION

2.8.1. Pruebas de patogenicidad

A los tres dias después de la inoculacion, los frutos presentaron sintomas iniciales de
antracnosis (Figura 4), los cuales se manifestaron con la presencia de manchas
circulares ligeramente hundidas de color café oscuro en el pericarpio de los frutos,
posteriormente se observo la presencia de masas de esporas color naranja 0 salmoén
sobre la lesion, estos sintomas coinciden con los reportados por Prusky et al., (2001);

Ploetz, (1994) y Dickman, (1994).

Figura 4. Sintomas de antracnosis en todos los frutos inoculados.

34



2.8.2. Identificacién morfoldgica de los aislamientos

Las caracteristicas culturales en PDA de los aislamientos de Colletotrichum spp.
colectados de diferentes frutos permitieron separar dos grupos diferentes con base a
sus caracteristicas morfologicas, el primer grupo se constituyé por los aislamientos
C2PaMi, C3ChMi, C4AgMi, C5CaMi, C6MtGr, C7MnGr y C8LiCo, estos aislamientos,
presentan colonias de color gris a gris obscuro, con micelio aéreo abundante y
algodonoso de color marrén. Por el reverso, el centro de la colonia fue gris ligeramente
obscuro con tonalidades de color rosa ligero (Figura 5). En los bordes la coloracion es
de color claro. Ademas estos aislamientos presentaron conidios hialinos de forma
cilindrica con ambos lados redondeados, el tamafio promedio de los conidios fue de
12.97 pm de largo y 3.99 pum de ancho estas caracteristicas coinciden con las
reportados por Sutton (1980) y Cano et al., (2004) para la especie C. gloeosporioides
que son de 9 a 24 um de largo y 3 a 4.5 um de ancho. Los apresorios fueron de color
café obscuro y forma lobulada, estas caracteristicas son similares a las reportadas para
C. gloeosporioides, saprofito o causante de antracnosis en frutos de citricos en
postcosecha; (Agostini et al. 1992), adicionalmente otros autores han encontrado
caracteristicas semejantes en colonias de C. gloeosporioides (Oliveira et al., 2005). En
contraste el aislamiento C1lBaCo presentd una colonia con abundante micelio
algodonoso color blanco, al reverso de la caja presento un color canela a anaranjado
claro que a los 7 dias formé esporodoquios, éstas caracteristicas no fueron observadas
en el resto de los aislamientos (Figura 5). Los conidios fueron cilindricos, obtusos en el
apices y truncados en la base, midieron en promediol6 um de largo y 4.8 um de ancho,
las caracteristicas corresponde con las reportado en la literatura para C. musae (Bailey

and Jerger, 1992).
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ClBaCo C2PaMi C3ChMi C4AgMi CbCaMi C6MtGr C7MnGr  C8LiCo

Figura 5. Caracteristicas de las colonias desarrolladas en PDA de los aislamientos
Colletotrichum.

2.8.2.1. Crecimiento micelial

El analisis de varianza demostré diferencias estadisticamente significativas entre los
aislamientos, de manera que permitié separar a dos aislamientos con respecto a ésta
variable. El aislamiento C1BaCo mostré un crecimiento mas rapido a lo largo de los
siete dias, lo cual generd un valor de area bajo la curva mayor (248.53), que el del
aislamiento C2PaMi (167.34), los demas aislamientos no mostraros diferencias

estadisticas significativas (Figura 6).
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Figura 6. Area bajo la curva acumulada del crecimiento micelial de ocho aislamientos
de Colletotrichum spp. obtenido de diferentes frutos

El aislamiento C1BaCo, que fue aislado de banano procedente de Colima, presenta las
caracteristicas morfoldgicas correspondientes a C. musae. Esta especie se caracteriza
por tener una tasa muy alta de crecimiento segun lo reportan Couto y Menezes (2004),
gue encontraron aislamientos de C. musae obtenidos de cuatro cultivares de banano
gue presentaron una tasa de crecimiento micelial elevada, en comparacion a C.
gloeosporioides. El aislamiento C2PaMi presentdé un crecimiento estadisticamente
menor a C. musae, sin embargo el resto de los aislamientos no presentaron diferencias
estadisticamente significativas en el crecimiento micelial con relacion al aislamiento
Cl1BaCo. En el presente trabajo, se observé que especies diferentes de Colletotrichum,
mostraron el mismo crecimiento micelial. Este comportamiento coincide con lo
encontrado por Villanueva et al. (2008), quienes han demostrado que el crecimiento

micelial no es un criterio valido para separar especies de Colletotrichum, ya que el
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hongo manifiesta una gran variabilidad en sus caracteristicas morfolégicas y culturales
incluso en aislamientos de la misma especie, lo cual también ha sido reportado por

(Bailey and Jerger, 1992; Gutiérrez et al. 2001).

2.8.3. Identificacién molecular

Las secuencias amplificadas de la region del ITS de los aislamientos, permitio
determinar con exactitud la especie de los hongos obtenidos, el aislamiento C1BaCo
correspondi6 a C. musae, mientras que el C2PaMi, C3ChMi, C6MtGr, C7MnGr,
C8LiCo, C4AgMi y ChCaMi correspondieron a C. gloeosporioides. En el presente
estudio las técnicas moleculares fueron utiles para confirmar la especie exacta de los
aislamientos, esto es necesario realizarlo para este género, ya que presenta una gran
variabilidad genética, que se expresa en variabilidad morfolégica, virulencia, agresividad

y sensibilidad a fungicidas (Freeman et al; 2000).

2.8.4. Patogenicidad cruzada

En el caso del aislamiento C1BaCo obtenido de banano y que fue identificado como C.
musae fue patogénico para frutos de banano (su hospedero original) con un valor de
area bajo la curva de 75.65 y papaya con un area bajo la curva de 69.59, mientras que
para las demas especies de frutos no fue patogénico. En los frutos de banano C. musae
fue tan agresivo como en frutos de papaya ya que en ambos frutos ocasiono lesiones
estadisticamente iguales a los siete dias después de inoculados (Cuadro 2), éste
fendbmeno posiblemente sea causado a la alta especificidad hacia un hospedante,
debido a que el patdégeno pierde la capacidad de infectar a otras especies de plantas

(Kim et al., 2008). En contraste el aislamiento de C. gloeosporioides C2PaMi, obtenido
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de frutos de papaya mostré un valor de area bajo la curva mayor (60.21) cuando este
fue inoculado sobre su hospedante original, sin embargo también fue capaz de infectar
a las demés especies de frutos estudiadas, con excepcion del carambolo (Cuadro 2 y
3). Este comportamiento fue similar al que presento el aislamiento C6MtGr, que mostro
una mayor agresividad sobre su hospedante original que sobre hospedantes
alternativos, adicionalmente este aislamiento fue incapaz de infectar frutos de
carambolo, como se observd con otros aislamientos. Este mismo comportamiento fue
observado por Alahakoon et al. (1994) al inocular cepas de C. gloeosporioides
obtenidas de diferentes frutos sobre hospederos alternos, por ejemplo, aislamientos de
aguacate, mango y guayaba fueron capaces de infectar al durian, sin embargo el
diametro de la lesion fue mas pequefio que el observado en el hospedante original. Por
otro lado los aislamientos C3ChMi de chile manzano y el C7/MmGr de mango ataulfo,
presentaron una agresividad similar tanto en su hospedero original como en los
hospederos alternativos (Cuadro 2 y 3). Este fendmeno siguiere que la adaptacién de
C. gloeosporioides a hospederos relativamente resistentes ha dado como resultado el
incremento de aislamientos mas virulentos de este patdgeno, este incremento en la
virulencia se puede deber a la mejor adaptacion del hongo y no al decremento de la
resistencia en el hospedante (Alahakoon et al. 1994). Esto podria suponer una
evolucion mas rapida del patégeno debido a que este ha sido sometido a una mayor
presion de seleccion que las plantas cultivadas, asi mismo, el manejo de las

enfermedades contribuye a que la presion antes mencionada sea mayor.
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Cuadro 2. Area bajo la curva del diametro de la lesién provocado por diferentes aislamientos de Colletotrichum sp. inoculados
en diferentes frutos.

ClBaCo C2PaMi C3ChMi C4AgMi C5CaMi C6MtGr C7MmGr C8LiCo

Banano 75.65a 30.20chd 2651a 4243 bac 5394a 3058bc 4454ab 31.22a
Papaya 69.59b 60.21a 30.76a 5835a 42.15ab 39.18b 63.49a 18.58a
Carambola 0.00c 0.00e 0.00b 54.19ab 1495c 0.00d 0.00c 0.00b

Chile manzano 0.00c 38.79cb 34.77 a 21.77c 37.25ab 24.00bc 4454 ab 22.79a

Aguacate 0.00c 26.35cd 2265a 31.09bc 32.13bc 22.37bc 19.15c¢c 23.15a
Mango cv ataulfo  0.00c 20.19d 2593a 30.94bc 26.52bc 19.74c 53.18ab 31.22a

Mango cv manila  0.00c 43.74b 39.70a 2299c 24.99bc 74.80a 43.01b 20.08a

ClBaCo= aislamiento de C. musae obtenido de banano, C2PaMi= aislamiento de C. gloeosporioides obtenido de
papaya, C3ChMi= aislamiento de C. gloeosporioides obtenido de chile manzano, C4AgMi= aislamiento de C.kahawae
obtenido de aguacate, C5CaMi= aislamiento de C.kahawae obtenido de carambolo, C6MtGr= aislamiento de C.
gloeosporioides obtenido de mango cv ataulfo, C7TMmGr= aislamiento de C. gloeosporioides obtenido de mango cv
manila, C8LiCo aislamiento de C. gloeosporioides obtenido de limén mexicano.

Medias con letras iguales entre columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
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Cuadro 3. Didmetro de la lesibn en mm en el dia siete de evaluacion provocado por diferentes aislamientos de Colletotrichum
sp. inoculado en diferentes frutos

ClBaCo C2PaMi C3ChMi C4AgMi C5CaMi C6MtGr C7MmGr C8LiCo

Banano 21.50a 10.65bc 8.09ab 11.82abc 14.77a 10.30bc 1845b 12.28a
Papaya 2223a 18.39a 15.78a 18.22a 10.52a 16.3lab 28.06a 8.55a
Carambola 0.00 c 0.00d 0.00b 1420ab 1.73b 0.00d 0.00d 0.00 b
Chile manzano 0.00c 149 ab 7.67ab 6.23bc 9.50ab 9.32bc 18.45b 9.85a
Aguacate 0.00c 8.30bc 7.78ab 5.18c 10.21a 8.37c 6.72cC 9.36 a

Mango cv ataulfo  0.00 c 453cd 9.09ab 11.25abc 8.38a 6.41cd 13.698b 10.16a

Mango cv manila 0.00c 1550ab 13.42a 8.16d 770a 1946a 1550b 7.49a

ClBaCo= aislamiento de C. musae obtenido de banano, C2PaMi= aislamiento de C. gloeosporioides obtenido de
papaya, C3ChMi= aislamiento de C. gloeosporioides obtenido de chile manzano, C4AgMi= aislamiento de C.kahawae
obtenido de aguacate, C5CaMi= aislamiento de C.kahawae obtenido de carambolo, C6MtGr= aislamiento de C.
gloeosporioides obtenido de mango cv ataulfo, C7MmGr= aislamiento de C. gloeosporioides obtenido de mango cv
manila, C8LiCo aislamiento de C. gloeosporioides obtenido de limén mexicano.

Medias con letras iguales entre columnas no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
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Los aislamientos C4AgMi y Cb5CaMi obtenidos de aguacate y carambolo
respectivamente y que también fueron identificados como C. gloeosporioides,
presentaron un comportamiento diferente ya que ocasionaron un mayor dafio en
hospederos alternos que en su hospedante original, ademés ambos aislamientos fueron
mA&s agresivos en banano y papaya que en su hospedero original, estos resultados
confirman lo reportado por Freeman (2000), quien menciona que este hongo presenta
una gran variabilidad, la cual se expresa en mayor virulencia y agresividad.
Adicionalmente el aislamiento C5CaMi ocasion6 un dafio importante en chile manzano,
aguacate y mango, este comportamiento podria ser caracteristico de esta especie. El
aislamiento C8LiCo ocasiono infecciones en todos los frutos inoculados a excepcion de
carambolo, en los frutos infectados el diametro de la lesibn no mostro diferencias

estadisticas (Cuadro 2y 3).

2.8.5. CONCLUSIONES

Tanto la identificacion morfolégica como la molecular permitieron distinguir dos especies
de Colletotrichum sp. Los resultados en el presente trabajo demostraron que el
fendbmeno de infeccion cruzada ocurre entre aislamientos de C. gloeosporioides aislado
de papaya, chile manzano, mango manila y mango ataulfo. Los aislamientos presentan
una mayor agresividad en el hospedante original y aunque hospedantes alternativos
presentan sintomas estos se dan en menor intensidad. En otro caso, como fue el de los
aislamientos provenientes de chile manzano y mango ataulfo, presentaron la misma
agresividad en todos los frutos inoculados. El aislamiento identificado como C. musae
mostro un rango de hospedantes mas limitado que otras especies, ya que solo afecto a

banano (hospedante original) y papaya. En contraste, los aislamientos de aguacate y
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carambolo que también fueron identificados como C. gloeosporioides, fueron mas
agresivos en hospedantes alternativos que a su hospederos originales. El fruto de
carambolo presento una mayor tolerancia a la inoculacion de diferentes aislamientos de
Colletotrichum, y fue afectado Unicamente por los aislamientos C4AgMi proveniente de
aguacate y C5CaMi proveniente de la misma especie de fruto. Los frutos que mayor
susceptibilidad presentaron fueron banano y papaya, ya que fueron afectados por todos

los aislamientos.
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3. CAPITULO Ill. EFECTIVIDAD BIOLOGICA DE EXTRACTOS VEGETALES PARA

EL CONTROL IN VITRO DE Colletotrichum gloeosporioides Penz

3.1. RESUMEN

La antracnosis provocada por C. gloeosporioides, es la enfermedad postcosecha mas
importante en las areas productoras de mango. Actualmente la estrategia mas
empleada para el control de la enfermedad, son los fungicidas, sin embargo su uso esta
restringido debido al conocimiento de sus residuos peligrosos. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar diferentes proporciones de solventes para obtener extractos
vegetales con actividad biologica en contra de C. gloeosporioides aislado de frutos de
mango. Se utilizaron diente de ajo, floretes de brdcoli, hojas de zacate limén y semillas
de neem. Los materiales vegetales se colocaron en agitacién durante treinta minutos a
80°C en diferentes combinaciones de metanol:agua (0:100, 30:70, 50:50, 70:30 y 100:0
v/v). Posteriormente se prepararon cajas petri con los extractos obtenidos de los
materiales vegetales a una concentracién del 20% (v/v) lo cual gener6 21 tratamientos.
Los mejores extractos en cuanto a efectividad y costo fueron ensayados en un segundo
experimento para determinar la DLsy en contra de C. gloeosporioides. Los resultados
mostraron que el poder de inhibicién, varié en funcién de la proporcién de metanol y
agua utilizada, para el caso de té limon la cantidad minima de metanol para obtener un
100% de efectividad fue del 86.6% v/v. Por otro lado el extracto de brocoli solo alcanzé
la maxima efectividad con un extracto realizado en una proporcion de metanol:agua
100:0. En contraste los extractos acuosos de neem y de ajo mostraron una efectividad

del 100%. Adicionalmente el extracto acuoso de ajo mostr0 una DLsp a una
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concentracion de 4.23%, mientras que la CLso para el extracto de zacate limén en una

proporcién metanol: agua 70:30 fue de 13.03%.

3.2. INTRODUCCION

La antracnosis del mango (Mangifera indica L), causada por Colletotrichum
gloeosporioides Penz, es una de las enfermedades de mayor importancia econémica a
nivel mundial en este cultivo, en condiciones de campo, donde el hongo ataca hojas,
ramitas, inflorescencias, frutos, y en postcosecha, donde afecta los frutos almacenados

y causa la pérdida del valor comercial de los mismo (Rondon et al; 2006).

Actualmente, las medidas que se aplican en México para el control de la antracnosis
incluyen una combinacién de métodos fisicos y quimicos (Droby, 2000). Las fallas
frecuentes en dosificacion, el uso excesivo de fungicidas y su incorrecta aplicacién han
provocado que el hongo desarrolle resistencia, lo que hace cada dia mas dificil el
control de la enfermedad (Gutiérrez et al., 2003). Lo anterior pone en evidencia la
necesidad de probar métodos alternativos como el control biologico y la resistencia
inducida por infeccion cruzada, que contribuyan al desarrollo y aplicacion de métodos

de control integrado de la antracnosis (Nuckles y Kuc, 1988).

Actualmente se han utilizado métodos a través de plantas alelopaticas, ya sea en
combinacion con los cultivos o en preparados para combatir las plagas y enfermedades,
ya que existen plantas con propiedades plaguicidas y/o repelentes, que se pueden
aplicar en forma de macerados (Amorim et al., 2004). La agricultura agroecolégica

apunta a evitar las plagas para no tener que combatirlas y no dominar la naturaleza sino
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vivir en armonia con ella (Millan, 2008), este mismo autor menciona al ajo como una
especie de plantas con propiedades fungicidas, de igual forma Amadioha (2004) evalu6
con resultados favorables, extractos de neem (Azadirachta indica) y zacate limén

(Cymbopogon citratus), para el control de Rhizoctonia bataticola.

Considerando la importancia de encontrar métodos alternativos a los productos
quimicos sintéticos y de los extractos vegetales como alternativa para el control de
hongos fitopatdgenos, este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de extractos
crudos, de dientes de ajo (Allium sativum), brécoli (Brassica oleracea), neem
(Azadirachta indica) y zacate limon (Cymbopogon citratus), preparados mediante

diferentes métodos para el control in vitro de Colletotrichum gloesporioides Penz.

3.3. MATERIALES Y METODOS

3.3.1. Aislamiento del hongo y pruebas de patogenicidad

Se colectaron frutos de mango cv manila con sintomas tipicos de antracnosis,
procedentes de Estado de Guerrero, se utilizaron trozos de tejido con sintomas,
previamente desinfectados con hipoclorito de sodio al 2% durante 3 minutos, se
sembraron en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA). Con el propdsito de trabajar
con cepas obtenidas a partir de una sola célula, se prepararon cultivos monosporicos

utilizando una técnica similar a la utilizada por Manandhar et al. (1995).

Para comprobar la patogenicidad del hongo, se utilizaron frutos sanos en madurez de
consumo. Se desinfestaron por inmersion en una solucion de hipoclorito de sodio al 2%

durante 3 minutos y se enjuagaron con agua destilada estéril dos veces. La inoculacion,
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se realiz6 sobre el pericarpio (cascara), colocando con una micropipeta 20 pL de una
solucién de conidios con a una concentracién de 1 X 10° conidios/mL sobre heridas de
aproximadamente 5 mm de profundidad (Gutiérrez et al., 2003) realizadas con un
palillo de madera estéril. Ademas se estableci6é un testigo, al cual solo se le coloco
agua destilada estéril sobre las heridas. Se realizaron 10 repeticiones, considerando un
fruto como una unidad experimental. Los frutos inoculados se mantuvieron en cadmara
hameda a temperatura ambiente (24 + 2 °C) durante siete dias. De acuerdo con los
postulados de Koch, se reaisl6 el agente causal una vez que se presentaron los

sintomas (Agrios, 2005).

3.3.2. Identificacién morfolégica y molecular

La identificacion morfoldgica se realizé mediante las claves taxonomicas de Barnett y
Hunter (1986), y las de Sutton (1992). Las estructuras reproductivas fueron foto
documentadas y medidas utilizando una cédmara digital (Dino Lite P/N:AM423X),
controlada por una computadora personal (Dell, USA). La identificacibn molecular fue
realizada después de extraer los acidos nucleidos utilizando un kit comercial (Quiagen,
USA), Con el fin de confirmar el género y determinar la especie del aislamiento, se
realiz6 una amplificacion de las regiones internas ITS1 e ITS2, ubicadas en los genes
ribosomales (rDNA) localizadas entre la subunidad pequefa 18S - 5.8S y la subunidad
larga 5.8S - 28S, que fueron amplificados con la combinacion de iniciadores ITS5
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) [/ ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC). La
secuencia obtenida fue comparada con las depositas en la base de datos del National

Center for Biotechnology Information (NCBI).
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3.3.3. Obtencion de extractos vegetales

Se realizé extracto crudo de dientes de ajo (Allium sativum), brécoli (Brassica oleracea),
neem (Azadirachta indica) y zacate limon (Cymbopogon citratus). Para su obtencion se
utilizoé la técnica propuesta por Harbone (1973). Para cada especie vegetal se utilizé
una mezcla de metanol y agua en porciones variables del cual se obtuvieron 20

tratamientos mas un testigo comercial y un testigo absoluto (Cuadro 4).

Se pesaron 43 gramos de dientes de ajo, se molieron durante un minuto con 150 ml de
la mezcla de solventes correspondientes (metanol y agua). Se vacié en un vaso de
precipitado de 500 ml y se agité en una plancha de agitacion con ayuda de una mosca,
durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se filtr6 hasta obtener 100 ml de solucion
y se concentré en una plancha a 60°C, hasta alcanzar 50 ml, es decir el 50% del
volumen original. El extracto se colocd en un frasco con tapa, cubriéndolo con papel
aluminio para evitar la fotodegradacién de las clorofilas presentes en el extracto, y se
etiquetd. Este procedimiento se realizé de igual forma para los extractos de brécoli,
neem y zacate limon. Para el caso del brécoli se utilizaron 200 gramos de floretes
frescos y 300 ml de los solventes correspondientes (metanol y agua); para neem se
pesaron 10 gramos de polvo seco de semillas y se colocaron 100 ml de los solventes
correspondientes (metanol y agua); finalmente se pesaron 40 gramos de hojas de
zacate limon frescas y se utilizaron 200 ml de la mezcla de solventes correspondientes

(metanol y agua).
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Cuadro 4. Tratamientos, resultado de las proporciones de metanol:agua para cada
especie vegetal.

TRATAMIENTO VEGETAL/gramos PROPORCION
METANOL:AGUA (V/V)

1 Neem, 10 100:0

2 Neem, 10 70:30

3 Neem, 10 50:50

4 Neem, 10 30:70

5 Neem, 10 0:100

6 Ajo, 40+ 2 100:0

7 Ajo, 40+ 2 70:30

8 Ajo, 40+ 2 50:50

9 Ajo, 40+ 2 30:70

10 Ajo, 40+ 2 0:100

11 Brécoli, 200+ 2 100:0

12 Brécoli, 200+ 2 70:30

13 Brocoli, 200+ 2 50:50

14 Brocoli, 200+ 2 30:70

15 Brocoli, 200+ 2 0:100

16 Zacate limén, 40+ 2 100:0

17 Zacate limoén, 40+ 2 70:30

18 Zacate limon, 40+ 2 50:50

19 Zacate limon, 40+ 2 30:70

20 Zacate limoén, 40+ 2 0:100

21 Testigo quimico (Tiabendazol) Dosis recomendada
22 Testigo absoluto

3.3.4. Efectividad bioldgica de los extractos in vitro
Los extractos se adicionaron al medio de cultivo PDA aun en estado liquido a una
temperatura entre 32 y 36 °C. Estos extractos se evaluaron a una concentracion del

20%, para determinar el efecto sobre el crecimiento micelial del hongo, ademés
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determinar las proporciones adecuadas de metanol:agua para obtener un mayor

control del patégeno. El PDA con los extractos, se dejé reposar 48 horas.

Posteriormente se realizd la siembra del hongo, colocando en el centro de una caja
petri con PDA + los tratamientos, una rodaja de 5 mm de didmetro de PDA con micelio
del hongo. Los discos se incubaron 25 + 2°C y en luz fluorescente continua. Se utilizo
una caja de petri como unidad experimental en un diseiio completamente al azar con
cuatro repeticiones. Durante 7 dias se tomaron lecturas del diametro polar y ecuatorial
de las colonias para posteriormente determinar el area bajo la curva del crecimiento
mediante el método de los trapecios (Liengme, 2002). El andlisis de varianza se realiz
mediante el programa estadistico SAS v.9 para Windows y para la comparacion de
medias se utilizé la prueba de Tukey al 95% de probabilidad. Con los datos obtenidos

se calcul6 el porcentaje de efectividad por medio de la formula de Abbott (1925).

La formula de Abbott para calcular la efectividad de los productos es la siguiente:

Donde:
ET = Eficacia del tratamiento.
ST = Porcentaje de severidad en el testigo.

st = Porcentaje de severidad en cada tratamiento.
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Para determinar que extractos resultaron ser los mejores no solo desde el punto de
vista bioldgico, sino econdmico, se calcularon los costos de cada uno de los extractos,

por concepto de precio y cantidad de material vegetal y metanol utilizado.

3.3.5. Determinacion de la Concentracion Letal Media (CL50)

Los extractos que mostraron mayor efectividad y menor precio, fueron utilizados en un
segundo bioensayo para determinar la CLsp. LOS mejores extractos se adicionaron al
medio de cultivo PDA liquido a una temperatura entre 32 y 36 °C. Se evaluaron a las

concentraciones 1, 5, 10, 15y 20 % para determinar la CLso.

Se colocé una rodaja de 5 mm de didmetro de PDA con micelio del hongo en el centro
de la caja petri con PDA y el extracto. Los discos se incubaron a 25 + 2°C y en luz
fluorescente continua. El crecimiento micelial (diAmetro de las colonias en mm) se
evalué durante 7 dias, usando un vernier digital. Con los datos de crecimiento se
determind el area bajo la curva de cada una de las repeticiones, con estos se construyo
un modelo de regresion lineal y se calcul6 la CLsg por medio del comando solver de

Microsoft Excel®.

3.6. RESULTADOS Y DISCUSION
3.6.1. Pruebas de patogenicidad
A los 3 dias después de la inoculacion, los frutos presentaron sintomas iniciales de
antracnosis, los cuales se manifestaron con la presencia de manchas circulares

ligeramente hundidas de color café oscuro en el pericarpio de los frutos, posteriormente
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se observé la presencia de masas de esporas color naranja o salmén sobre la lesion,

estos sintomas coinciden con los reportados por Prusky et al., 2001.

3.6.2. Identificacién del agente causal de la antracnosis

El aislamiento, presenté colonias de color gris a gris obscuro, con micelio aéreo,
abundante y algodonoso de color marron. Por el reverso, el centro de la colonia fue gris
ligeramente obscuro con tonalidades de color rosa ligero, en los bordes la coloracion
fue de color claro. Presentd conidios hialinos de forma cilindrica con ambos lados
redondeados, el tamafio promedio de los conidios fue de 12.97 ym de largo y 3.99 pm
de ancho estas caracteristicas coinciden con las reportados por Sutton (1992) y Cano et
al., (2004) para la especie C. gloeosporioides que son de 9 a 24 um de largoy 3 a 4.5
um de ancho. Los apresorios fueron de color café obscuro y forma lobulada, lo cual
coincide con el trabajo de Agostini et al. (1992).

La secuencia del ITS amplificada coincidié en 98 % con C. gloeosporioides, por lo tanto
las caracteristicas morfoldgicas como las moleculares corresponden a la misma especie

de hongo.

3.6.3. Efectividad bioldgica de los extractos in vitro

El andlisis de varianza, mostro diferencias estadisticas altamente significativas entre
tratamientos (P<0.001), ademas el coeficiente de determinacién (r’=0.96) fue aceptable
para describir el efecto de los diferentes extractos sobre el crecimiento micelial de C.

gloeosporioides.
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En general, la mayoria de los tratamientos inhibieron el crecimiento del hongo, en un
porcentaje mayor al 50% en relacién con el testigo. Los tratamientos menos efectivos
fueron los extractos acuosos de zacate limon y bréocoli con un porcentaje de 5.20 y
9.38% respectivamente, por otro lado los extractos de brécoli en metanol agua 30:70
v/v y metanol agua 50:50 v/v mostraron una efectividad menor al 50% (Cuadro 4). En
algunos extractos, la proporcion de metanol y agua utilizada en la preparacion del
extracto, influye significativamente en el porcentaje de efectividad, esto se puede
observar en el extracto metanolico de brécoli (metanol agua 100:0 v/v) que mostré una
efectividad mayor (94.73%) en relacién al extracto de la misma especie utilizando una
proporcion metanol agua de 70:30 v/v (73.08%). La efectividad fue a un menor, cuando
la proporcion de metanol disminuyo a 50:50 o 30:70 metanol: agua v/v, con porcentajes

de efectividad de 45.89 y 38.92 respectivamente (Cuadro 6).

El mismo fendmeno se observé para el caso del zacate limén ya que mientras un
extracto preparado en metanol agua en una proporciéon 100:0, mostré un porcentaje de
efectividad del 100%, un extracto de la misma planta, preparado en una proporcién
metanol agua 0:100 v/v, solamente mostré una efectividad del 5.27%. En contraste, los
extractos de diente de ajo y neem, mostraron una efectividad del 100%
independientemente de la proporcion metanol agua utilizada para realizar el extracto.
Debido a que el metanol es un reactivo que incrementa el costo de los extractos, es
deseable que en la preparacién de los mismos se utilice la menor cantidad posible de
este. Por lo tanto en aquellos tratamientos en los cuales la efectividad del extracto
metanolico es igual a la del extracto acuoso, lo mas indicado seria utilizar el extracto

acuoso. Este criterio permite, por un lado, disminuir los costos de preparacion de los
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extractos y por otro mantener la efectividad de los mismos. El brécoli mostré una
efectividad tan alta como la del ajo y el neem, pero solo cuando se utilizo extracto
metandlico, por lo cual el mejor extracto de brocoli es el metandlico (metanol-agua
100:0 v/v). Los extractos que mostraron el menor precio fue el extracto de diente de ajo
acuoso y el extracto de zacate limon en una proporcién metanol:agua 70:30 v/v (Cuadro
5). En cuanto al neem, a pesar que su efectividad fue alta, no cuenta con una fuente
comercialmente disponible de esta especie, por lo cual no se considero para calcular la
CLso (Cuadro 6).

Cuadro 5. Determinacién de los costos para preparar 100 ml de extracto crudo

Precio del Precio de metanol | Precio total para 100 ml
material vegetal para 100 ml de de extracto crudo
para 100 ml de extracto crudo * ©)

Vegetal Proporcion extracto crudo ($)
Metanol-Agua %)
viv

Ajo 0:100 4.00 0.00 4.00
Brocoli 100:0 1.60 24.90 26.50
Zacate 70:30 7.00 16.60 23.60
Limén

Neem** - - 0.00 --

*El metanol fue marca Fermont® con un precio por litro de 83 pesos. **El neem no tiene

un valor establecido ya que no es comercial.
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Cuadro 6. Efecto de los extractos vegetales de diferentes especies y con diversas
combinaciones de metanol y agua, sobre el crecimiento micelial de Colletotrichum

gloeosporioides TLetras iguales no indican diferencias significativas. Tukey (P=0.05%)

EXTRACTO TRATAMIENTO EFECTIVIDAD
Metanol-Agua (v/v) (%)
Ajo 100:0 100.0 a
70:30 100.0 a
50:50 100.0 a
30:70 100.0 a
0:100 90.93 a
Brocoli 100:0 94.73 a
70:30 73.08 b
50:50 45.89 ¢
30:70 38.92¢c
0:100 9.38d
Neem 100:0 100.0 a
70:30 100.0 a
50:50 98.17 a
30:70 100.0 a
0:100 100.0 a
Zacate Limén 100:0 100.0 a
70:30 100.0 a
50:50 69.12 b
30:70 64.90 b
0:100 05.27d
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3.6.4. Determinacion de la Concentracion Letal Media (CL50)

3.6.4.1. Extracto crudo de diente de Ajo

El modelo de regresién lineal encontrado fue estadisticamente significativo (P=0.039) y
mostré un coeficiente de determinacién aceptable (r>=0.88). Este modelo de regresion
permitié predecir el crecimiento de C. gloeosporioides a partir de la dosis de extracto

crudo de ajo utilizado (Figura 7).

El modelo utilizado fue cuadratico con los siguientes coeficientes.
Y=102.40538-14.3393823x+0.53095364x*

Donde:

Y= Area bajo la curva de crecimiento

x= Concentracion en porcentaje de extracto crudo de ajo

120 Y=102.40538-14.3393823x+0.53095364x
R?=0.88
) L J -
2 100 P=0.03
(]
2 8 80
o 5 X=Concentracion
£ e 60 | DL50=4.23%
20
Q
@ 5 40 -
[1°]
o
b 20 -
O T T
0 5 10 15 20 25

Concentracion

Figura 7. Modelo de regresion para determinar la DLg, de extracto acuoso de diente de ajo.
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El extracto acuoso de ajo, fue capaz de inhibir el crecimiento micelial del hongo en
PDA. La concentracion necesaria para inhibir el 50 porciento del crecimiento micelial fue

de 4.23% (Figura 8)

Figura 8. Evaluacion de extracto acuoso de diente de ajo al 1%, 5% 10% y 15%

3.6.4.2. Extracto crudo de Zacate limon

El modelo de regresién lineal encontrado fue estadisticamente significativo (P=0.0002) y
mostré un coeficiente de determinacién aceptable (r>=0.99). Este modelo de regresion
permitidé predecir el crecimiento de C. gloeosporioides a partir de la dosis de extracto de

te limén utilizado (Figura 9).
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El modelo utilizado fue cuadrético con los siguientes coeficientes.
Y=115.346878-3.85066837x-0.04420197x?

Donde:

Y= Area bajo la curva de crecimiento

x= Concentracion en porcentaje de extracto crudo de té limon

140 Y=115.346878-3.85066837x-0.04420197x?

120 20,0002
100
80
60
40 -
20

X=Concentracion

..................................... . DL50=13.03%

Area Bajo la curva del
crecimiento

0 5 10 15 20 25

Concentracion (%)

Figura 9. Modelo de regresion para determinar la DLso de extracto de hojas de té limon
en una proporciéon metanol agua 70:30 v/v.

El extracto de zacate limon en la proporcion 70:30 metanol:agua v/v, fue capaz de
inhibir el crecimiento micelial del hongo en PDA. La concentracion necesaria para inhibir
el 50 porciento del crecimiento micelial fue de 13.03%. Esta concentracion de extracto
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de zacate limén fue mayor a la necesaria de Ajo (4.23%) para obtener una inhibicién del

50% del crecimiento del patdgeno (Figura 10).

Figura 10. Evaluacién de extracto de zacate limon al 1%, 5% 10% y 15%

Por otro lado el extracto de zacate limén resulto ser mas caro en relacién con el extracto
de ajo. A pesar de que el precio del ajo es mas alto que el del té limén, el extracto de
ajo ofrece la ventaja de que la inhibicién del patégeno se logra en extracto acuoso o
metanolico. El extracto acuoso ofrece la ventaja de reducir significativamente los costos
y en el caso del ajo mantiene su efectividad en contra de C. gloeosporioides, por otro
lado para que el extracto de zacate limon muestre una efectividad aceptable se

requieren de volumenes de metanol mas altos y por lo tanto el costo se aumenta.
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3.7. CONCLUSIONES

Todos los extractos ensayados en el presente trabajo, mostraron un efecto inhibidor
sobre el crecimiento de C. gloeosporioides, sin embargo la proporcion de metanol y
agua fue importante para que esta efectividad se incrementara o disminuyera en el caso

de algunos extractos (brocoli y zacate limon).

El extracto de ajo mostr6 un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de C.
gloeosporioides, sin importar la proporcibn de metanol y agua que se utilice, esto
contribuy6 a disminuir de manera significativa el costo del extracto, aun a pesar de que
el costo del ajo es mayor que el de las demas plantas utilizadas. El ajo y zacate limén

son los mejores extractos, por su efectividad y menor costo.

Los resultados mostraron que la CLsy, para el extracto de ajo en una proporcion
metanol: agua 0:100 fue de 4.23%, mientras que la CLso para el extracto de zacate

limén en una proporcién metanol: agua 70:30 fue de 13.03%
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