COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

CAMPUS MONTECILLO
POSTGRADO DE FITOSANIDAD
FITOPATOLOGIA

Desarrollo de una técnica optimizada de inoculacién y
tolerancia de nuevas variedades de mango amarillo a la
antracnosis del follaje (Colletotrichum sp.)

ABRAHAM MONTEON OJEDA

TESIS

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL

PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTOR EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, EDO. DE MEXICO

2017




La presente tesis, titulada: Desarrollo de una técnica optimizada de inoculacion y tolerancia de
nuevas cultivares de mango amarillo a la antracnosis del follaje (Colletotrichum sp.), realizada
por el alumno: Abraham monteon Ojeda, con la direccion del consejo particular indicado, ha sido
aprobada por el mismo y aceptada como requisito parcial para obtener el grado de:

CONSEJERO (A)

ASESOR (A)

ASESOR (A)

ASESOR (A)

ASESOR (A)

DOCTOR EN CIENCIAS
FITOSANIDAD
FITOPATOLOGIA

LR,

CONSEJO PART\tCl,l

‘\H,

DR. JOSE SERGIO SANDOVAL ISLAS

DR. CARLOS DE LEON GARCIA DE ALBA

¥/ J 4; ‘\.\
DR. ALFONSO VASQUEZ LOPEZ

DR. ELI'AS'fHERNANDEZ CASTRO

Montecillo, Texcoco, Estado de México, 20 febrero de 2017



DESARROLLO DE UNA TECNICA OPTIMIZADA DE INOCULACION Y TOLERANCIA DE
NUEVAS VARIEDADES DE MANGO AMARILLO A LA ANTRACNOSIS DEL FOLLAJE
(Colletotrichum sp.)

Abraham Monteon Ojeda, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2017

RESUMEN

Se desarrollé una técnica de inoculacion alternativa para probar la patogenicidad de la antracnosis
(Colletotrichum gloeosporioides) en hojas de mango de cultivar "Ataulfo". Las cepas monosporicas de
C. gloeosporioides de Gro y Sin fueron aisladas de hojas, flores, frutos y ramas con sintomas de
antracnosis procedentes de huertos comerciales ubicados en los estados de Guerrero y Sinaloa,
México y caracterizados por su caracter bioldgico y cultural. Estas cepas presentan un notable
crecimiento micelial (2.2, 2.1 cm @/ dia), densidad de esporas (4.3x106, 3.9x106 conidios mL), tasas
de germinacion (27 y 26%) y virulencia (periodo de incubacion 4.5y 4.1 dai; Y 92% y severidad de 3,2
y 3,5 cm @). Los valores de incidencia y severidad mas altos con el periodo de incubacion més bajo
se obtuvieron usando aislamiento Gro (1x10° conidios mL-') y monolaurato de polioxietileno-20-
sorbitdn como inoculante de esparadrapo inoculando sobre la superficie abaxial de hojas jovenes
desprendidas de 20 dias con una Brocha suave e incubar en condiciones oscuras. Esta técnica de
inoculacion de hojas asegura la expresion optima de virulencia de C. gloeosporioides y proporciona
una diferenciacién temprana clara entre cultivares de mango susceptibles y tolerantes a C.
gloeosporioides en programas de mejora del mango (seleccion de cultivares tolerantes). Utilizando las
técnicas anteriores se evalud la tolerancia a la infeccién por C. gloeosporioides en la etapa vegetativa
de once nuevos cultivares de mango de pulpa amarilla con potencial en el mercado de exportacién.
Se inocularon hojas de 15-20 dias de desarrollo con el aislamiento de Gro destacado en virulencia.
Basandose en los periodos de incubacién, incidencia y severidad, los cultivares Alphonse, Neelum,
Kesar y Ivory mostraron baja susceptibilidad, Nam Doc Mai, Rosygold y Cotaxtla fueron altamente
susceptibles y Fairchild, Ataulfo Diamante, Ataulfo Zafiro y Mallika tuvieron susceptibilidad media. Los
periodos de incubacién mas largos determinaron la severidad mas baja (-0,89 y -0,90) y la incidencia
(-0,77 y -0,85). La incidencia se correlaciond positivamente con la severidad (0,86 y 0,92). Las técnicas
de hojas desprendidas y unidas fueron indistintamente utiles para inducir sintomas tipicos de
antracnosis y estimar la expresién de virulencia (periodo de incubacién, incidencia y severidad) del
patogeno.

Palabras clave: Mangifera indica, incidencia, cultivar, periodo de incubacién, severidad.
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ABSTRACT

An alternative inoculation technique was developed to test pathogenicity of anthracnose
(Colletotrichum gloeosporioides) on mango leaves of “Ataulfo” cultivar. Gro and Sin monosporic strains
of C. gloeosporioides were isolated from leaves, flowers, fruits and branches with anthracnose
symptoms from commercial orchards located in Guerrero and Sinaloa states, Mexico and were
biological and cultural characterized. These strains show outstanding mycelial growth (2.2, 2.1 cm @
Iday), spore density (4.3x106, 3.9x106 conidia mL"), germination rates (27 and 26%) and virulence
(incubation period 4.5 and 4.1 dai; incidence 90 and 92% and severity 3.2 and 3.5 cm @). The highest
incidence and severity values with the lowest incubation period, was obtained using Gro isolate (1x10°
conidia mL-") and polyoxyethylene-20-sorbitan monolaurate as spreader-sticker e inoculating on the
abaxial surface of detached young leaves 20 days old with a soft brush and incubating under dark
condition. This inoculation technique of leaves assure the optimal virulence expression of C.
gloeosporioides and provide an early clear cut differentiation between susceptible and tolerant mango
varieties to C. gloeosporioides in Mango improvement programs (screening tolerant varieties). It was
evaluated the tolerance to C. gloeosporioides infection in the vegetative stage of eleven new cultivars of yellow
pulp mango with potential in the export market. Leaves of 15-20 days of development were inoculated with the
Gro isolation highlighted in virulence. Based on the incubation, incidence and severity periods, Alphonse,
Neelum, Kesar and Ivory cultivars had low susceptibility, Nam Doc Mai, Rosygold and Cotaxtla were highly
susceptible and Fairchild, Ataulfo Diamante, Atadlfo Zafiro and Mallika had average susceptibility. The longer
incubation periods determined the lowest severity (-0.89 and -0.90) and incidence (-0.77 and -0.85). The
incidence correlated positively with severity (0.86 and 0.92). The detached and attached leaf techniques were

indistinctly useful to induce typical symptoms of anthracnose and estimate the expression of virulence

(incubation period, incidence and severity) of the pathogen.

Key words: Mangifera indica, incidence, cultivar, incubation period, severity.
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INTRODUCCION GENERAL

El mango (Mangifera indica L.) es originario de India y es la especie de mayor importancia econémica
de la familia de las Anacardiaceas (Galan, 2009). Internacionalmente representa el tercer fruto tropical
de importancia después del banano (Mussa spp.) y naranja (Citrus sinensis) (FAOSTAT, 2016). Se
cultiva en la mayoria de las zonas tropicales y subtropicales del globo, con el desarrollo de técnicas
de forzado de floracion es posible comercializarlo mundialmente practicamente todo el afio (Galan,

2009).

Entre 1990 y 2010, la produccion mundial se increment6 en mas de 50%; actualmente se producen
mas de 35 millones de toneladas anuales (FAOSTAT, 2016). India es el primer productor y México el
primer exportador con 45% y 24 %, respectivamente (Figuras 1y 2); México ocupa el quinto lugar en

produccidn y segundo lugar en exportacion con, 4.5% y 20% (FAOSTAT, 2016).

En México, el cultivo representa una fuente importante de empleo debido a la cantidad de mano de
obra utilizada en el sistema de produccion. En 2015 se cultivaron 2,269,140 ha, con una produccién
de 12657668 ton. Guerrero, Chiapas, Nayarit, Sinaloa, Oaxaca, Michoacan y Veracruz producen mas
de 90 % del volumen nacional (Figura 3) (SIAP, 2016); Guerrero es el primer productor y las principales
regiones de cultivo en la entidad son la Costa Chica, la Tierra Caliente (tropico seco) y la Costa Grande
(trépico subhuimedo); en esta ultima, Técpan de Galeana constituye el principal municipio productor

(Figura 4) (SIAP, 2016).

En la actualidad hay aproximadamente 150 cultivares comerciales de mango (Yahia et al, 2006).
México es el principal exportador de mango en el mundo, no obstante, del volumen total de la fruta
producida que es cercano a 1.4 millones de toneladas, solamente un 10% se destina a la exportacion.

Los cultivares de mango producidos para el mercado de exportacion son; Tommy Atkins, Kent, Haden,



Keitt, y recientemente Ataulfo, mientras que el cultivar Manila, del cual solo existen poco mas de 30

mil hectareas, se destina al mercado nacional. (Ayala-Garay, 2009, Ledyn, 1957).

Las principales plagas reportadas en el mundo sobre este cultivo son antracnosis (Colletotrichum
gloeosporioides y C. accutatum), cenicilla (Oidium mangiferae), proliferaciéon vegetativa y floral
(Fusarium spp.), muerte descendente (Lasiodiplodia theobromae), mosca de la fruta (Anastrepha
spp.), trips (Scirtothrips spp., Frankliniella spp.), escama blanca (Aulacaspis tubercularis) y el acaro de
las yemas (Aceria mangiferae) (Dodd et al.,1997) en este estudio y para fines del mismo solamente

se abordaran las dos primeras.

La antracnosis del mango (Mangifera indica) es una enfermedad causada principalmente por C.
gloeosporioides (teleomorfo: Glomerella cingulata), patogeno mas frecuente, y C. acutatum
(teleomorfo: G. acutata), que participa en menor escala, la cual forma colonias grisaceas a gris oscuras
en medio de cultivo a base de agar papa dextrosa. Los conidios se forman sobre conidi6foros
ligeramente pigmentados dentro de cuerpos fructiferos superficiales llamados acérvulos en los

érganos atacados (Fitzell, 1979; Mora et al., 2002).

La enfermedad es la mas importante del cultivo en pre y postcosecha en todas las areas productoras
de mango en el mundo, es mas severa con humedad relativa alta y lluvia abundante. Infecta hojas,
flores, frutos y ramas de todas las edades, puede causar pérdidas del 50% a 100% en frutos
producidos con alta humeda ambiental y sin manejo. La severidad en frutos en amarre inicial y tamafio
de 8-15 mm de didmetro puede alcanzar hasta 70-80% cuando no se utiliza control quimico (Arauz,

2000; Becerra-Leor, 1995; Monteon et al., 2012).

Las exportaciones mexicanas de mango han disminuido en 24 puntos porcentuales entre 1997 y 2004,

debido a que cuenta unicamente con "Atadlfo", como variedad amarilla de exportacién, la cual enfrenta



severos problemas de productividad por partenogénesis (mango estenospermocarpico 0 “mango
nifio”) (Gehrke-Vélez, 2011), estacionalidad de producciéon y mezclas genéticas que limitan su
comercializacion. Por esta razon, es indispensable diversificar la oferta de mangos poliembrionicos.
El Colegio de Posgraduados en 2012 introdujo ocho nuevas cultivares con potencial de exportacion
(Nam Doc Mai, Rosigold, Mallika, Ivory y Alphonse, Neelum, Fairchild y Kesar) procedentes del
Fairchild Botanic Garden Florida, USA, adicionalmente, el INIFAP registré en 2009 y 2012 Ataulfo
Diamante y Ataulfo Zafiro por lo que es necesario evaluar su adaptabilidad (tolerancia a plagas,
crecimiento y desarrollo, fenologia, necesidades hidricas y nutrimentales) y adecuar tecnologias de

manejo fitosanitario y fruticola de alta rentabilidad.

La evaluacion de métodos de inoculacion permite determinar las condiciones 6ptimas de infeccion y
desarrollo de los patdgenos, la relacion fisiologica con sus hospederos asi como el establecimiento de
estrategias de manejo de la enfermedad. También facilitan la estimacion dptima de la resistencia de
cultivares a enfermedades (Denoyes-Rothan et al., 2003; Dillard, 1989; Varo et al., 2016). Aunque
existen diversos estudios acerca de la etiologia y epidemiologia de C. gloeosporioides que involucran
la inoculacién del patdgeno en inflorescencias y frutos, las investigaciones disponibles acerca de la
evaluacién y validacion de técnicas de inoculacion del patdégeno en follaje son limitadas (Acosta et al,
2001; Biggs and Miller, 2001; Moral and Trapero 2009) y operan con distinto grado de eficiencia, siendo

frecuentemente inconsistentes.

Es relevante considerar que hospedantes que son altamente susceptibles a antracnosis en etapa
vegetativa, tendran mayores tasas de epidemia debido a que patdgenos que tienen varios ciclos por
temporada de crecimiento, el niumero de ciclos de infeccion secundarios usualmente determina la
intensidad de las epidemias en campo y mostraran mayor severidad en etapas criticas (Tivoli et al.,

2006).



La evaluacion de germoplasmas introducidos al ataque de patdgenos en zonas productoras es
esencial para el establecimiento de sistemas de manejo, monitoreo y pronostico de epidemias que
permitan llevar un adecuado manejo de la enfermedad, asi también permitira su integracion a
estudios de mercado como una herramienta en la toma de decisiones que afectan la economia del

sistema de produccion.



OBJETIVOS

General

Generar una técnica de inoculacion efectiva para la induccién de sintomas tipicos de antracnosis
(Colletotrichum gloeosporioides) y evaluar la tolerancia a la enfermedad en ocho cultivares de mango
en mango (M. indica) de resiente introduccién a México y con potencial de exportacion, en dos de

reciente registro por INIFAP y en la cv. Ataulfo ya posicionada en el mercado internacional.

Particulares

Comprobar la eficacia de la técnica de inoculacion utilizada.
Registrar las condiciones favorables para el desarrollo del inoculo.

Evaluar la susceptibilidad de 10 cultivares de mango al ataque de C. gloeosporioides.

HIPOTESIS

Las técnicas de inoculacion desarrolladas presentan diferencia entre si y son estadisticamente

superiores al testigo no inoculado.

Todos los cultivares de mango presentan tolerancia diferenciada a la infeccion por C. gloeosporioides,

con base en las fuentes de variacion: Periodo de Incubacion (Pi), Incidencia (Inc) y Severidad (Sev).



REVISION DE LITERATURA

Antecedentes

El mango es indudablemente la especie de mayor importancia de la familia de las Anacardiaceas,
tanto por su distribucion mundial — entre 33° de latitud sur y 36° de latitud Norte — como por su
importancia econdémica — 5° fruto de consumo mundial y 3° entre los tropicales (Galan, 2009). El
género Mangifera comprende 69 especies segun reciente revisidn efectuada por Kosterman y

Bompard (1993).
Origen y distribucion del mango en México

La zona de origen de este género, en el sudeste de Asia, va desde los 27° de latitud Norte hasta casi
los 5° sobre el ecuador y desde Sri Lanka hasta las islas Carolinas. (Galan, 2009). El centro primario
de evolucion del mango (Mangifera indica L.) es sefialado en la regién Indo- Birmana y Sur-Este de
Asia, Isla de Borneo y Sumatra, encontrandose en forma silvestre en toda la region tropical de Asia:
India, Sri Lanka, Myanmar, Tailandia, Indochina, Sureste de China. Malasia, Indonesia, Papua, Nueva
Guinea. Filipinas, e incluso en lugares tan distantes de Asia como las Islas Carolina y Solomon
(Kosterman y Bompard, 1993; Sergent, 1999). En México existe una doble introduccion de este fruto.
Segun Velasco Cardenas (op. Cit.) los espafioles que trajeron el mango manilla en la Nao de China
desde Filipinas hasta Acapulco en el S. XVl 0 S. XVII y de otra parte, posteriormente en el S. XIX
(Mosqueda Vazquez et al., 1996) a la costa este procedentes de las Antillas, via la ruta seguida por la

introduccién de los portugueses. (Galéan, 2009).



Produccion

La produccion mundial de mango alcanzd los 34.3 millones de toneladas en el afio 2009, el 83% de la
produccion mundial de mango se concentr6 en 10 paises, destacandose entre los primeros lugares
India y China quienes por si solos concentraron el 51% de la produccion mundial.
(CONASPROMANGO, 2012), en el cual México ocupa el Quinto lugar (Figura 1). En el pais se
producen multiples de variedades destacandose ‘Manila’, ‘Ataulfo’, ‘Haden’, ‘Kent’, ‘Tommy Atkins’,
Keitt’, ‘Sensation’, ‘Zill’ ‘lrwin’. Las variedades mas importantes en el mercado nacional, sobre todo en
el centro y sur del pais, son Manila y los tipos Criollos Los principales cultivares que se producen en
el pais con fines de exportacion son ‘Tommy Atkins’, ‘Haden’, ‘Kent', ‘Keitt' y ‘Ataulfo’, debido a sus
caracteristicas de sabor, aroma y tamafio (CONASPROMANGO, 2012). Es importante destacar que
de las seis principales variedades que se producen en México, las variedades Manila y Ataulfo,
representan el 51% del total del volumen producido en el pais. Ver Figura 2 (CONASPROMANGO,
2012). El Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) precis6 que la produccion total
de este fruto en México fue de un millén y medio de toneladas, con un consumo per cépita de 11
kilogramos. Cabe sefalar que el mango se produce en 23 estados, de los cuales, 10 contribuyen con
el 98 por ciento del total de la produccion nacional. (SIAP, 2016). El estado de Guerrero es el principal
productor con el 22 por ciento del volumen total; Nayarit, con un 17 por ciento, y Sinaloa con un 14 por
ciento. Estas tres entidades participan con el 53 por ciento de la produccién nacional. El resto se

produce en Chiapas, Oaxaca, Michoacan, Veracruz, Jalisco, Colima y Campeche. (SIAP, 2016).
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Figura 1. Principales productores de mango (Mangifera indica) en el mundo en 2014 (FAOSTAT,

2016).
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Figura 2. Principales exportadores de mango (Mangifera indica) en el mundo en 2014 (FAOSTAT,

2016).
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Figura 3. Principales estados productores de mango (Mangifera indica) en México en 2015 (SIAP,

2016).
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Figura 4. Principales municipios productores de mango (Mangifera indica) en Guerrero en 2015 (SIAP,

2016).



Comercializacion

Los cuatro grandes focos de comercializacion del mango son la Union Europea, Estados Unidos, La
Peninsula Arabiga y los mercados Asiaticos (especialmente China, Malasia y Japdn). Como en otros
frutos existen oportunidades de marcado cada vez mas importantes para mangos organicos. De
hecho, desde hace algunos afios se estan pagando precios superiores a un 15-25% por mangos
organicos en los principales mercados del mundo particularmente en Estados Unidos, Europa 'y Japon

(Galan, 2009).

Exportacion

México es el principal exportador de mango del mundo y esta entre los primeros siete paises
productores (Figura 3) (FAOSTAT, 2016). Durante 2013, el valor de las exportaciones de mango
mexicano se incrementd 16 por ciento, lo que contribuyd a consolidar a México en el primer lugar
mundial en las ventas de este producto. Los principales destinos de exportaciéon del mango mexicano

son Estados Unidos, Canada, Japon, Reino Unido y los Paises Bajos. (SIAP, 2016).

Morfologia del Mango

El mango es una especie tropical arborea de hojas perennes, que puede alcanzar entre 10 0 40 m. de
altura. (Minaya, 1999). Las hojas son simples, sin estipulas, alternas, con peciolos de 1 a 12 cm de
largo, generalmente oblongas con apices variando de redondeado a acuminado, de forma diferente
entre variedades, pero es mas coherente dentro de una misma variedad; sin embargo, en un mismo
arbol se puede presentar una variada gama de tamafios de hoja (Bally, 2006). Su distanciamiento es
muy irregular y lo determinan los periodos de crecimiento (llamados flujos); al iniciarse éstos, las hojas
aparecen muy juntas, durante el crecimiento de la rama se aprecian mas espaciadas, al detenerse el

flujo de crecimiento vuelven a apreciarse muy juntas. La lamina es por lo general oblonga o lanceolada
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con los bordes por lo comun ondulados. El nervio central y los nervios laterales son muy prominentes,
el haz es duro y brillante, de color verde oscuro, mientras que el envés es amarillo verdoso (Rodriguez
et al., 2002). En cuanto al color de las hojas, Crane y Balerdi (2006) indican que es rosa, bronce,
ambar o verde pélido cuando son jovenes, pero se transforma a verde oscuro cuando las hojas

maduran.

El crecimiento vegetativo es por periodos o ciclos de crecimiento simpddicos, denominados “flujos
vegetativos” o “flushers” (Sergent, 1999). La forma y tamafio del arbol depende del tipo de
propagacion. Los de semillas o propagados sexualmente son erectos y altos, la propagacion asexual
(injerto, acodo estaca) son de menor tamafio, de ramificacién escasa y abierta (Sergent, 1999). Las
flores estan ubicadas en paniculas piramidales terminales glabras o pubescentes; la inflorescencia es
rigida y erecta y es ampliamente ramificada, usualmente densamente florecida (Litz, 2006). Puede
alcanzar segun Bally (2006) hasta 60 cm de largo en algunas variedades y ser de color verde palido
a rosado o rojo y llevar cientos de flores. Las flores son pequefias, monoicas y poligamas. Ambas
flores, masculinas y perfectas, son encontradas dentro de una misma inflorescencia. Las flores tienen
cuatro a cinco sépalos que son de aovados a aovado oblongos y cuatro a cinco pétalos de oblongos
a lanceolados y en ambos casos altamente pubescentes. Aunque hay cuatro a cinco estambres, sélo
uno o dos de ellos son fértiles, el resto son estaminodios estériles (Litz, 2006). El disco se divide en
un receptaculo de cuatro o cinco ldbulos carnosos que forma los nectarios. Las flores masculinas son
similares a las flores hermafroditas, pero no tienen el pistilo, que ha sido abortado y hay ausencia de
ovario (Bally, 2006; Nakasone y Paull, 1998). En las flores hermafroditas el gineceo consta de un
ovario conspicuo, globoso; el estilo es lateral, curvado hacia arriba y liso; el estigma es pequefio y
terminal. La antesis ocurre en la noche o en las primeras horas de la mafana. Las anteras se abren

poco después del perianto y se tornan azuladas por el polen, para su apertura se requiere tiempo
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brillante y caluroso (Cartagena y Vega, 1992). El estigma puede ser receptivo aun antes de abrirse la
flor y continiia haciéndolo por dos dias (Rodriguez et al., 2002). El fruto es una drupa aplanada que
varia entre redonda a ovalada oblonga con longitudes de 5 a 30 cm, La cual dependiendo de la
variedad pueden ser muy variable en forma, color, sabor y textura. Puede pesar de menos de 50 g a
mas de 2 kg, el fruto presenta un color verde oscuro de fondo durante el desarrollo en el arbol y se
vuelve verde claro a amarillo o naranja cuando madura. Algunas variedades desarrollan un color rojizo
que queda hasta la maduracion. EI mesocarpio carnoso, parte comestible de la fruta, por lo general es
dulce y con ligero sabor a trementina. Las frutas maduran de dos a cuatro meses después de la

florescencia, dependiendo de la variedad y la localidad. (Bally, 2006).

Los cultivares existentes en mango, provienen de dos grandes grupos cuyos origenes son: India
(monoembrionicos) e Indochina y Filipinas (poliembriénicos), (Tabla 1) (Sergent, 1999). La produccién

de mango en Mexico (Tabla 3).

Tabla 1. Principales caracteristicas genéticas, morfologicas y organolépticas de los grupos de frutos

primitivos de mango (Mangifera indica). (Sergent 1999)

Indochino y Filipino

Caracter Hindd (monoembriénico) . _
(poliembrionico)
Numero de embriones Uno Varios
Contenido de fibras Poco Mucho
Trementina Poco Mucho
Agrupacion en el arbol Solitarios En racimos
Color Rojizos y/o amarillentos Amarillo verdoso
Forma Redondeados Achatados y/o alargados
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Importancia de variedades

Como consecuencia de su gran antigliedad como cultivo y la naturaleza de su reproduccién anual
se ha originado un gran numero de variedades cultivadas (cultivares) de mango. Todos los
cultivares existentes tienen sus defectos y por eso continua activa la busqueda de nuevos
cultivares, en la cual se debe tener en cuenta en primer lugar, el mercado de destino. Una vez
discernido el destino de la produccién debe considerarse la adaptacion al medio. Galan, 2009. Los
principales cultivares que en México son: Ataulfo, haden, Tomy Atkins Irwin, Kent, Manila, Palmer,

Sensation y Van Dake (Tabla 2) (Ballinas et al., 2013; Galan, 2009).
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Tabla 2. Principales cultivares de mango (Mangifera indica) y su distribucién mundial considerados

por Litz 2009.

Continente o

. Pais Cultivares
region
Cote d’Ivoire Amelie, kent
Alphonse, Bullock’s Heart. Hindi be Sannara, Langra, Mabrouka,
. Egypt Pairie, Taimour, Zebda
Africa ’ ’
Kenya Boubo, Ngowe, Batawi.
Mali Amelie, kent.
South Africa Fascell, haden, keitt, kent, Sensation, Tommy Atkins, Zill
Bangladesh Aswina, Fazli, , Gopal Bhog, Himsagar, Khirsapati, Langra.
China Gui Fei, Tainong No 1, keitt, sensation, Zill, Zihua, Jin Huang.
Alphonse, Banganapalli, Bombay, Bombay Green, Chausa,
India Dashehari, Fazli, Fernandian, Himsagar, Kesar, Kishen Bhong,
langra, Mallika, Mankurad, Mulgoa, Neelum, Pairi, Samar,
Behisht, Suvarnarekha, Totapuri, Vanraj, Zardalu.
Indonesia Arumanis, Dodol, Gedong, Golek, Madu, Manalagi,
israel Haden, Tommy Atkins, Keitt, Maya, Nimrod, Kent, Palmer
Asia Malaysia Apple Rumani, Arumanis, Golek, Kuala Selangor 2, Malgoa
Myanmar Aug Din, Ma Chit Su, Sein Ta Lone, Shwe Hin Tha
Pakistan Anwar Ratol, Began Pali, Chausa, Dashehari Gulab Khas,
Langra, Siroli, Sindhri, Suvarnarekha, Zafran,
The Philippines Carabao, Manila Super, Pico
. Irwin, Jin-hwung, Keitt, Tommy Atkins, Tainong No. 1, Tsar
Taiwan )
swanin
. Nam Doc Mai, Ngar Charn, Ok Rong, Keow Savoey, Pimsen
Thailand . .
Mum. Calypso, Kensington Pride.
Costa Rica Haden, Irwin, Keitt, Mora, Tommy Atkins
Dominic Republic Haden, Keitt, Kent, Tommy Atkins
América del Guatemala Haden, , Keitt,, Kent, Tommy Atkins
Norte y Central Haiti Francine, Madame Francis.
. Ataulfo, Haden, Keitt, Kent, Manila, Palmer, Sensation, Tommy
México .
Atkins, Van Dyke.
USA Keitt, Kent, Tommy Atkins.
Brazil Bourbon, Coite, Coquinho, Coracao, Espada, Haden, Itamaraca,
Keitt, Mamao, Palmer, Rosa, Tommy Atkins, Uba, Van Dake.
América del Colombia Vallenato
Sur Ecuador Haden, Keitt, Kent, Tommy Atkins.
peru Haden, Keitt, Kent, Tommy Atkins.
Venezuela Haden, Keitt, Kent, Tommy Atkins.
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Tabla 3. Epocas de produccion, distribucién y caracteristicas morfolégicas de las principales

variedades en México (Ballinas, 2013).

Variedad

Meses Estados

Caracteristicas

Ataulfo

Haden

Kent

Tommy
Atkins

Keitt

Chiapas, Guerrero,
Febrero-julio Oaxaca, Colima
Nayarit, Sinaloa

Colima, Jalisco,
Febrero- Michoacan ,
agosto Guerrero, Nayarit,
Sinaloa

Jalisco, Michoacan,
Julio-agosto Nayarit, Sinaloa,

colima
Michoacan, Jalisco,
Febrero - .
aqosto Colima, Guerrero,
g Nayarit, Sinaloa.
Abril- Colima, Jalisco,
septiembre Nayarit, Sinaloa.

Color amarillo, tipo alargado (longitud
desde 12.5 -14 cm) peso 180-260 g.
contiene poco fibra

Color rojo/amarillo, redondo, longitud 10.5-
14 cm, anchura 9-10.5 cm, peso 510-680
g, poca fibra

Color rojo/amarillo, redondo, longitud 12-
14 cm, anchura 9.5-11 cm, peso 450-700
g, poca fibra.

Color amarillo/rojo, redondo, longitud 12-
14.5 cm, anchura 10-13 cm, peso 450-700
g, contiene fibra regular

Color rosado/amarillo, tipo redondo,
longitud 13-15.5 cm, anchura de 9-11 cm,
peso 510- 2000 g, contiene muy poca
fibra.
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Caracteristicas de las variedades evaluadas.
Cv. “Mallika”

El &rbol es enano moderadamente vigoroso con un dosel denso; La fruta es de color amarillo brillante
sin rubor y numerosos pequefios puntos amarillos claros, oblongos con base redondeada, de 10-12
cm de largo por 6.5-7.5 cm de ancho por 5-5.5 cm de espesor, pesando 280- 450 g; La piel es gruesa.
Resistente y facil de separar; La pulpa es suave, tierna y jugosa, con poca fibra, de color amarillo
oscuro a naranja, rica, fuertemente aromatica y dulce. De excelente calidad; La semilla es
monoembrionica dentro de un hueso grueso y lefioso. Este cultivar madura a mediados de temporada

y es un productor irregular (Litz, 2009).

Cv. “Kesar”

Se caracteriza por su color dorado con tonos verdes. La fruta es ligeramente mas pequefia en
comparacion con la variedad Alphonse. Los frutos son de tamafio mediano a grande (250 — 325 g por
fruta), de forma oblonga con un atractivo color amarillo albaricoque claro. El sabor es muy buenoy la
mezcla de azucar / acido es excelente. El cultivar estd libre de tejido esponjoso y
malformaciones. Arbol de frutos de excelente calidad con pulpa de color azafran cuando maduro y
delicioso. Excelente para frutas de mesa, de tamafio mediano con fibra de menos piedra. El fruto
"Kesar" tiene de 18 a 22 por ciento TSS, 0,25 a 0.29 por ciento de acidez y de 10,5 a 12,0 por ciento

de azucares totales con capacidad de almacenamiento de 15 a 20 dias (Chovatiya, 2015).
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Cv. “Ataulfo”

El mango Ataulfo es el cultivar de origen mexicano con mas aceptacion en los mercados
internacionales. Si bien su genealogia es incierta, pues se desconocen sus progenitores, se ha
mencionado que posiblemente provenga de una mutacion, o bien, sea producto de una hibridacion
natural. Deben pasar cerca de cien dias desde la floracion hasta la maduracién de frutos en la variedad
Ataulfo. Por tratarse de una planta alégama, sus flores deben ser polinizadas por insectos, tales como
moscas y abejas. El peso promedio de los frutos del cultivar Ataulfo es de 200 a 300 g. El
posicionamiento de este cultivar en los mercados esta asociado a la calidad de la pulpa, el color
amarillo intenso, la piel delgada, la semilla pequenia, el alto contenido de azucar, el excelente aroma

y sabor, por tener menos fibra que otros cultivares y su larga vida de anaquel (Infante et al., 2011).

Cv. “Fairchild”

El arbol es moderadamente vigoroso, de color verde oscuro, las hojas son elipticas-lanceoladas, con
una longitud media de 22 cm y una anchura media de 5,5 cm. La copa es densa. La fruta es oblonga-
ovoide a oblongo-reniforme con un peso medio de 200 g y un intervalo de 180 a 240 g. longitud media
de 9,2 cm; Ancho 6,6 cm; Y grosor de 5,7 cm. La superficie de la fruta es ondulada. El fruto base es
aplanada, con un tallo delgado y ligeramente oblicuo no hay cavidad en la base de la fruta. El apice
estd sin punta sin pico. La piel es delgada y tierna y generalmente adhesivo. Hay unas grandes
lenticelas blancas y rojizas en la superficie del fruto. La pulpa es de color amarillo intenso, firme,
derretida y jugoso no presenta fibra. El sabor es dulce, rico y su aroma es fuerte y agradable. Con

semilla monoembriénica (Galan, 2009).
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Cv. “Alphonse”

También conocido como “Appus”, “Badami”, “Gundu”, “Hapus”, “kagdi” y “khader Pasand”. El arbol es
moderadamente grande con copa amplia, redonda y densa, el fruto es amarillo ovalado-oblicuo con
un promedio de 6 cm de largo y 5 cm de ancho, peso 225-325 g (promedio de 226 g), la piel es delgada,
la pulpa es firme a suave, Bajo en fibra, amarillo, dulce con aroma caracteristico y con un sabor muy
agradable preferido por muchos que conocen este cultivar, elevando precios de la prima en la India y
mercados internacionales. La semilla es monoembrionica con hueso grande y lefioso; La calidad es

excelente, madurando la fruta a mediados de temporada. (Prasad, 1977, Schnell et al., 1995).

Cv. “Neelum”

El &rbol es moderadamente vigoroso con una pequefia y compacta copa; La fruta es de color amarillo
brillante sin rubor con pequefios y numerosos puntos blancos, ovalados con base aplanada o
ligeramente redondeada, 9,5 - 11 cm de largo por 7,5-8,5 cm de ancho por 6-6,5 cm de espesor,
pesando 230-300 g; La piel es gruesa. Tierna y facil de separar; La pulpa es suave, derretida y jugosa,
sin fibra, de color amarillo fuerte, suave y dulce con un aroma deliciosamente agradable, de buena a

excelente calidad; La semilla es monoembriénica, es un cultivar tardio (Litz, 2009).
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Cv. “Nam Doc Mai”

El &rbol es vigoroso, de tamafio mediano, con un dosel vertical y denso; La fruta es de color verdoso
a amarillo brillante con un leve rubor rosado y pequefios y numerosos puntos verdes largos y alces,
de forma sigmoide con una base redondeada, 17-19 cm de largo por 7.5-8.5 cm de ancho por 6.5-7.5
cm de espesor, con un peso de 340- 580 g; La piel es de espesor medio. Tierna y facilmente separada
de la pulpa que es suave, tierna y jugosa sin fibra, amarillo, rico, picante y muy dulce con aroma
agradable, de excelente calidad; La semilla es poliembriénica. Este cultivar madura temprano a
mediados de temporada, las frutas con regularidad y puede tener multiples cultivos en una temporada.
Es altamente resistente a la infeccion foliar, y resistente a la infeccion de la fruta por mancha negra

bacteriana en Queensland (Litz, 2009).
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ANTRACNOSIS

Importancia y etiologia

La antracnosis del mango (Mangifera indica L.), producida por el hongo Colletotrichum sp., causa
graves pérdidas econdmicas en diversos cultivos de regiones tropicales y subtropicales del mundo
(Jeffries et al., 1990; Ploetz, 1994; Prusky et al., 2000). En México, se ha reportado como una
enfermedad que afecta hojas, inflorescencias y frutos en las regiones productoras de mango, siendo
el dafio mas importante en postcosecha (Garcia, 1976; Mosqueda-Vazquez et al., 1996; Allende-Molar
et al., 2003; Benitez-Camilo et al., 2003). La antracnosis ataca ramas, flores, frutos en desarrollo y en
postcosecha, se han reportado perdidas del 50% a 100% en frutos producidos con alta himeda
ambiental y sin manejo. La severidad en frutos en amarre inicial y tamafio de 8-15 mm de didmetro
puede alcanzar hasta 70-80% cuando no se utiliza control quimico (Arauz, 2000; Becerra-Leor, 1995;

Monteon et al., 2012).

La antracnosis es causada por dos especies de hongos relacionados. Colletotrichum gloeosporioides
(teleomorfo: Glomerella cingulata), responsable en la mayoria de los casos (Dodd et al., 1997), y C.
acutatum (teleomorfo: G. acutata) que juega un menor rol en algunas localidades (Fitzell, 1979; Ploetz

y Prakash, 1997; Tarnowski y Ploetz, 2008).

Sintomas

Afecta hojas, inflorescencias y frutos; el dafio mas importante consiste en tizdn floral. Los sintomas en
follaje consisten en manchas angulares oscuras de 3-5mm que pueden coalescer y necrosar areas
més extendidas, generalmente rodeadas de halo amarillo clorético; el centro necrético de las lesiones
viejas puede secarse y caer dejando la hoja con perforaciones alargadas extendidas y de apariencia

senescente. En inflorescencias aparecen manchas negras diminutas que provocan necrosis extensiva
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(tizén) de flores y frutos pequefios que se desprenden faciimente por el viento o lluvia dejando
unicamente los raquis adheridos al arbol. Los frutos en desarrollo temprano afectados pueden
permanecer momificados en paniculas necréticas o ser abortados. En frutos con desarrollo cercanos
a madurez se presentan infecciones quiescentes que originan manchas irregulares oscuras que
pudren rapidamente la pulpa del fruto cuando esta en senescencia. En tallos vegetativos tiernos, el
hongo causa manchas necréticas hundidas o cancros (Jeffries et al., 1990; Fitzell y Peak, 1984;

Holguin et al., 2009) (Figura 5).

Epidemiologia

C. gloeosporioides produce conidios y ascosporas en acérvulos o peritecios en hojas, inflorescencias
infectadas y frutos abortados o momificados, que son diseminados principalmente por salpique de
agua de lluvia o viento. Después de la deposicion sobre tejido susceptible, los conidios y ascosporas
emiten un tubo germinativo y posteriormente forman apresorios melanizados que se constituyen como
infecciones latentes (Jeffries et al., 1990). Se desarrolla (germinacién, formacion de tubos germinativos
y apresorios) dptimamente entre 25°C y 30°C de temperatura y 90 a 100 % de humedad relativa. Aun
cuando la penetracion puede ser por aberturas naturales, la penetracion directa (hifa de penetracion)
es mas comun. Los 6rganos infectados constituyen reservorio de propagulos para infecciones (Estrada

et al., 2000; Osorio, 2008; Sangeetha y Rawal, 2009).

En Iguala, Gro., la severidad estuvo significativamente influenciada por la incidencia, densidad de
esporas Yy precipitacion pluvial, y exhibi6 curvas del progreso temporal de incidencia y severidad de
tipo monomolecular y Gombertz (Acosta, 2002). En Michoacan, las epidemias de antracnosis floral
fueron descritas adecuadamente por el modelo Weibull (r220.93); la densidad de conidios se relacion6

positivamente con la severidad (r=0.74) (Guillén, 2000).
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Manejo

El control de las enfermedades se ha basado tradicionalmente en cuatro principios: exclusion,
erradicacion, proteccion y resistencia genética; La combinacion del control genético, cultural, quimico
y legal conduce al control integral (Téliz, 1992). El manejo integrado de la enfermedad puede incluir
variedades tolerantes, fungicidas protectores y curativos, podas sanitarias y de ventilacion,
incorporacion de materia organica, riego optimizado, fertilizacion balanceada, reduccion de fuentes de
indculo y adelanto de floracion. Para disminuir la frecuencia y mejorar la eficiencia de los fungicidas
es conveniente desarrollar modelos de prediccién de riesgo de infeccion basados en factores abidticos
relevantes como temperatura y humedad ambiental, asi como también etapas susceptibles del
hospedante, periodos de proteccion, tipo y modo de accion de los fungicidas (Acosta et al., 2003;

Guillen, 2000).

En México, el control quimico de la antracnosis se ha basado principalmente en el uso de fungicidas
benzimidasoles (Vega, 1994).Sin embargo, se han detectado frecuentes casos de resistencia de C.
gloeosporioides a fungicidas de este grupo quimico (Hsin et al., 2009; Gutiérrez et al., 2003).En
contraste, compuestos triazoles, imidazoles, estrobilurinas y protectores multisitio han mostrado
efectos satisfactorios y bajo riesgo de resistencia (Nieto et al., 2003; Gutiérrez et al, 2003;

Sundravadana et al., 2009).
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Figura 5. Sintomas de antracnosis (C. gloeosporioides) en mango (Mangifera indica) cv. Manila. Tizén
floral y de fruto (A - B); Cancro de tallos vegetativos y reproductivos (C- D); Manchas foliares angulares

(E-F).
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Capitulo |

DESARROLLO DE UNA TECNICA OPTIMIZADA DE INOCULACION DE Colletotrichum

gloeosporioides SOBRE HOJAS DE MANGO (Mangifera indica L.) CV. ATAULFO.

Monteon-Ojeda, A., Mora-Aguilera, J.A., Sandoval-Islas, J.S., De Leon-Garcia De Alba, C., Vasquez-
Lopez, A., Hernandez-Castro, E.

RESUMEN

Se desarrolld6 una técnica de inoculacion
alternativa para probar la patogenicidad de la
antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) en
hojas de mango de cultivar "Ataulfo". Las cepas
monospoéricas de C. gloeosporioides de Groy Sin
fueron aisladas de hojas, flores, frutos y ramas
con sintomas de antracnosis procedentes de
huertos comerciales ubicados en los estados de
Guerrero y Sinaloa, México y caracterizados por
su caracter bioldgico y cultural. Estas cepas
presentan un notable crecimiento micelial (2.2,
2.1 cm @ / dia), densidad de esporas (4.3x108,
3.9x10¢ conidios mL"), tasas de germinacién (27
y 26%) y virulencia (periodo de incubacién 4.5 y
4.1 dai; Y 92% y severidad de 3,2 y 3,5 cm Q).
Los valores de incidencia y severidad mas altos
con el periodo de incubacibn mas bajo se
obtuvieron usando aislamiento Gro (1x10°
conidios mL-") y monolaurato de polioxietileno-20-
sorbitan como inoculante de esparadrapo
inoculando sobre la superficie abaxial de hojas
jovenes desprendidas de 20 dias con una Brocha
suave e incubar en condiciones oscuras. Esta
técnica de inoculacidn de hojas asegura la
expresién  Optima de virulencia de C.
gloeosporioides y proporciona una diferenciacion
temprana clara entre cultivares de mango
susceptibles y tolerantes a C. gloeosporioides en
programas de mejora del mango (seleccion de
cultivares tolerantes).
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ABSTRACT

An alternative inoculation technique was
developed to test pathogenicity of anthracnose
(Colletotrichum  gloeosporioides) on mango
leaves of “Ataulfo” cultivar. Gro and Sin
monosporic strains of C. gloeosporioides were
isolated from leaves, flowers, fruits and branches
with anthracnose symptoms from commercial
orchards located in Guerrero and Sinaloa states,
Mexico and were biological and cultural
characterized. These strains show outstanding
mycelial growth (2.2, 21 ¢cm @ /day), spore
density  (4.3x106, 3.9x106 conidia mL"),
germination rates (27 and 26%) and virulence
(incubation period 4.5 and 4.1 dai; incidence 90
and 92% and severity 3.2 and 3.5 cm @). The
highest incidence and severity values with the
lowest incubation period, was obtained using Gro
isolate (1x105 conidia mL-") and polyoxyethylene-
20-sorbitan monolaurate as spreader-sticker e
inoculating on the abaxial surface of detached
young leaves 20 days old with a soft brush and
incubating under dark condition. This inoculation
technique of leaves assure the optimal virulence
expression of C. gloeosporioides and provide an
early clear cut differentiation between susceptible
and tolerant mango varietes to C.
gloeosporioides in Mango improvement programs
(screening tolerant varieties).



INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.) es la tercera fruta tropical mas importante del mundo, después de
los platanos (Musa sp.) Y las naranjas (Citrus sinensis). México es el principal exportador de
mango del mundo y esta entre los primeros siete paises productores (FAO, 2013). La antracnosis
es una de las enfermedades mas importantes de este cultivo, causada principalmente por
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) (Ploetz y Prakash, 2000, Prusky, 1994). C. gloeosporioides
tiene una distribucidn cosmopolita en las regiones productoras de mango y afecta mas
severamente durante la floracion, el establecimiento de frutos y la postcosecha (Carreon et al.,
2010). La antracnosis causa pérdidas que varian de 50 a 100% y severidad de hasta 80% en frutos
jovenes (8-15 mm) con alta humedad ambiental y manejo agronémico inadecuado (Arauz, 2000,
Becerra-Leor, 1995, Prusky et al., 2009). Los sintomas iniciales en las hojas consisten en
pequefias manchas oscuras con halo clorético. Las lesiones pueden crecer y coalescerse hasta
alcanzar + 1.0 cm de diametro. Las flores muestran pequefias lesiones pardas en el eje primario
y secundario que resultan en una especie de barrilete en la panicula (Lim y Khoo, 1985; Prusky,
1994). Una técnica de inoculacion de C. gloeosporioides para determinar condiciones dptimas de
infeccion, produccion de sintomas y estudio de la relacién del patdgeno con sus huéspedes puede
ser util para probar la resistencia de nuevas cultivares de mango y establecer estrategias para
manejar esta enfermedad (Denoyes-Rothan Et al., 2003, Dillard, 1989, Hong y Hwang, 1998, Moral
y Trapero, 2008, 2009, Hernandez et al., 2005). La mayoria de los estudios sobre etiologia y
epidemiologia de C. gloeosporioides informan métodos de inoculacion del patogeno en flores y
frutos; Sin embargo, las investigaciones sobre las técnicas de inoculacion de hojas son limitadas
y operan con diferentes grados de eficiencia, siendo a menudo inconsistentes entre si (Acosta y
col., 2001; Biggs y Miller, 2001; Gutiérrez-Alonso et al., 2003; Moral y Trapero, 2009). Es relevante

considerar que los huéspedes que son altamente susceptibles a la antracnosis en la etapa
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vegetativa tendrdn mayores tasas de epidemia debido a reinfecciones posteriores y mostraran
mayor severidad en las etapas reproductivas. Estas Los protocolos generalmente consideran los
diversos componentes de las técnicas frecuentemente en forma independiente como densidades
de indculo y métodos de deposicion, aditivos, estadios fenoldgicos y condiciones incubadas (Paéz,
1997). El objetivo de esta investigacion fue generar una técnica de inoculacion alternativa para C.
gloeosporioides, optimizando algunos de los componentes mas relevantes como virulencia
aislada, densidad de conidios, deposicidn de indculos en hojas, tensoactivos, fenologia de cultivos
y manejo de plantas para una répida, efectiva y consistente Determinacion de la tolerancia de los

cultivares de mango en etapa vegetativa (cribado de genotipo juvenil).

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio.

El estudio se realizo en la Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias y ambientales de la
Universidad Autonoma de Guerrero, en Iguala, Guerrero, México (18 ° 25'N, 99 ° 35'W, 731
msnm). Las plantas de mango fueron de 18 meses de edad, injertadas con cultivar "Ataulfo",
establecidas en macetas de plastico en un vivero cubierto de plastico transparente (calibre 600) y
una malla de polipropileno, 50% de sombra. Las plantas fueron fertilizadas aplicando
semanalmente una solucion nutritiva Steiner (1,0 L por planta vertida en el suelo y 1,0 mL L-1
rociada en el dosel) y regada a la capacidad de campo cada tercer dia. La temperatura, la humedad
relativa y el fotoperiodo en el vivero se registraron cada dos horas con un registrador de datos

Hobo®, modelo U12.

Obtencion de cepas y caracterizacion del cultivo.

Se recolectaron hojas, flores, frutos juveniles y ramas vegetativas anuales con sintomas de

antracnosis en huertos comerciales de mango localizados en los estados de Oaxaca, Guerrero,
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Colima y Sinaloa, México. Se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% durante 2 min, se
lavaron tres veces con agua estéril y se secaron con una toalla absorbente estéril antes de
transferirlos a placas de Petri que contenian medio de patata-dextrosa-agar (PDA, DIFCO®,
EE.UU.,). Las placas se incubaron a 28 °C durante siete dias bajo condiciones alternas 12:12 h
light119 oscuridad. Las colonias obtenidas se purificaron usando la técnica monospérica. Para
evaluar la tasa de crecimiento, esporulacién y germinacion, se transfirié un disco de crecimiento
de micelio PDA de 2 cm de diametro de cada cepa a placas individuales con PDA e incubd a 22-
25 °C durante siete dias. El didmetro de la colonia se midié (cm) con un Vemnier digital. Se
realizaron cinco repeticiones por aislamiento (tratamiento). Para estimar la esporulacion, se
recolectaron cinco discos de crecimiento de micelio de 2 cm de diametro por medio de aislamiento
de cultivos de siete dias de edad y se colocaron en una mezcladora (Oster® 500w) con 50 ml de
agua destilada estéril y se mezclaron durante cuatro intervalos de dos segundos para promover El
desprendimiento de conidios y acervos. El contenido filtrado a través de una malla metalica (200
mallas / pulgada2) se recogié en un vaso de precipitados de vidrio y se ajusté a 100 ml con agua
destilada estéril. La suspension de conidios se agitd en vértice (Mixer®) durante 20 segundos y se
estimé la concentracién de conidios mL-1 en cinco preparaciones usando una camara Neubauer.
La viabilidad de la germinacion se cuantificé depositando una gota (50 pl) de inéculo (1x10°
conidios ml!) en una diapositiva excavada con una lamina de cubierta y se coloco en una placa
de Petri en un disco de papel estéril humedo para evitar la deshidratacion. Las laminas se
incubaron a 24 £ 3°C bajo condiciones de luz y oscuridad de 12:12. Los conidios que emitieron
tubos germinativos més largos que el cuerpo de los conidios se cuantificaron después de 48 h
mediante microscopia Optica. Se cuantificaron cinco laminas (unidades experimentales) por
aislamiento (tratamiento) en cada condicién. Se utilizd un disefio estadistico completamente

aleatorio y se realizaron anélisis de varianza (GLM) y media de separacién (LSD, p < 0.05) con el
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software estadistico SAS v.9.1.3 (SAS Institute Inc, 2012).
Aditivos y viabilidad conidial. Gro aislados a una densidad de 1x104 conidios mL-1 se mezclaron
por separado con 0,1% de monolaurato de polioxietileno-20-sorbitdn (Tween 20®), 0,1% de
mezcla comercial de isoparafina de poliglicol etoxilado (Soltrol®) y 0,1% de alcoholes de aril-
polietoxietanol (Inex-A®). El agua destilada estéril se incluyé como control. Se colocd una gota de
cada suspension en un portaobjetos excavado, se cubrio y se colocd en una placa de Petri en un
disco de papel estéril himedo para evitar la deshidratacion y se incub6 a 24 + 3 °C en oscuridad
continua. La germinacion conidial se cuantifico a las 24 y 48 h con un microscopio estereoscdpico
Olympus®. Se utilizaron cinco laminas (unidades experimentales) por cepa (tratamiento). Se utilizé
un disefio estadistico completamente al azar y se realizaron analisis de varianza (GLM) y media

de separacion (LSD, p < 0.05) con el software estadistico SAS v.9.1.3 (SAS Institute Inc, 2003).

Evaluacion la virulencia en hojas desprendidas.

El periodo de incubacion (Pi), la incidencia y la severidad de cada uno de los aislados (Tabla 4) se
evaluaron utilizando la técnica de inoculacion de hoja separada (Rojas-Martinez et al., 2008),
modificada para este estudio. Los brotes vegetativos se marcaron en cv. "Ataulfo" planta en el
vivero para observar desarrollo foliar; Las hojas fueron cortadas cuando tenian 20 dias de edad.
Las hojas se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0,5% durante 30 s, se enjuagaron tres veces
con agua destilada en autoclave y se secaron con una toalla estéril. Anteriormente se
desinfectaron 25 x 35 x 10 cm (L, W, D) con hipoclorito de sodio (5%), se limpiaron con alcohol
(95%) y se dejaron en un gabinete de flujo laminar hasta secar. A continuacion, el fondo del
recipiente se cubrid con toallas estériles humidificadas hasta saturacion con agua destilada en
autoclave. Las hojas de mango desinfectadas y secadas se colocaron sobre las toallas humedas
dentro del recipiente de plastico. Se inoculd la mitad de cada hoja (con respecto al nervio central)

depositando (sin heridas) tres gotas (50 ul) de una suspension conidial (1x10° conidios mL-') sobre
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la superficie adaxial y abaxial de las hojas. Cada gota se colocod por separado, equidistante,
aproximadamente 15 mm del nervio central de cada hoja para generar lesiones individuales. Los
envases de plastico con las hojas inoculadas se cubrieron con polietileno transparente y se
incubaron a 24 + 3°C, bajo condiciones de oscuridad: luz 12:12 y humedad relativa del 100%
durante ocho dias. Se colocaron cinco hojas en cada recipiente (unidades experimentales) y se
evaluaron cinco recipientes por cepa (tratamientos). El Pi y la incidencia fueron cuantificados. La
severidad se determin6 ocho dias después de la inoculacion (dai) midiendo cada diametro de
lesion (cm) con un Vernier digital. Se utilizd un disefio estadistico completamente al azar y se
realizaron analisis de varianza (GLM) y media de separacion (LSD, p < 0.05) con el software

estadistico SAS v.9.1.3 (SAS Institute Inc, 2003).

Densidades del inéculo.

CV. Se inocularon hojas de mango de 20 dias de edad "Ataulfo" con la cepa Gro debido a su alta
virulencia, usando 1x104, 1x105, 4x10% y 1x106 conidias mL-* con monolaurato de polioxietilen-20-
sorbitan (0,1%) usando la técnica de hoja separada descrita anteriormente . En este ensayo, el
indculo se depositd solo sobre la superficie abaxial de la aleta. Los recipientes de plastico con las
hojas inoculadas se incubaron a 24 + 3°C en condiciones de oscuridad 12:12 alternas: luz y 100%
de humedad relativa. Se inocularon cinco hojas por contenedor (unidad experimental) y se
evaluaron cuatro recipientes (replicados) por tratamiento (dosis). El Pi y la incidencia fueron
cuantificados. La severidad se evalu6 después de ocho dias, considerando el diametro de cada
lesion (cm) con un Vernier digital. Se utilizd un disefio completamente al azar y se realizé un
andlisis de varianza (GLM) y separacion media (LSD, p = 0,05) con el software estadistico SAS

v.9.1.3 178 (SAS Institute Inc, 2003).
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Inoculacion en plantas de vivero.

Plantas de mango de vivero cv. Ataulfo, de 18 meses de edad, con caracteristicas de crecimiento
y vigor similares fueron seleccionados para este estudio. Se marcaron los brotes vegetativos y
cuando las hojas tuvieron 20 dias de desarrollo se recogieron y desinfectaron con solucién de
NaCl al 0,5% durante 30 s, se enjuagaron tres veces con agua destilada en autoclave con un
pulverizador portatil de mano (Swissmex®) y se dejaron secar durante 10 minutos. Se evaluaron
cinco procedimientos de inoculacion: 1) pulverizacion manual, 2) contacto con un hisopo de
algodédn, 3) contacto con un brocha suave (pelo de camello), 4) contacto con un pafio de algodon
y 5) contacto directo con el micelio. La inoculacién se realizé en la superficie abaxial y adaxial de
las hojas inoculando en la mitad de la hoja, considerando el nervio foliar central como referencia.
Se utilizé una concentracion 1x10° de conidios ml! suspendido en monolaurato de polioxietileno-
20-sorbitan (0,1%) de aislamiento Gro. Se inocularon cinco hojas por planta (unidad experimental)
y se evaluaron cuatro plantas (repeticiones) por tratamiento (procedimiento de inoculacién). La
inoculacion se realizd antes de la puesta del sol a las 18:00 h (x 300-450 Im), las hojas inoculadas
se cubrieron con una bolsa de plastico oscura durante 12 horas y las plantas se mantuvieron en
un vivero cubierto con malla de sombra (70% de sombra) hasta que aparecieron los sintomas. Pi
y la incidencia se determinaron. Se evalud la severidad de 15 dai a través de imagenes digitales,
estimando el area afectada (%) de cada hoja utilizando el software GIMP 2.0 para WindowsTM.
En el vivero la temperatura oscil6 entre 29 y 31°C, la humedad relativa del 85-90% y el fotoperiodo
12 £ 1 h de luz. Estas variables se registraron cada dos horas con un registrador de datos Hobo®,
modelo U12. Se utilizé un disefio estadistico de bloques completamente al azar y se realizd un
andlisis de varianza y separacion media (LSD, p < 0.05) utilizando el software estadistico SAS

v.9.1.3 (SAS Institute Inc, 2003).
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Andlisis estadistico.

El andlisis de varianza y la separacion media (LSD, p < 0.05) para las variables de incidencia,
severidad y periodos de incubacion para los bioensayos de hojas desprendidas y adjuntas se
realizaron utilizando SAS Software v.9.1.3 (SAS Institute Inc, 2008). Con el fin de detectar
correlaciones entre estas variables, las pruebas de correlacion de Pearson y analisis de regresion

lineal y de potencia (log-log) se realizaron utilizando SigmaPlot para obtener los valores Py r.

RESULTADOS

Aislamientos, virulencia y tejido susceptible.

Las cepas monospoéricas Gro, Col, Oax, Sin'y Tux se aislaron de tejido de mango infectado; Gro y
Sin mostraron la mayor tasa de crecimiento, densidad de esporulacién y germinacion (Tabla 4).
Estos factores se correlacionan con la virulencia (Estrada et al., 1997, Heale et al., 1989,
Montesinos-Matias et al., 2011). Observamos que Gro y Sin indujeron la mayor incidencia y
severidad en hojas desprendidas (Tabla 5) (p <0,05). La germinacién conidial mas alta se registro
en la oscuridad; La incubacion sin luz favorece el indculo y ejerce la presion mas alta sobre el
tejido del mango (Maddison y Manners, 1973; Willocquet et al, 1996). El periodo de 12h de
oscuridad seguido por 12 h de luz natural estimuld la germinacion de conidios y favorece el
establecimiento de la infeccion. La inoculacion en la superficie abaxial sin heridas dio como

resultado, en un corto periodo de incubacién, la mayor incidencia y severidad (Tabla 5).

35



Tabla 4. Crecimiento micelial, densidad de esporulacion y tasas de germinacion conidial de cinco

aislamientos de C. gloeosporioides obtenidos de huertos comerciales en cinco estados

productores de mango de México.

Conidia mL1 in

Diameter of micelial growth % Germination in % Germination in
Isolate colonies (cm)!'  disc (2.0 cm @)'  light (300 Im)! dark!
Gro 227a 4,367,436 a 27.33 a' 61.00 a'
Sin 210a 3,992,519 a 26.50 a 64.75a
Tux 245a 572,439 b 14.75b 38.50 b
Col 145b 1113 ¢ 15.50 b 21.75¢
Oax 145D 4875 ¢ 17.33b 2233 ¢
LSD (5%) 0.32 1.7x108 4.07 9.53
CV (%) 10.76 63.24 9.95 11.19

1 de crecimiento después de siete dias de incubacion en medio PDA y 12:12 condiciones de luz y oscuridad.
2Germinacion in vitro a una densidad de 1x105 conidios / mL y 48 h de incubacidn en condiciones 12:12 luz-oscuridad.
3 Los valores con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Tuckey p <0,05). CV =
Coeficiente de variacion. LSD = Diferencia de menor importancia.
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Tabla 5. Virulencia de cinco aislamientos de C. gloeosporioides inoculados a una densidad de
1x105conidios mL-1 sobre las superficies adaxial y abaxial de hojas de mango cv. "Atalfo", de 20

dias de antigliedad, utilizando la técnica de inoculacion de hojas desprendidas.

Isolate Incubation period (dai)" % of Incidence? % of severity!
Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial
Gro 512dc3  4.57 ded 81.25 b3 90.50 a® 2.57 b3 3.27 as
Sin 5.25dc 417e 77.50 cb 9225a 3.12ba 3.50a
Col 7.25a 6.50 ba 71.25cd 71.25¢cd 0.87c 1.02¢
Oax 725a 6.00 be 58.75 f 65.50 ed 0.75¢ 1.30¢
Tux 7.30a 6.33 ba 60.00 ef 63.33 ef 0.77¢ 0.76 ¢
Control2 0 0 0 0 0 0
LSD (5%) 0.98 6.35 0.6
CV (%) 11.34 5.68 18.87

1 Parametros fitosanitarios ocho dias después de la inoculacién (dai), 2Control inoculado con agua destilada estéril.
3 Los valores con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Tuckey p <0,05). CV =
Coeficiente de variacion. LSD = Diferencia de menor importancia.

Aditivos, viabilidad de conidios y densidades de inéculo.

La tasa de germinacion mas alta se observo cuando los conidios se suspendieron en agua y
monolaurato de polioxietileno-20-sorbitan (Tabla 6). Debido a sus propiedades tensoactivas, de
adherencia y dispersion, el monolaurato de polioxietileno-20-sorbitan ha sido utilizado por algunos
investigadores para maximizar el tiempo y la uniformidad del contacto del inoculo con el tejido
foliar; Siendo un material tensoactivo no ionico, permite la rotura de cohesion de las gotas
pulverizadas (Frias et al., 1995; Griffin, 1954). Tres densidades de indculo (1x10%, 4x105 y 1x106)
(p = 0.05) dieron como resultado la mayor severidad de la antracnosis con el corto periodo de
incubacion en hojas de mango desprendidas (Tabla 4). Utilizamos 1x105 conidios mL-1 de

densidad, ya que algunos de los aislamientos tenian menor tasa de esporulacién y esta
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concentracion era mas factible de obtener en el laboratorio de un menor nimero de colonias de

hongos.

Tabla 6. Viabilidad germinativa del aislamiento Gro (Colletotrichum gloeosporioides) in vitro a una

densidad de 1x105 conidios mL-1 utilizando tres aditivos con diferentes propiedades tensoactivas,

de adherencia y dispersion después de la incubacion a las 24 y 48 h.

% Germination at

% Germination at

Additives
24 h! 48 h'
Conidia + Water 33.10 a2 74.75 a2
Conidia + polyoxyethylene-20-sorbitan monolaurate
33.35a 73.00 a
(Tween 20®) (0.1 %)
Conidia + aryl-polyethoxy ethanol alcohols (Inex-A®
Poy Y ( ) 20.00 b 42.00b
(0.1%)
Conidia + ethoxylated polyglycol (Soltrol®) (0.1%) 13.27 ¢ 25.25¢
LSD (5%) 3.00 9.79
CV (%) 5.77 8.56

1Ahorro de cinco preparaciones por tratamiento, temperatura 24 + 3 ° C en oscuridad. 2 Los valores con la misma
letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Tuckey p <0,05). CV = Coeficiente de variacion. LSD

= Diferencia de menor importancia.
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Métodos de inoculacion y evaluacion de la severidad.

El método de inoculacion de la hoja de mango desprendida (Tablas 4 y 5) fue efectivo para evaluar la
patogenicidad (Inc) y los factores de virulencia (Pi, severidad) del aislamiento experimental de Gro,
que mostré la mayor capacidad parasitaria para ser incluida en la técnica de inoculacion generada en
este estudio. Se observd que las hojas de 20 dias de edad son las mas susceptibles a la antracnosis
(en comparacion con hojas mayores de 25 dias, datos no mostrados). El uso de un brocha blando,
seguido de lavado con algodon y pulverizacion conidial fue el método mas eficaz para inocular y
reproducir adecuadamente los sintomas de antracnosis en la superficie abaxial de las hojas de la
planta en condiciones de vivero (p <0,05). El software GIMP 2.0 para WindowsTM nos permitid
determinar la proporcion real del tejido dafiado y evitar sobre o subestimacién que ocurre con
frecuencia cuando se utiliza un diagrama pictérico. Un método similar de anélisis de imagenes digitales
fue utilizado satisfactoriamente por Sauceda-Acosta et al. (2015) para evaluar la severidad de Puccinia
triticina en trigo a través del software ImageJ 1.0 para WindowsTM, por lo que se sugiere utilizar este

tipo de procedimientos digitales para cuantificar la severidad de otras enfermedades foliares.
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Tabla 7. Evaluacién de la antracnosis en cuatro concentraciones de conidios de aislamiento de Gro

(Colletotrichum gloeosporioides) suspendido en polisorbato 20 (0,1%) inoculado en la superficie

abaxial de hojas de mango cv. "Ataulfo”, de 20 dias de antigliedad, utilizando la técnica de inoculacion

de hojas desprendidas.

Conidial concentration

Incubation period (dai)’ Incidence! % Severity'
(conidiosmL-1)
1x104 5.60 a® 95.00 a3 210 a8
1x105 4.22b 9250 a 3.32b
4x10% 417b 93.25a 3.32b
1x108 415b 92.25a 3.45b
Control2 0 0 0
LSD (5%) 0.73 7.25 0.64
CV (%) 7.58 6.70 10.45

1 parametros fitosanitarios ocho dias después de la inoculacion (dai), promedio de cinco hojas por tratamiento, incubacion
a24+3°Cy100% HR, 12:12 luz: oscura. 2 Control inoculado con agua destilada estéril en polisorbato 20 (0,1%). 3 Los
valores con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Tuckey p <0,05). CV = Coeficiente
de variacion. LSD = Diferencia de menor importancia.
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Tabla 8. Evaluacién de la antracnosis de cinco métodos de deposicion de indculo del aislamiento Gro

(Colletotrichum gloeosporioides) suspendido en polisorbato 20 (0,1%) a densidad 1x105 conidios mL-

1 en hojas de mango cv. "Ataulfo" 20 dias en condiciones de vivero.

Method of deposition Incubation period (dai)! Incidence! % Severity!
Contact with a soft brush (camel hair) 6.57 b3 49.75 a3 5.30 ad
Contact with a cotton swab 6.25b 29.50 b 2.62b
Manual spraying 8.30b 19.00 ¢ 2.16 cb
Contact with cotton cloth 1245a 8.05d 1.37¢
Direct mycelium contact 1240 a 542d 145¢
Control2 0 0 0
LSD (5%) 3.27 6.83 0.98
CV (%) 18.21 15.45 19.64

1 Parametros fitosanitarios 15 dias después de la inoculacion (dai), promedio de cinco hojas por tratamiento, incubacion
entre 29 y 31 °C, humedad relativa entre 85 y 90% y fotoperiodo 12 + 1 h light.2 Control inoculado con agua destilada
estéril en polisorbato 20 0,1%). 3 Los valores con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes
(Tuckey p <0,05) .CV = Coeficiente de variacion. LSD = Diferencia de menor importancia.
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Analisis de correlacion.

La severidad y la incidencia en la técnica de la hoja desprendida se correlacionan significativamente
con el periodo de incubacion (r = 0,74 afios = 0,87) (Figura 6), ademas se encontrd una alta relacion
entre la severidad y la incidencia de la técnica. Figura 6), también se encontr6 una alta relacion entre

las severidades de las técnicas de hoja desprendida y adherida (r = 0.97) (Figura 6).

6 60
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Figura 6. Andlisis de regresion lineal de las variables severidad, incidencia y periodo de incubacion,
en hojas de 15 dias de desarrollo de la cv. Ataulfo de mango (Mangifera indica) inoculadas con
Colletotrichum gloeosporioides con técnicas de hoja desprendida (DLT: A, B, D. Correlacion entre la

estimacion visual y digital de la severidad en DTL y ALT (C) r = Coeficiente de correlacién de Pearson.
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DISCUSION

Colocar el indculo en la superficie abaxial de hojas viejas de 20 dias en condiciones oscuras a una
concentracion de 1x105 conidios mL-1 del aislamiento Gro suspendido en monolaurato de
polioxietilen-20-sorbitan al 0,1%, utilizando un brocha suave para no causar Cualquier herida, fue la
mejor opcidn integrada para reproducir de manera consistente los sintomas de antracnosis con la
mayor calidad (mayor incidencia y severidad, menor Pi) en hojas de plantas de mango en condiciones
de vivero. Los aislados Gro y Sin, obtenidos de los estados de Guerrero y Sinaloa, México, mostraron
mejores factores de virulencia y virulencia (Tablas 1y 2), resultados similares fueron reportados por
Gutiérrez-Alonso et al. (2001), que caracterizd cepas de C. gloeosporioides de varias regiones
productoras de mango en México a través de estudios de morfologia, morfometria, tasa de
germinacion, crecimiento, esporulacion y patogenicidad. Por otra parte, Nelson et al. (2014) y Moral et
al. (2009) encontraron que la incubacién en la oscuridad a 25 °C favorecio la infeccion exitosa y la
presencia de sintomas en frutos de mango inoculados con Colletotrichum spp. En este estudio 12 h
de oscuridad estimularon la germinacion de conidios y el establecimiento de la infeccion. Moral et al.
(2009), Nelson y col. (2014) y Than et al. (2008) informaron que el uso de un fotoperiodo de 12 h dio

lugar a infecciones exitosas y sintomas tipicos de antracnosis en varios huéspedes.

Gutiérrez-Alonso et al. (2001) y Jayasankar et al. (1999) encontraron que el monolaurato de
polioxietileno-20-sorbitan en suspensiones de conos de C. gloeosporioides para inocular frutos de
mango resultd en la tasa de germinacion mas alta. Aunque la pulverizacion conidial con agua induce
altos valores de germinacion, sera mejor utilizar un surfactante para evitar una rapida deshidratacién
y prolongar la viabilidad del indculo, asi como para mejorar la calidad de la infeccién. Sugerimos utilizar

una densidad de conidios de 1x105 conidios mL-1 para inducir adecuadamente los sintomas de la
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enfermedad. Este resultado fue similar al descrito por Alemu et al. (2014) que obtuvieron sintomas
tipicos cuando inocularon frutos de mango con la misma densidad de C. gloeosporioides conidia mL-
1 para evaluar la actividad antifingica de los extractos botanicos y coincidié parcialmente con Kuc y
Richmond (1977), que no encontraron diferencias significativas en Antracnosis (C. gloeosporioides)
incidencia y severidad al inocular frutos de mango con densidades de 1x105 y 1x107 conidios mL-1.
El método de inoculacién de hojas desprendidas fue util para evaluar la virulencia de los aislados
experimentales de mango, este procedimiento fue analogo al usado satisfactoriamente para clasificar
la alta virulencia de cepas de C. gloeosporioides mango (Rojas-Martinez et al., 2008) C.
lindemuthianum (Tu, 1986) a través de un método de hojas desprendidas. La superficie abaxial de las
hojas desprendidas fue mas susceptible, probablemente debido a la cuticula superior, son mas duras
y contienen capas mas gruesas de cera que contribuyen a la pérdida de indculo por derrame como
documentado para C. lindemuthianum en el frijol (Tu, 1986). Las hojas de 20 dias de edad fueron
altamente susceptibles segun lo documentado por Rojas-Martinez et al. (2008) que indujeron sintomas
de antracnosis inoculando hojas de mango de 15 dias de desarrollo. No se encontrd bibliografia sobre
la susceptibilidad de las etapas fenoldgicas de las hojas de mango a la antracnosis; Sin embargo, se
ha documentado la susceptibilidad diferenciada de los 6rganos del huésped (hojas, frutos) a la
infeccion patdgena segun su edad (Aranzazu, 1999; Espinosa et al., 2004). Las hojas mas jévenes
pueden presentar sintomas mas severos del oidio (Oidum mangiferae) en el mango (Sinha et al., 2002)
y promover mas conidios germinados y mayor longitud de lesiones esporuladas de Uncinula necator
en Vitis vinifera (Doster y Schnathorst, 1992). Este protocolo optimizado es particularmente Util en
proyectos de investigacion donde es necesario asegurar la expresion Optima de parasitismo y
virulencia del patégeno, asi como reproducir la antracnosis con mayor eficiencia y calidad para medir

con mayor precision el desarrollo de la enfermedad y el beneficio Efecto de los tratamientos de control.
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Esto también es cierto en los programas genéticos de mejoramiento del mango que consideran la
evaluacién temprana de las cultivares tolerancia a C. gloeosporioides en la etapa vegetativa (seleccién
de cultivares) cuando no es posible evaluar los parametros de incidencia y severidad en los tejidos
reproductivos debido a la condicidn juvenil del Plantas. Es relevante considerar que los huéspedes
que son altamente susceptibles a la antracnosis en la etapa vegetativa tendran tasas epidémicas mas

altas debido a reinfecciones posteriores y mostraran mayor severidad en las etapas reproductivas.

En el presente estudio se pudo observarse que en general, los periodos de incubacién mas
prolongados determinaron la menor severidad y la incidencia La relacidn entre estas variables fue
informada por Chala et al. (2010), quienes relataron la correlacién significativa (r2 = 0.86-0.92) entre
la incidencia y severidad de antracnosis en hojas de Sorghum vulgare inoculadas con C. sublineolum.
Ademas se observo la concordancia en la severidad observada en las técnicas, DLT o ALT, mostrando
altos niveles de relacion, estas interrelaciones entre las variables sanitarias evidencia que la
inoculacion en el laboratorio ofrece importantes para detectar la tolerancia con mayor rapidez. Miles
et al. (2012) demostraron que diferentes técnicas de inoculacion de C. acutatum en los frutos
desprendidos (aspersion, goteo e inyeccion) de diferentes genotipos de arandanos (Vaccinium
corymbosum) operan con la misma eficiencia, el aspecto que comprueba la efectividad de este tipo de
metodologia cuando es Necesaria una evaluacion rapida de la resistencia a un patdgeno de

importancia econdmica.
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CONCLUSIONES

Los periodos de incubacién mas prolongados determinaron la menor severidad y la incidencia.
Ambas técnicas fueron altamente efectivas para la induccion de sintomas de antracnosis en
hojas.

Se observo concordancia en la severidad calculada en ambas técnicas de inoculacion.

Las técnicas de hojas desprendidas y unidas son Utiles para inducir la antracnosis y estimar
la expresién de virulencia de C. gloeosporioides, sin embargo, la técnica de hojas
desprendidas promueve los valores mas altos de la enfermedad y aumenta la eficiencia del
trabajo experimental.

El procesamiento digital de imagenes es una herramienta util para la evaluacion precisa de la
antracnosis vegetativa del mango y puede ser incorporado en la evaluacién de diferentes

interacciones parasitarias.
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Capitulo lI

EVALUACION DE TOLERANCIA A ANTRACNOSIS (Colletotrichum gloeosporioides L.) DE

GERMOPLASMAS DE MANGO (Mangifera indica L.) POR TECNICAS DE INOCULACION FOLIAR

Monteon-Ojeda, A., Mora-Aguilera, J.A., Sandoval-Islas, J.S., De Leon-Garcia De Alba, C., Vasquez-
Lopez, A., Hernandez-Castro, E.

RESUMEN
La antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) es
una enfermedad importante del mango (Mangifera
indica) debido a su amplia distribucion en el mundo
ya inducir epidemias severas en los estadios
vegetativo y reproductivo de los hospedantes e
importantes pérdidas de produccion. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la tolerancia a la infeccién por
C. gloeosporioides en la etapa vegetativa de once
nuevos cultivares de mango de pulpa amarilla con
potencial en el mercado de exportacion. Se
inocularon hojas de 15-20 dias de desarrollo con el
aislamiento de Gro destacado en virulencia.
Basandose en los periodos de incubacion, incidencia
y severidad, los cultivares Alphonse, Neelum, Kesary
Ivory mostraron baja susceptibilidad, Nam Doc Mai,
Rosygold y Cotaxtla fueron altamente susceptibles y
Fairchild, Ataulfo Diamante, Ataulfo Zafiro y Mallika
tuvieron susceptibilidad media. Los periodos de
incubacioén mas largos determinaron la severidad mas
baja (-0,89 y -0,90) y la incidencia (-0,77 y -0,85). La
incidencia se correlaciond positivamente con la
severidad (0,86 y 0,92). Las técnicas de hojas
desprendidas y unidas fueron indistintamente utiles
para inducir sintomas tipicos de antracnosis y estimar
la expresion de virulencia (periodo de incubacion,

incidencia y severidad) del patogeno.
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ABSTRACT
Anthracnose (Colletotrichum gloeosporioides) is an
important diseases of mango (Mangifera indica) due
to its wide distribution in the world and to induce
severe epidemics in the vegetative and reproductive
stages of the hospedant and important losses of
production. The objective of this work was to evaluate
the tolerance to C. gloeosporioides infection in the
vegetative stage of eleven new cultivars of yellow pulp
mango with potential in the export market. Leaves of
15-20 days of development were inoculated with the
Gro isolation highlighted in virulence. Based on the
incubation, incidence and severity periods, Alphonse,
Neelum, Kesar and Ivory cultivars had low
susceptibility, Nam Doc Mai, Rosygold and Cotaxtla
were highly susceptible and Fairchild, Ataulfo
Diamante, Ataulfo Zafiro and Mallika had average
The

determined the lowest severity (-0.89 and -0.90) and

susceptibility. longer incubation periods
incidence (-0.77 and -0.85). The incidence correlated
positively with severity (0.86 and 0.92). The detached
and attached leaf techniques were indistinctly useful
to induce typical symptoms of anthracnose and
estimate the expression of virulence (incubation

period, incidence and severity) of the pathogen.



INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.) se cultiva en la mayoria de las areas tropicales y subtropicales del
mundo y representa la tercera fruta tropical de importancia econdémica (Galén, 2009). India es el
principal productor y exportador, mientras que México ocupa el quinto y segundo lugar,
respectivamente (FAOSTAT, 2016). En México, entre 1997 y 2004, las exportaciones disminuyeron
24 puntos debido a la falta de nuevos cultivares poliembriénicos amarillos que demandan al mercado
estadounidense, el principal destino de exportacion del mango mexicano (Malc et al., 2011). En
México, la produccion del principal cultivar Atadlfo esta limitada por problemas fitosanitarios, de

fertilizacion y marcados (Becerra, 1995; Malc et al., 2011).

La antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides L.) es una de las enfermedades mas importantes de
las frutas pre y postcosecha en todas las zonas productoras del mundo. El patdgeno también infecta
hojas, flores y ramas. La enfermedad es mas severa en humedad relativa alta y abundante lluvia; La
antracnosis puede causar una pérdida de producciéon del 50 al 100% en huertos con manejo
agrondémico deficiente (Arauz, 2000; Monteon-Ojeda et al., 2012). La mayoria de los estudios sobre la
epidemiologia o la patogénesis de la antracnosis hacen hincapié en las etapas fenoldgicas
comercialmente criticas, como la floracidn y la fructificacidn; Altamente susceptible durante las etapas
no criticas como la fase vegetativa, tienen mayores tasas de epidemia debido a este patdgeno
policiclico. Los ciclos secundarios de infeccion normalmente determinan la intensidad, frecuencia y
duracion de las epidemias y promueven una alta severidad durante etapas fenolégicas de importancia
comercial como la fructificacion (Tivoli et al., 2006). Este problema se potenci6 en el mango ya que
este cultivo tiene varios (més de tres) flujos vegetativos, dependiendo del cultivar (Delgado et al., 2011;
Litz, 2009). Este fenémeno puede contribuir significativamente al aumento y dispersidn del indculo. Se

ha observado que la inoculacién de hojas y frutos desprendidos ofrece una prediccion positiva de la
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tolerancia al mango, de modo que estas técnicas pueden utilizarse para el cribado de germoplasma
(Bigirimana 2001, Iwaro 1997, Tu 1986). En todas las areas productoras de mango es necesario
implementar estrategias integradas de manejo fitosanitario que incorporen la evaluacion de la
tolerancia de los nuevos cultivares a la antracnosis. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la
tolerancia a la antracnosis en la etapa vegetativa de 11 cultivares de mango amarillo que incluyen
genotipos de cultivo extensivo en México (Cotaxtla), reciente introducciéon (Nam Doc Mai, Rosigold,
Mallika, Ivory, Alphonse, Neelum, Fairchild y Kesar, del Jardin Botanico Tropical, Florida, USA) y el
reciente registro (Atadlfo Diamante y Atadlfo Zafiro) Investigacion Nacional de la Agricultura y

Ganaderia (INIFAP).

MATERIALES Y METODOS

Superficie y material vegetal.

El estudio se desarroll6 durante el afio 2015-2106 en la Unidad Académica de Ciencias Agricolas y
Ambientales de la Universidad Auténoma de Guerrero, ubicada en el municipio de Iguala, Gro., México
(18 ° 25'N, 99 ° 35 731 m.a.s.l.). Plantas de mango de 18 meses de edad de los cultivares Cotaxtla,
Nam Doc Mai, Rosigold, Mallika, Ivory, Alphonse, Neelum, Fairchild, Kesar, Ataulfo Diamante y Ataulfo
Zafiro fueron plantadas en macetas plasticas en un vivero Con 50% de sombra). Las plantas fueron
fertilizadas semanalmente con una solucion nutritiva Steiner aplicada al suelo (1 L-1 por planta) y

rociada al follaje (1 mL /L) y las plantas fueron regadas cada dos dias hasta la saturacién.
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Inéculo.

Para inoculaciones se utilizé una raza de C. gloeosporioides recogida y aislada de huertos de mango
con antracnosis en Guerrero (Gro), México. Este aislado tiene altas tasas de crecimiento, germinacion
y esporulacion, asi como virulencia en hojas de mango (datos no mostrados). Se prepard una
suspension conidial cuando se colocd un disco de crecimiento de micelio PDA de 2 cm de diametro
de un cultivo de 7 dias (incubado en PDA a 24 + 3°C) en un mezclador (Oster® 500w) con 50 ml de
agua destilada en autoclave Y se mezclé cuatro veces durante intervalos de dos segundos para
promover el desprendimiento de conidios y acervos. La mezcla se pasé a través de una malla 200 /
pulgada 2 y el filtrado se recogi6 en un vaso de precipitados de vidrio y vortice (Mixer®) durante 10
segundos. La concentracion de conidios se ajustd a 105 conidios mL-1 usando una cdmara Neubauer

y se suspendié en monolaurato de polioxietilen-20-sorbitan (0,1%).

Inoculacion en hojas desprendidas.

Las hojas desprendidas se inocularon usando una técnica modificada descrita por Rojas-Martinez et
al., (2008). En cada cultivar se marcaron los brotes vegetativos para observar el desarrollo del follaje;
Las hojas se separaron cuando tenian 15 dias de edad. En las hojas de laboratorio se desinfectaron
con hipoclorito de sodio al 0,5% durante 30 s, se aclararon tres veces con agua destilada en autoclave
y se secaron con una toalla esterilizada en autoclave. Las toallas estériles se colocaron dentro de
recipientes de plastico limpios (25 x 35 x 10 c¢cm) y las toallas se saturaron con agua destilada en
autoclave. Las hojas de mango desinfectadas y secadas se colocaron sobre las toallas humedas
dentro del recipiente de plastico. Se sembraron medio hojas longitudinales (respecto al nervio central)
colocando tres gotas (50 pl) del indculo en la superficie abaxial. Las gotas se colocaron por separado
y aproximadamente 15 mm desde el nervio central. Los envases de plastico con las hojas inoculadas

se cerraron herméticamente y se incubaron a 24 + 3°C, bajo condiciones alternas de oscuridad y luz
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de 12:12 h a 100% de humedad relativa. Se evaluaron cinco recipientes (repeticiones) por cultivar
(tratamientos). El tiempo de incubacién (tiempo desde la inoculacion hasta los sintomas) y la incidencia
(%) se evaluaron una vez y la severidad (%) se evalud ocho dias después de la inoculacién midiendo
cada diametro de la lesion necrética (cm) con un Vernier digital. La temperatura, la humedad relativa
y la intensidad de luz se midieron con un datalogger HOBO® Modelo U12. En este experimento se

utilizé un disefio estadistico completamente aleatorio.

Inoculacion en hojas unidas.

Se marcaron los brotes vegetativos y cuando las hojas tenian 15 dias de edad se desinfestaron las
hojas con solucién de NaCl al 0,5% durante 30 s, se enjuagaron tres veces con agua destilada en
autoclave con un pulverizador de mano (Swissmex®) y se dejaron secar durante 10 Min. El inoculo se
extendié a la mitad (considerando el nervio foliar central como referencia) tanto de superficie abaxial
como adaxial usando un brocha suave (pelo de camello). Se inocularon cinco hojas por planta (unidad
experimental) y se evaluaron cuatro plantas (repeticiones) por cultivar (tratamientos). La inoculacion
se llevd a cabo antes del atardecer (18:00 h + 300-450 Ix). Las plantas inoculadas se cubrieron con
una bolsa de plastico oscuro durante las primeras 12 h y luego se mantuvieron en el vivero (Temp 29
- 31 °C, humedad relativa del 85 al 90% y fotoperiodo 12 £ 1 h de luz, registrada con un datalogger
HOBO ® Modelo U12) Hasta que aparecieron los sintomas. Se registraron el periodo de incubacién
(dias después de la inoculacién) y la incidencia (%). La severidad (%) se evalu6 15 dias después de
la inoculacién por imagenes digitales. La proporcion de area afectada se determiné usando el software
GIMP 2.0 para WindowsTM. Se utilizé un disefio estadistico de bloques completamente aleatorio para

este experimento y el experimento completo se repitio tres veces.
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Analisis estadistico.

El analisis de varianza y la separacion de la media (LSD, p < 0,05), las variables de incidencia,
severidad y periodos de incubacidén para los experimentos de hojas desprendidas y unidas se
realizaron utilizando el software SAS v.9.1.3 (SAS Institute Inc, 2008). Para calcular las correlaciones
entre las variables, las pruebas de correlacion de Pearson y el analisis de regresion lineal y de potencia

(log-log) se realizaron utilizando Sigma Plot para calcular los valores P y r.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tolerancia varietal.

Los cultivares Alphonse y Neelum muestran los valores mas bajos de severidad (1,65-2,11%) e
incidencia (49,41-60,83%) y el periodo de incubacién mas prolongado, segln los resultados
observados en las técnicas de hojas sueltas (DLT) y anexas (ALT) (7,43-8,87 dai) que los clasificd
como baja susceptibilidad a la antracnosis. En contraste, los cultivares de Nam Doc Mai, Rosygold y
Cotaxtla muestran la mayor incidencia y severidad, con el corto periodo de incubacién, siendo
altamente susceptible a la antracnosis. Fairchild, Ataulfo Diamante, Ataulfo Zafiro y Mallika en el rango
medio; Kesar (DLT) y Marfil (ALT) fueron de baja susceptibilidad a la antracnosis (Figura 7, Tablas 9
y 10). No se encontraron datos acerca de la tolerancia de las cultivares de mango a la antracnosis en
el tejido vegetativo. Sin embargo, se ha documentado que los frutos de cultivares comerciales son
susceptibles a la antracnosis (Nishijima, 1993, Paez, 1997, Pernezny y Ploetz, 2000). Se observo que
todos los cultivares evaluados fueron afectados por la antracnosis, y Alphonse, Neelum, Kesar y Marfil
muestran la mayor tolerancia. Estos resultados fueron similares a los reportados por Lei et al. (2006)

y Chanana et al. (2005), quienes observaron resistencia moderada en el cultivar Mallika, pero
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contrastaron con Nishijima (1993) y Haggag (2010), quienes reportaron que Neelum y Alphonse eran
muy susceptibles y clasificaron a Fairchild como resistente. Esta investigaciéon proporciona una

metodologia estandarizada y optimizada que nos permite comparar tanto los resultados obtenidos en
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Tabla 9. Incidencia y severidad acumulada de antracnosis en hojas de 15 dias de desarrollo de once
cultivares de mango (Mangifera indica) de pulpa amarilla inoculados con un alto aislamiento de
virulencia de Colletotrichum gloeosporioides con los métodos de hoja separada y hoja unida en
laboratorio y vivero. Cada barra representa los valores absolutos observados en tres repeticiones

experimentales (ciclo 2015-2016).

-laboratorio como en vivero o campo. La severidad de la antracnosis en el campo puede depender del
complejo de especies que causan la enfermedad (Lima et al., 2013) y la virulencia, estructura de la
poblacion, interaccion de los aislamientos que determinan la presion estacional y la fluctuacion del

indculo, inductividad ambiental y susceptibilidad Nishijima (1993) propone cuatro niveles de
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susceptibilidad (resistentes, moderadamente resistentes, susceptibles y muy susceptibles), mientras
que Pernezny And Ploetz (2000) Sugieren sélo tres niveles de susceptibilidad (altamente susceptible,
susceptible y moderadamente susceptible). En estos experimentos, se propusieron niveles de
susceptibilidad considerando los cultivares utilizados. La severidad, la incidencia y los periodos de
incubacion observados se agruparon en tres niveles de severidad, alta, media y baja susceptibilidad.
Estos experimentos se realizaron proporcionando dptimas condiciones ambientales y de manejo para
el desarrollo del patdgeno, incluyendo la alta susceptibilidad de hojas de 15-20 dias de desarrollo a la
antracnosis determinada en estudios previos (datos no publicados); Se espera que la expresion de la
susceptibilidad para un cultivar en condiciones de campo pueda variar entre las regiones dependiendo
de las condiciones ambientales y la virulencia del patégeno (Afanador-Kafuri et al., 2003, Alahakoon

etal., 1994, Gomes et al., 2010 Rojas Martinez, 2008)
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Tabla 10. Susceptibilidad de hojas de 15 dias de desarrollo de once cultivares de mango (Mangifera
indica) a la antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) segun el periodo de incubacién, incidencia y

severidad, inoculados en laboratorio con la técnica de hojas desprendidas.

Incubation

Cultivar period Incige?ce Se\:/er1ity Susceptibility
(ddi)2 ( °) ( °)

Alphonse 445a 84.83d 2.06d Low
Neelum 3.85a 85.66 d 245d Low
Kesar 3952 83.00d 246d Low
Fairchield 3.79a 80.83d 2.68¢ Media
Ataulfo Zafiro 411a 88.08 b 3.35¢ Media
lvory 434 a 88.41b 2.72¢ Media
Mallika 4.00a 86.75b 2.7¢C Media
Ataulfo Diamante 422 a 91.91b 3.55b Media
Nam Doc Mai 2.18Db 9583 a 480a high
Cotaxtla 217b 95.41a 4.86a high
Rosygold 2.26b 94.83b 494 a high

LSD 1.15 8.28 0.85

CV (%) 18.95 5.48 15.07

(1) Las medias seguidas por letras iguales en las columnas no son significativamente diferentes, prueba de LSD, a 5% de
probabilidad. (2) dai = dias después de la inoculacién.
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Tabla 11.Susceptibilidad de hojas de 15 dias de desarrollo de once cultivares de mango (Mangifera
indica) a antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) segun el periodo de incubacion, incidencia y

severidad, inoculados en laboratorio con la Técnica de Hoja Adjunta.

Incubation period Susceptibility

Cultivar (ddi? Incidence (%)! Severity (%)’
Alphonse 8.87b 57.50c 1.65¢e Low
Neelum 8.01b 4941 ¢ 211d Low
Ivory 7.43d 60.83 b 2.08d Low
Fairchild 915a 54.83 ¢ 214 ¢ Media
Kesar 8.80 Db 56.41¢ 220¢c Media
Zafiro 7.60c 60.41b 2.65¢ Media
Diamante 7.49d 62.91b 2.70¢ Media
Mallika 7.48d 63.41b 222¢ Media
Nam Doc Mai 6.54 ¢ 62.56 b 3.24b high
Cotaxtla 2.95¢e 75.83 a 407 a high
Rosygold 5.58¢ 75.16 a 390a high
LSD 1.07 9.07 0.59
CV (%) 8.9 8.7 9.1

(1) Las medias seguidas por letras iguales en las columnas no son significativamente diferentes, prueba de LSD, a 5% de
probabilidad. (2) dai = dias después de la inoculacion.

Evaluacion de la severidad.

La estimacion visual del nimero de lesiones influye en la exactitud y precision con respecto a la
proporcion real del area infectada, cuanto mayor es el nimero de lesiones, la sobreestimacion también
es mayor. También es comun sobrestimar la severidad cuando el nivel real es inferior al 10%. El uso
de fotografias de luz visible y analisis de imégenes digitales es una herramienta cada vez mas utilizada
para resolver estos problemas. El software disponible y las herramientas de edicién son mas faciles
de usar (Do Vale, 2001). En este estudio se utilizé el software GIMP 2.0 para WindowsTM que resulto
efectivo para evaluar la severidad de la antracnosis foliar inducida artificialmente en cultivares de
mango. El mismo método fue utilizado por Sauceda-Acosta et al. (2015) para evaluar la severidad de
la roya del trigo de la hoja causada por Puccinia triticina con el software Image J 1.0 para WindowsTM

y Wijekoon et al. (2008) para cuantificar con exactitud la severidad de las lesiones foliares causadas
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en diferentes huéspedes por C. destructivum, C. dematianumy Oidium sp., Con Scion Image®. En los
frutos, Corkidi et al. (2006) cuantificaron la severidad de la antracnosis (C. gloeosporioides) en el area
superficial de los frutos de mango utilizando un sistema de analisis de imagenes tridimensional con
alta correlacion con la severidad real (r2 = 0,99). En nuestra investigacion, los métodos de estimacion
visual y digital de las lesiones obtenidas con DLT y ALT tuvieron una alta correlacién (R2 = 0,97)
(Figura 8), por lo que se pueden utilizar de forma intercambiable para evaluar la antracnosis del mango,

dependiendo de las condiciones del sitio de los estudios experimentales.

Analisis de correlacion.

Independientemente de la técnica de inoculacion utilizada (DLT o ALT), los periodos de incubacién
mas largos se correlacionaron con la severidad mas baja (R2 = -0,90 DLT, -0,89ALT) e incidencia (R2
=-0,77DLT, -0,85HAL). En contraste, la incidencia se correlacioné positivamente con la severidad (R2
=0,92DLT, R2 = 0,86ALT) (Figuras 1y 2). La relacion entre estas variables fue informada previamente
por Chala et al. (2010), que informaron una correlacion significativa (r2 = 0,86-0,92) entre la incidencia
y la severidad de la antracnosis en hojas de Sorghum vulgare inoculadas con C. sublineolum. Ademas,
Lamsupasit (1993) observé que la esporulacién y el periodo de incubacion de C. gloeosporioides en
seis accesiones de la leguminosa de Stylosanthes hamata presentaron una correlacion positiva (P
<0,05) con la resistencia (AFPC) de plantas adultas en el campo y documentaron una estrecha relacion
Entre el periodo de incubacion, esporulacién diaria y AUDPC (r = 0,90). En los cultivares de melocoton
y nectarina se observé que una mayor resistencia a Monilinia fructicola se correlaciona con una
epidermis mas gruesa y mas densa que en los cultivares susceptibles, factores que retrasan la
penetracion del hongo y promueven periodos de incubacion mas largos (Adaskaveg et al., 1989,
1991). Segun Niks (1986), en la resistencia no hipersensible, como la resistencia pre-haustorial,

pueden observarse periodos de incubacion mas largos y menos esporulacion, posiblemente debido al
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frecuente fracaso del desarrollo haustorial, como en Puccinia hordei en cebada. También al lento
crecimiento de las colonias de hongos, como sucede en Oidium (Erysiphe graminis f. Avenae) de
avena (Carver y Carr, 1978). El acuerdo entre las dos técnicas (DLT o ALT) probado en este estudio
muestra que una rapida inoculacion de laboratorio ofrece importantes ventajas en la deteccion de
tolerancia ahorrando tiempo y recursos. Ambas técnicas son Utiles para evaluar la enfermedad con
precision y precision y deben implementarse en programas de mejoramiento que consideren el cribado
temprano de genotipos para antracnosis en tejido vegetativo cuando no es posible realizarlo en
inflorescencias y frutos. Este enfoque es particularmente util cuando se introducen nuevos cultivares
de interés comercial en el mercado de exportacion y se prioriza la caracterizacion sanitaria de los
materiales para estimar el potencial impacto epidémico y la demanda de tecnologia de gestion
sanitaria para su cultivo. Las ventajas de DLT han sido documentadas por Tu (1986), quienes
concluyeron que la técnica de hojas divididas fue eficiente para evaluar la patogenicidad, virulencia y
resistencia de cultivares de frijol a C. lindemuthianum o multiples patdégenos utilizando una unica planta
y evitando situaciones indeseables como ausencia De indculo y condiciones ambientales adversas.
Ademas, Bigirimana (2001) demostrdé que la inoculacion de las hojas desprendidas excedio la
inoculacion de semillas y plantulas germinadas debido a su mayor velocidad y sensibilidad, aunque
los tres métodos permitieron caracterizar de forma similar la resistencia de las cultivares de frijol a C.
lindemuthianum. Moral y Trapero (2009) encontraron una alta correlacién entre la incidencia y
severidad de la antracnosis de la aceituna en el campo y en las frutas desprendidas. Miles et al. (2012)
demostraron que diferentes técnicas de inoculacién de C. acutatum en frutas desprendidas (spray,
goteo e inyeccion) en arandanos fueron Utiles para evaluar la resistencia ya que operan con la misma

eficiencia y proporcionan una evaluacion rapida de la resistencia.

63



Iy =-1.0703x+ 71573
] =1.94 A
53 r=0.1 %
7
]
T 4] RS
pH "
: ] - &
b 3 ]
; o
3 ] L
0 2 4 =)
Incuhbation period {dai)
QD.U E 'ﬁ..__ ........ 0 C
F 550 ; oA
3 san g
c ]
s ]
i 030
S g ] y=-44385x+ 1044
B r=0.37
43.0
[n] 2 4 £a
Incubaticen pericd {dai)
5.5 1
1 v=0.1903x- 13.514 o E
45 E r=.52 ,-"‘.
=]
£ 35 4 o 0
@ ag EG Q--"'.DQ
1.7 @
1.5 4
&0 8l ad Ol 100
Incidance (%)
GO0
i 1 G
2 400 Hy = 07008 +0.2739 »
= ] r=0.597 o
5300 oo
o 1 ar?
Z 200 A e
£100
4 |
=
‘A D.00
o 108 200 300 400 500 .00

Soverity [va) visual [ALT)

Figura 7. Analisis de regresion lineal de las variables severidad, incidencia y periodo de incubacion
en hojas de 15 dias de desarrollo de 11 cultivares de mango (Mangifera indica) inoculados con
Colletotrichum gloeosporioides con las técnicas de la Hoja Detechada (DLT: A, C, E) Y Hoja adosada

(ALT: B, D, F). Correlacion entre la estimacion visual y digital de la severidad en DTL y ALT (G). R

coeficiente de Pearson.

6 1 v=-0.5970c+ 7.1467 8
] r=1.50
b
s Q.
1 e
7 ] T,
] 7 o B0
2 1 g
1 17 n 10
Incubalian peariad {dai]
A0 Jy= 577144+ 10531 O
an 3 r={.E5
750 o0
H5.0 '3;.1'@:..
550 3 ok
: D
4510
) 2 4 & g 10
Incubation pericd {dai)
5.5 1
] y=00854x- 2.6359
T - 0.86 F
35 e
] o
25 g
1 0O peE e
15 L—=" =
45 5D 55 ED &5 M 7% HD

64

Inidenge (%)



CONCLUSIONES

* Los cultivares de mango Alphonse, Neelum, Kesar y Ivory son los mas tolerantes a la antracnosis
vegetativa.
* Existe una correlacion negativa de los periodos de incubacion con la incidencia y la severidad, y

positiva entre la incidencia y la severidad.

* Las técnicas de hojas desprendidas y unidas son utiles para inducir la antracnosis y estimar la
expresion de virulencia de C. gloeosporioides, sin embargo, la técnica de hojas desprendidas

promueve los valores mas altos de la enfermedad y aumenta la eficiencia del trabajo experimental.

* El procesamiento digital de imagenes es una herramienta Util para la evaluacion precisa de la
antracnosis vegetativa del mango y puede ser incorporado en la evaluacion de diferentes interacciones

parasitarias
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DISCUSION GENERAL
Colocar el indculo en la superficie abaxial de hojas viejas de 20 dias en condiciones oscuras a una
concentracion de 1x105 conidios mL-! del aislamiento Gro suspendido en monolaurato de polioxietilen-
20-sorbitan al 0,1%, utilizando un brocha suave para no causar Cualquier herida, fue la mejor opcién
integrada para reproducir de manera consistente los sintomas de resultados similares fueron
reportados por Gutiérrez-Alonso et al. (2001), que caracteriz6 cepas de C. gloeosporioides de varias
regiones productoras de mango en México a través de estudios de morfologia, morfometria, tasa de
germinacion, crecimiento, esporulacion y patogenicidad. La condicion que permitio la estimulacion de
la germinacion con mayor eficacia fue la oscuridad, similar a lo reportado por, Nelson et al. (2014) y
Moral et al. (2009) encontraron que la incubacion en la oscuridad a 25 °C favorecié la infeccién exitosa
y la presencia de sintomas en frutos de mango inoculados con Colletotrichum spp. Inclui un
surfactante-dispersante fue clave en el experimento y se encontrd a polioxietileno-20-sorbitancomo la
mejor opcién para los objetivos planteados, a su vez Gutiérrez-Alonso et al. (2001) y Jayasankar et al.
(1999) encontraron que el monolaurato de polioxietileno-20-sorbitan en suspensiones de conos de C.
gloeosporioides para inocular frutos de mango resulté en la tasa de germinacion mas alta. La mejor
concentracién de conidios para tener un balance entre factibilidad de obtencion de inoculo y
reproduccion de sintomas fue 1X10% conidios/mL-1, concordante con lo encontrado Alemu et al. (2014)
quienes obtuvieron sintomas tipicos cuando inocularon frutos de mango con la misma densidad de C.
gloeosporioides conidia mL-! para evaluar la actividad antifingica de los extractos. EI método de
inoculacion de hojas desprendidas fue Util para evaluar la virulencia de los aislados experimentales de
mango, analogo al usado satisfactoriamente para clasificar la alta virulencia de cepas de C.
gloeosporioides mango (Rojas-Martinez et al., 2008) y C. lindemuthianum (Tu, 1986) a través de un

método de hojas desprendidas.
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Los cultivares Alphonse y Neelum mostrarén los valores méas bajos de severidad e incidencia y el
periodo de incubacion mas prolongado, segun los resultados observados en las técnicas de hojas
sueltas (DLT) y anexas (ALT) que los clasifico como baja susceptibilidad a la antracnosis. En contraste,
los cultivares de Nam Doc Mai, Rosygold y Cotaxtla muestran la mayor incidencia y severidad, con el
corto periodo de incubacién, siendo altamente susceptible a la antracnosis. Fairchild, Atadlfo
Diamante, Ataulfo Zafiro y Mallika en el rango medio; Kesar (DLT) y Marfil (ALT) fueron de baja
susceptibilidad a la antracnosis. Se ha documentado que los frutos de cultivares comerciales son
susceptibles a la antracnosis (Nishijima, 1993, Paez, 1997, Pernezny y Ploetz, 2000). Se observo que
todos los cultivares evaluados fueron afectados por la antracnosis, pero Alphonse, Neelum, Kesar y
Marfil mostraron la mayor tolerancia resultados fueron similares a los reportados por Lei et al. (2006)
y Chanana et al. (2005), quienes observaron resistencia moderada en el cultivar Mallika, pero
contrastaron con Nishijima (1993) y Haggag (2010), quienes reportaron que Neelum y Alphonse eran
muy susceptibles y clasificaron a Fairchild como resistente. En este estudio se utiliz6 el software GIMP
2.0 para WindowsTM que resulté efectivo para evaluar la severidad de la antracnosis foliar inducida
artificialmente en cultivares de mango, un método similar fue utilizado por Sauceda-Acosta et al. (2015)
para evaluar la severidad de la roya del trigo de la hoja causada por Puccinia triticina con el software
Image J 1.0 para WindowsTM y Wijekoon et al. (2008) para cuantificar con exactitud la severidad de
las lesiones foliares causadas en diferentes huéspedes por C. destructivum, C. dematianum y Oidium
sp., Con Scion Image®. Independientemente de la técnica de inoculacion utilizada (DLT o ALT), los
periodos de incubacién mas largos se correlacionaron con la severidad més baja e incidencia, en
contraste, la incidencia se correlacion6 positivamente con la severidad, resultados similares a los de
Chala et al. (2010), que informaron una correlacion significativa entre la incidencia y severidad de
antracnosis en hojas de Sorghum vulgare inoculadas con C. sublineolum. Ambas técnicas son Utiles

para evaluar la enfermedad con precision y precision y deben implementarse en programas de
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mejoramiento que consideren el cribado temprano de genotipos para antracnosis en tejido vegetativo
cuando no es posible realizarlo en inflorescencias y frutos, este enfoque es particularmente util cuando
se introducen nuevos cultivares de interés comercial en el mercado de exportacion y se prioriza la
caracterizacion sanitaria de los materiales para estimar el potencial impacto epidémico y la demanda
de tecnologia de gestion sanitaria para su cultivo. Las ventajas de DLT han sido documentadas por
Tu (1986), quienes concluyeron que la técnica de hojas divididas fue eficiente para evaluar la
patogenicidad, virulencia y resistencia de cultivares de frijol a C. lindemuthianum o multiples patogenos
utilizando una unica planta y evitando situaciones indeseables como ausencia de indculo y condiciones

ambientales adversas.

CONCLUSIONES FINALES

o Existe una correlacion negativa de los periodos de incubacion con la incidencia y la severidad,
y positiva entre la incidencia y la severidad.

¢ Ambas técnicas fueron altamente efectivas para la induccion de sintomas de antracnosis en
hojas.

e Las técnicas de hojas desprendidas y unidas son Utiles para inducir la antracnosis y estimar
la expresién de virulencia de C. gloeosporioides, sin embargo, la técnica de hojas
desprendidas promueve los valores mas altos de la enfermedad y aumenta la eficiencia del

trabajo experimental.

e Los cultivares de mango Alphonse, Neelum, Kesar y Ivory son los méas tolerantes a la
antracnosis vegetativa.

e El procesamiento digital de imagenes es una herramienta Util para la evaluacion precisa de la
antracnosis vegetativa del mango y puede ser incorporado en la evaluacién de diferentes

interacciones parasitarias.
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APENDICE

Anexo 1. Sintomas de antracnosis (C. gloeosporioides) inducidos por A (Técnica de hoja desprendida
y B (método de hoja adherida).
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Anexo 2. Croquis del sitio en el huerto comercial de mango (Mangifera indica) “Las Tunas”, Técpan
de Galeana, Gro. cv. Manila. Ciclo productivo 2010-2011.

Anexo 3. Aislamientos de C. gloeosporioides (A=Tux B=0ax, C=Gro, D=Col, E=Sin) utilizados en el

experimento.
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Anexo 4. A= deposicion de indculo, B= Superposicion de cubre objeto, C= humedecimiento de cajas
Petri con agua destilada estéril, D= Formacién de cdmara humeda, E-F= conteo de germinacién por

microscopia de luz.
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Anexo 5. Obtencion de inoculo: A=obtencién de la cepa, B= desprendimiento de cuerpo micelial, C-D=formacion de acérvulos miceliales, E= Acérvulo

micelial, F= desprendimiento de conidios.
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Anexo 6. Obtencion de inoculo: A=obtencién de la cepa, B= desprendimiento de cuerpo micelial, C= preparacién de suspensién conidial, D-F
desprendimiento de acérvulos y conidios, G= Suspension conidial, H-K= conteo de conidios en Citdmetro.
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contabilizacién de conidios de Colletotrichum sp.

Anexo 7. A-C
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AT

Anexo 8. Técnica de inoculacién de hoja desprendida, A= seleccidén del material, B=desinfestacién del material, B=establecimiento de unidades

experimentales, D= deposicion de inoculo experimental, E= Establecimiento de cajas himedas .
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Anexo 7. Métodos de inoculacién in vivo. A= pulverizacién manual, B= contacto con un hisopo de algodén, C= contacto directo con el micelio, D=
contacto con un brocha suave (pelo de camello), E= contacto con un pafio de algodén.
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Anexo 7. Sintomas de antracnosis. A= pulverizacion manual, B= contacto con un hisopo de algodén, C= contacto directo con el micelio, D= contacto
con un brocha suave (pelo de camello), E= contacto con un pafio de algodén.
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Anexo 6. Obtencidn de aislamientos de Colletotrichum sp. A= hojas con sintomas tipicos de antracnosis, B-D= recorte y desinfeccion de material
sintomatico, F-H= siembra en medio de culto.

83



o Edkw  Sdecchknas Mer maps Capa  Coblres Hemardentr  Flims  Vevians  ayuds
=y o B ooy ™y oy e oy, Ry ey, oy R oy, R

Histograma

Capas, Canales, Ruias, Des.. B
B o g7 w I:

Caja de hesramient - [0

& FE ‘1 T."'i" 5
e} /8 I e
#ﬂ L SR b= | ::m - m:-:::

=N vl - - By B o
X8 & BQ | 7 -
& =B o -Elpr
Fracad B

[ ‘ 52 Mill
10 i
I e T Fv.  Bafia wis -.I

Anexo 7. Procesamiento de imagenes digitales de hojas con sintomas de antracnosis (Colletotrichum sp.) inducidos por la técnica de hoja adherida inoculadas con
el aislamiento Gro (Colletotrichum sp.) suspendido en polisorbato 20 (0,1%) a densidad 1x10° conidios mL-" en hojas de mango cv. "Atadlfo" 20 dias en condiciones

de vivero utilizando el software GIMP 2.0.
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Anexo 8. Célculo de severidad de imagenes digitales de hojas con sintomas de antracnosis (C. gloeosporioides) inducidos por la técnica de hoja
adherida inoculadas con el aislamiento Gro (Colletotrichum sp) suspendido en polisorbato 20 (0,1%) a densidad 1x10° conidios mL-"en hojas de mango
cv. "Ataulfo" 20 dias en condiciones de vivero utilizando el software GIMP 2.0.por medio de imé&genes digitales utilizando el software GIMP 2.0.
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