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RESUMEN
Colletotrichum es uno de los géneros de hongos mas importantes en el mundo, debido a
su gran diversidad genética, amplio rango de hospedantes y distribucion. En México,
Colletotrichum causa antracnosis en frutos de aguacate, mermando la calidad y
produccion. La aplicacion de fungicidas autorizados es una estrategia implementada en
el manejo integrado de esta enfermedad. Sin embargo, se desconoce la diversidad de
especies de Colletotrichum causantes de antracnosis en aguacate, asi como la
sensibilidad/resistencia a fungicidas. El objetivo de esta investigacion fue identificar,
caracterizar y proponer opciones de control quimico, a través de filogenia, morfologia,
distribucion, patogenicidad y sensibilidad a fungicidas, de las especies causantes de
antracnosis en frutos de aguacate cv. Hass, en las principales regiones productoras de
México. Se aislaron 232 cepas de Colletotrichum, las cuales se agruparon con base en
caracteristicas culturales y morfoldgicas. Un subgrupo de 104 cepas se selecciond y
analizo con base en la amplificacion y secuenciacion del gen que codifica al gliceraldeido-
3-fosfato deshidrogenasa. Posteriormente, se seleccionaron diferentes haplotipos de
acuerdo a al origen para su identificacién mediante el analisis filogenético multilocus. Se
identificaron 11 especies ocasionado antracnosis en aguacate, de las cuales, dos fueron
reportadas previamente en México (C. karsti y C. godetiae), tres son nuevos reportes en
el pais (C. siamense, C. fioriniae, y C. cigarro), cuatro nuevos reportes en el mundo
asociados al aguacate (C. chrysophilum, C. jiangxiense, C. nymphaeae, y C. tropicale) y
dos nuevos linajes (Colletotrichum sp. 1 y 2). Todas las especies fueron sensibles a
tiabendazol, con valores de CEso< 0.4 mg Ly CEgs < 2 mg L™, mientras que siete
especies (C. siamense, C. chrysophilum, C. tropicale, C. jiangxiense, C. karsti, C.
fioriniae y C. nymphaeae) fueron resistentes a azoxistrobin, con valores de CEso > 1000
mg L. Estos resultados permitiran implementar mejores estrategias de manejo de la

antracnosis en aguacate.

Palabras clave: Complejos de especies de Colletotrichum, identificacion, nuevos

reportes de Colletotrichum, resistencia
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ABSTRACT

Colletotrichum is one of the most important fungi genus in the world due to high genetic
diversity, wide host range and distribution. In Mexico, Colletotrichum causes anthracnose
on avocado fruit, diminishing quality and production. Spraying of authorized fungicides
is a strategy implemented in the integrated management of the disease. Nevertheless, the
Colletotrichum species diversity causing avocado anthracnose is unclear, as far as the
sensitivity/resistance to fungicides. This study aimed to identified, characterize and
propose management chemical options, through phylogeny, morphology, distribution,
pathogenicity and fungicide sensitivity, the Colletotrichum species causing anthracnose
on avocado fruit cv. Hass, obtained from the main producer regions in Mexico. A total of
232 isolates were obtained, which were grouped based on cultural and morphological
characteristics. A subset of 104 isolates was selected and analyzed by amplification and
sequencing of gene coding gliceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. Haplotypes from
several origin were selected for multilocus identification. Eleven species were identified
causing antracnose on avocado, which two were previously reported in Mexico (C. karsti
y C. godetiae), three novel reports in Mexico (C. siamense, C. fioriniae, and C. cigarro),
four new records associated with avocado in the world (C. chrysophilum, C. jiangxiense,
C. nymphaeae, and C. tropicale), and two novel lineages (Colletotrichum sp. 1 y 2). All
species were sensitivity to thiabendazol with values of CE50<0.4 mg Ly CEgs<2 mg L
! while seven species (C. siamense, C. chrysophilum, C. tropicale, C. jiangxiense, C.
karsti, C. fioriniae y C. nymphaeae) were resistant to azoxystrobin with values of
CEs0>1000 mg L*. These results will enable to implement best management strategies of

avocado anthracnose.

Keywords: Colletotrichum species complexes, identification, new reports of

Colletotrichum, resistance.
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INTRODUCCION GENERAL

Colletotrichum es uno de los ascomicetos més estudiados a nivel mundial, ocup6 el
octavo lugar en importancia debido a la gran diversidad morfoldgica y genética, distribucion
y nimero de hospedantes (Dean et al., 2012). Este género esta conformado por diversos
complejos de especies cripticas que se diferencian mediante andlisis filogenéticos (Weir et
al., 2012; Damm et al., 2012a, 2012b, 2019; Jayawardena et al., 2016). Actualmente, se
conocen 200 especies distribuidas en 14 complejos de especies y otras llamadas ‘especies
Unicas’, las cuales no se agrupan en algiin complejo conocido (Jayawardena et al., 2016; Fu
et al., 2019; De Silva et al., 2019). Una especie filogenética puede definirse como el
conjunto de organismos que forman un grupo monofilético mediante homologia de
secuencias de DNA. La separacion de especies se lleva a cabo mediante filogenia,
complementada con métodos que refuerzan el concepto de especie, como es el
Reconocimiento de Especies a través de la Concordancia Genealdgica Filogenética (Taylor
et al., 2000), y métodos coalescentes como el Proceso del Arbol de Poisson (Kapli et al.,
2017) y el Coalescente Generalizado Mezclado de Yule (Fujisawa y Barraclough, 2013).
Estos métodos se han utilizado en el reconocimiento y delimitacién de especies nuevas de
Colletotrichum en diversos hospedantes alrededor del mundo. Por ejemplo, a C. alcornii, C.
baltimorense, C. somesertense, C. zoysiae (Crouch, 2014), C. aracearum, C. camelliae (Hou
et al., 2016), C. henanense, C. jiangxiense (Liu et al., 2015), C. wuxiense (Wang et al.,
2016), C. conoides, C. grossum, C. liaoningense (Diao et al., 2017), C. ledongense, C.
bannanense, C. australisinense (Liu et al., 2018a), C. jinshuiense, C. pyrifoliae (Fu et al.,
2019), y diversos nuevos linajes descritos como Colletotrichum sp. (Cavalcante et al., 2019).

Entre los hospedantes de Colletotrichum, el aguacate es uno de los principales que
ataca, siendo este de alta importancia en México; debido a que en el 2018 se cosecharon

2.18 millones de toneladas, de las cuales el 50% se exportaron a Estados Unidos, Europa y



Asia, representando un ingreso de 2,704 millones de ddlares (SADER, 2020). México es el
principal productor y exportador en el mundo. Aunque existe una gran diversidad genética
de variedades e hibridos de aguacate, el cv. Hass es el méas cultivado y exportado en México.
La produccion y calidad de los frutos de aguacate es afectado por la antracnosis, causando
caida de frutos 0 manchas necréticas que merman la calidad de la fruta. Colletotrichum
gloeosporioides, C. boninense, C. acutatum, C. karsti, C. godetiae y C. fructicola se han
registrado como los agentes causales de la antracnosis en Michoacén, Morelos e Hidalgo
(Silva-Rojas y Avila-Quezada, 2011; Hernandez-Lauzardo et al., 2015; Velazquez-del Valle
et al., 2016; Fuentes-Aragon et al., 2018). La identificacion de las especies es crucial para
mejorar las estrategias de manejo, debido a la diferencia en sensibilidad a fungicidas,
algunas presentan fase sexual y difieren en virulencia, mientras que otras son de importancia
cuarentenaria (De Silva et al., 2017; Sharma et al., 2017; Chen et al., 2018; De Silva et al.,
2019; Fuentes-Aragon et al., 2020).

El control de la antracnosis en México se basa principalmente en la aplicacion de
fungicidas como los cupricos, de accion multisitio y que no generan resistencia, asi como
los sistémicos, de un solo sitio de accidon, incluyendo el tiabendazol, azoxistrobin,
piraclostrobin, fluoxastrobin, propiconazol, ciprodinil y fludioxonil, autorizados en aguacate
para exportacion, regulados por la Administracion de Alimentos y Farmacos de Estados
Unidos (FDA), y la Asociacion de Productores, Empacadores y Exportadores de Aguacate
de México (APEAM, 2020). El género Colletotrichum se caracteriza por el rapido desarrollo
de resistencia a fungicidas con un solo sitio de accion. Se ha reportado resistencia a
tiabendazol, tiofanato metilico y azoxistrobin en C. truncatum (Torres-Calzada et al., 2015),
C. siamense (Hu et al., 2015; Chechi et al., 2019; Fuentes-Aragon et al., 2020), C. musae
(Vieira et al., 2017), C. acutatum (Forcelini et al., 2016), C. perseae y C fructicola

(Yokosawa et al., 2020). EI desarrollo de resistencia puede estar asociada por uno o varios



de los siguientes mecanismos: destoxificacion o reduccién en la entrada del fungicida a las
células, sobreexpresion génica, mutaciones puntuales en los genes de sitio de accion de los
ingredientes activos (i.a.), que evitan la unién del fungicida y sintesis enzimas que son
capaces de sustituir las funciones de la enzima inhibida por el fungicida (Ma y Michailides
2005; Lucas et al., 2015). EI mecanismo més comun de resistencia en el caso de
Colletotrichum, son las mutaciones puntuales, principalmente las estrobilurinas vy
benzimidazoles; aunque se han reportado pocos casos donde la resistencia a estos fungicidas
no se correlaciona con ninguna mutacion en el gen donde actua el fungicida (Baggio et al.,

2018; Fuentes-Aragon et al., 2020).



HIPOTESIS
La diversidad de especies de Colletotrichum causantes de la antracnosis del aguacate
es mayor en México, por ser centro de origen del cultivo y por la antigiiedad de su
domesticacion, respecto a otras regiones productoras en el mundo.
Los mayores dafios de antracnosis del aguacate en México se deben a la aplicacion
constante de fungicidas con un solo mecanismo de accion y deficiente manejo de la

resistencia.

OBJETIVOS
Identificar las especies filogenéticas de Colletotrichum causantes de la antracnosis
en las principales regiones productoras de aguacate en México.
Documentar la distribucién de las especies de Colletotrichum en México.
Estimar la virulencia de cada especie de Colletotrichum asociada a la antracnosis.
Evaluar la sensibilidad in vitro a fungicidas utilizados en las principales regiones

productoras en México.



REVISION DE LITERATURA
El cultivo de aguacate (Persea americana Mill.)
Origen y cultivares

Persea americana Mill. pertenece a la familia Lauraceae, con las mas antiguas plantas con
flores (Renner, 1999). Aproximadamente 80 especies del género Persea se reconocen como
validas, dispersadas desde el norte de México hasta el sureste de Estados Unidos de
Norteamérica, al este en las Indias Occidentales, hacia el sur a través de Centroamérica,
Colombia, Venezuela, Guyanas, Brasil, Ecuador, Bolivia, Pert y Chile (Storey et al., 1986).
Con el tiempo, P. americana se aislé geograficamente, llegando a formar tres razas:
Mexicana, Guatemalteca e India Occidental; designadas como var. drymifolia, var.
guatemalensis, y var. americana, respectivamente (Bergh y Elistrand, 1986). Las tres razas
poseen caracteristicas anatomicas Yy fisiologicas distintivas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Comparacion de las tres razas de Persea americana

Caracteristica Razas
Mexicana Guatemalteca India Occidental
Arbol
Adaptacion climatica Semitropical Subtropical Tropical
Tolerancia a frio Mayormente Intermedio Menormente
Tolerancia a salinidad Menormente Intermedio Mayormente
Fruto
Meses a maduracion 6 12 5
Tamafo Pequefio Variable Variable
Pedicelo Esbelto Delgado Cabeza de clavo
Grosor de exocarpio Muy delgado Delgado Mediano
Exterior del exocarpio Ceroso Aspero Brillante
Tamarfio de la semilla Larga Pequefia Variable
Contenido de aceite Muy alto Alto Bajo
Sabor de la pulpa Condimentado  Almendrado Suave

Tomado de Bergh y Elistrand (1986).



La gran variacion dentro de la progenie autofecundante, cuestiona la validez de la definicion
de razas y especies en el género Persea (Mhameed et al., 1997), debido a la dispersion y
domesticacion de este arbol, de forma independiente en América, a través de diferentes

culturas prehispénicas antes de la llegada de los espafioles (Galindo-Tovar, et al., 2008).

Produccion nacional y exportacion

México es el principal productor y exportador de aguacate en el mundo, con mas de
2.1 millones de toneladas producidas en 2018. Tan solo en nueve afios, la produccion
aumentd casi 1 millon de toneladas. Estados Unidos de Norteamérica es el principal
importador de aguacate mexicano, generando un ingreso anual de més de 2,000 millones de
dolares. Otros paises importadores son Canada, Japén, Paises Bajos, China, Espafia, Francia,
Honduras, El Salvador, Reino Unido y China (SADER, 2020).

En México, Michoacén es el principal productor con 76.6% del total, seguido por
Jalisco (9.2%), Estado de México (4.5%), Nayarit (2.6%), Morelos (2.0%), Guerrero (1.1%),
Chiapas (0.7%), Puebla (0.7%), Yucatan (0.5%) y Oaxaca (0.4%) (SADER, 2020). En
México, el consumo per cépita fue de 7.9 kg en 2018, mientras que en Estados Unidos de
Norteamérica se incrementd hasta 3.5 kg (APEAM, 2020). Aunque el cultivo del aguacate
genera considerables ingresos, la produccion ha traido problemas colaterales, como la
deforestacion y el desabasto de agua, los cuales son méas severos en Michoacén, principal
region productora de México (Héaberli, 2019).

Principales enfermedades

La produccion de aguacate es mermada en rendimiento y calidad por diversos
patogenos. A nivel mundial, se han reportado enfermedades en frutos, ramas y raices,
causadas por hongos, bacterias, algas y viroides. Las registradas en la literatura son causadas

por algas (Cephaleuros virescens) (Vaconcelos et al., 2016); hongos: antracnosis en frutos



y ramas (Colletotrichum spp.) (Silva-Rojas y Avila-Quezada, 2011; Sharma et al., 2017;
Fuentes-Aragén et al., 2018), pudricion café de raiz (Phellinus noxius) (Dann et al., 2009),
pudricién comdn de raiz (Calonectria ilicicola, Cylindrocladium y Cylindrocarpon) (Dann
et al., 2012; 2013), mancha por Cercospora (Pseudocercospora purpurea) (Marais, 2004;
Dann et al., 2013), cancro y muerte descendente de ramas (especies de Botryosphaeriaceae)
(McDonald y Eskalen, 2011; Valencia et al., 2019), enfermedad del Laurel (Raffaelea
lauricola y R. canadiensis) (Eskalen y McDonal, 2011; Ploetz et al., 2012; 2017), pudricion
de raiz por Armillaria (Armillaria spp.) (Dann et al., 2013; Elias-Romén et al., 2018),
mancha de asfalto (Phyllachora gratissima) (Dann et al., 2013), pudricion por Verticillium
(Verticllium spp.) (Dann et al., 2013; Markakis et al., 2014), pudricion blanca de raiz
(Rosellinia necatrix) (Arjona-Girona et al., 2017), tristeza del aguacatero (Phythophthora
cinnamomi) (Ochoa-Fuentes et al., 2015; Ramirez-Gil et al., 2016), cenicilla (Oidium
persea-americanae y Podosphaera persea-americanae) (Liberato y Barreto, 2006; Siahaan
et al., 2016), rofia (Sphaceloma perseae), mancha plateada (Mycosphaerella perseae),
fumagina (Capnodium spp.), pudricion de pedunculo (Botryosphaeria, Thyronectria
pseudotrichia, Phomosis, Fusarium spp., Pestalotiopsis y Rhizopus) (Dann et al., 2013;
Twizeyimana et al., 2013; Qiu et al., 2020). Ademas, las causadas por bacterias: cancro
bacteriano (Pseudomonas syringae y Xanthomonas campestris), pudricién bacteriana suave
en fruto (Pectobacterium carotovorum), hoja corchosa (Xylella fastidiosa) (Dann et al.,
2013); asi como la provocada por el viroide mancha de sol (Avocado sunblotch viroid)

(Saucedo-Carabez et al., 2014).

Identificacion molecular de hongos
Se estima que existe un total de 2.2 a 3.8 millones de especies fungosas en el planeta, de las

cuéles, solamente se han descrito 120,000 (Hawksworth y Liicking, 2018). La identificacion



a nivel especie es crucial para investigaciones basicas (ecologia y taxonomia) y aplicadas
(gendmica comparativa, bioprospeccion, cuarentena de patdgenos). Ademas, el diagnostico
preciso juega un papel relevante en la prevencion de la dispersion de fitopatdgenos
cuarentenados y el manejo éptimo de las epidemias (Luchi et al., 2020).

Con avances en la biologia molecular, desde el descubrimiento de la estructura del
DNA, desarrollo de la técnica de PCR y la secuenciacion, se ha intensificado la
identificacion molecular de cualquier organismo vivo. El apogeo de la aplicacion de estas
técnicas en hongos, surgié hace solamente dos décadas, principalmente en Estados Unidos
de Norteamérica y Paises Bajos. En México, pocos estudios de hongos fitopatdgenos se han
realizado en esta area de investigacion, implementando andlisis filogenéticos multilocus.
Algunos géneros importantes estudiados en México, con este enfoque, son Lasiodiplodia,
Neopestalotiopsis y Colletotrichum, en los cuales pocos aislamientos se secuenciaron para
el analisis molecular (<100) (Cristobal-Martinez et al., 2017; Fuentes-Aragoén et al., 2018;
Bautista-Cruz et al., 2019; Juarez-Vazquez et al., 2019; Fuentes-Aragén et al., 2020;
Rebollar-Alviter et al., 2020; Tovar-Pedraza et al., 2020). Esto se refleja en el
desconocimiento de la gran diversidad de hongos fitopatdgenos aln no estudiados en
cultivos importantes, como durazno, vid, pera, berries, citricos y hortalizas. Esta falta de
estudios puede deberse a que, las técnicas moleculares utilizadas para la identificacion y
deteccion de hongos fitopatdgenos, necesitan ser mas robustas, econémicas y féciles de
realizar; debido a que, en paises en desarrollo, estas tecnologias son caras e inviables para

aplicarse a gran escala (Aslam et al., 2017).

El concepto y delimitacion de especies de hongos
El concepto de especie ha evolucionado con el tiempo, y ha dependido de las herramientas

tecnoldgicas y técnicas para el estudio de los seres vivos. Se han descrito diversos conceptos



segun el area de estudio. Sin embargo, se ha tratado de unificar este concepto para todas las
ramas de las ciencias bioldgicas (De Queiroz, 2007). En Micologia, este concepto ha pasado
a través de las delimitaciones bioldgica, morfologica, de compatibilidad vegetativa,
molecular y filogenética (Taylor et al., 2000). El término “especie filogenética” se define
como “el menor grupo monofilético inclusivo definible por al menos una autapormofia”
(Hull, 1997). En este contexto, monofilético se refiere a “un grupo donde se incluye un taxon
ancestral y todos sus descendientes, descrito frecuentemente como clado en la literatura”
(Baum, 2008), y la autapormofia, como “rasgos que se encuentran en un solo miembro del
grupo” (McLennan, 2010); 0 mas precisamente, como “un estado de caracter derivado que
se observa en un solo taxén de un grupo de datos determinado” (Lemey et al., 2009; Braum
y Smith, 2013).

Taylor et al. (2000) propuso el método de Reconocimiento de Especies a través de
la Concordancia Genealdgica Filogenética (Genealogical Concordance Phylogenetic
Species Recognition, GCPSR), que se enfoca en delimitar las especies usando analisis
filogenético multilocus. Este consiste en reconstruir un arbol filogenético por cada locus
comunmente utilizado en los grupos de organismos correspondientes; posteriormente, se
visualiza si existe concordancia de cada clado, donde el limite de las especies lo define el
clado donde no existe traslape entre las ramas de cada arbol. Es decir, el método se basa en
la deteccion de recombinacion genética entre clados cercanos. Con base en esto, se
desarroll6 una prueba estadistica simple y robusta para detectar recombinacién genética
utilizando alineamientos de secuencias de DNA, llamada indice de Homoplasia por Pares
(Pairwise Homoplasy Index, PHI) (Bruen et al., 2006).

El método de GCPSR usando PHI es ampliamente utilizado para delimitar y
reconocer especies filogenéticas de hongos, incluyendo complejos en la cual la delimitacion

es complicada, debido a la presencia de especies cripticas. Algunos géneros fitopatdgenos



importantes, en los cuales se ha aplicado este método son Colletotrichum (Crouch, 2014;
Liu et al., 2015; Diao et al., 2017; Hassan et al., 2019; Cao et al., 2019; Fu et al., 2019) y
Fusarium (Laurence et al., 2014; Sandoval-Denis et al., 2018; Lombard et al., 2019;
Sandoval-Denis et al., 2019). Aunque se han adoptado estos enfoques, también se han
integrado diversas pruebas para delimitar con mayor precision las especies, incluyendo
métodos coalescentes como el Poisson Tree Processes (Kapli et al., 2017) y Generalized
Mixed Yule-coalescent processes (Fujisawa y Barraclough, 2013), que se ha utilizado para
delimitar especies en los géneros Colletotrichum (Liu et al., 2016), Aspergillus (Hubka et
al., 2018; Sklenar et al., 2020), Gymnosporangium (Zhao et al., 2016) y Beauveria
(Bustamante et al., 2019). Los escasos trabajos utilizando estos métodos para la delimitacion
de especies de hongos realizados en el mundo, reflejan el desacuerdo existente en la
comunidad cientifica micoldgica para definir y establecer una estrategia universal para la
delimitacién de especies; debido a que existen otros métodos que pueden integrarse para el

mismo proposito en cualquier ser vivo (Leavitt et al., 2015).

El género Colletotrichum

Las especies de Colletotrichum se ha reportado principalmente como patdgenos, pero
ademas como enddfitos y saprofitos, en diferentes partes del mundo y en ambientes terrestres
y acuaticos (Wijayawardene et al., 2017). La identificacion de especies del se ha vuelto una
tarea dificil, debido a la gran diversidad morfolégica y cultural, ademas de la ambiguiedad
gue existe en los métodos para delimitarlas (Cai et al., 2009). A continuacion, se revisan

aspectos principales de este género.
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Taxonomia

El género Colletotrichum se introdujo por Corda en 1831 para describir la especie C.
lineola, como parte de la familia Glomerellaceae (Wijayawardene et al., 2017).
Posteriormente, con la publicacion de Arx en 1957, la taxonomia se basd en caracteristicas
morfologicas, sin considerar la patogenicidad (Cannon et al., 2012). Para identificar especies
del género Colletotrichum se han utilizado caracteristicas morfoldgicas y culturales,
incluyendo tamafio y forma de conidios y apresorios, presencia 0 ausencia de setas,
esclerocios, acérvulos y fase sexual, color y textura de la colonia y tasa de crecimiento in
vitro (Hyde et al., 2009). No fue hasta la primera reunion internacional sobre Colletotrichum
en la Universidad de Bath, UK en 1990, donde se propuso la aplicacion de la biologia
molecular en la taxonomia (Cannon et al., 2012). Desde entonces, la taxonomia evoluciond
desde el uso de secuencias de DNA, reconstruccion de arboles filogenéticos usando la region
ITS, hasta la actualidad, donde se utilizan genes housekeeping (genes que se expresan
constantemente debido a su esencialidad en el metabolismo celular) para analisis multilocus.

Actualmente se aceptan méas de 200 especies de Colletotrichum identificadas
mediante analisis filogenético multilocus, distribuidas en 14 complejos de especies
(Jayawardena et al., 2016; Marin-Felix et al., 2017; Silva et al.,2020), y diversas especies
gue aln no se agrupan en ningun complejo descrito (Jayawardena et al., 2016; Fu et al.,
2019). Cada complejo de especies se estudia mediante el analisis de diversas regiones
genomicas, siendo los mas comunes, los de la regién ITS, y los genes que codifican para
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, actina, tubulina, quitina sintetasa, e histona. En
complejos como C. gloeosporioides donde existe mayor dificultad para la delimitacion de
especies, se han agregado los genes glutamina sintetasa y de compatibilidad vegetativa

(Vieira et al., 2020).
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Morfologia

La mayoria de las especies presentan la fase asexual, y solamente algunas muestran
la sexual. Este género es ampliamente diverso en morfotipos y presenta diversidad
interespecifica o intraespecifica. A continuacion, se describen de forma general las
principales estructuras (Marin-Felix et al., 2017):

Conidios: son cilindricos, agudos en los extremos, fusiformes, irregulares y
ovalados; miden de 10-30 x 3-7 um. En la mayoria de las especies son hialinos, lisos o
rugosos en la superficie. Algunos con hilo prominente o apéndice filiforme. Apresorios solos
0 en grupo, café oscuro a negro claros, globosos o irregulares, con margenes lisos, ondulados
o irregulares. Ascas presentes en algunas especies, unitunicadas, cilindricas con 8
ascosporas. Ascosporas sin septos, hialinas y con paredes lisas, de formas cilindrica, oval o
fusiforme, rectas o curvadas. Setas presentes o ausentes en medio de cultivo, la mayoria café
oscuras, con 1 a 8 septos, gruesas en la base con tendencia suave hacia el apice. Conidomatas
acervulares, visibles en medio de cultivo, color anaranjado, tornandose café a negro con el
tiempo; se producen masivamente en medio Spezieller Nahrstoffarmer agar (SNA)
amendado con fasiculas de pino. Colonias algodonosas, planas, con poco o abundante
micelio aéreo, margenes crenados, lisos, dentados o irregulares. Micelio de color blanco,
olivaceo, rosado, café oscuro y sus combinaciones. Algunas especies producen conidiomatas
acervulares visibles o escondidos en el micelio. El reverso del micelio con aglomeraciones
de puntos café oscuros, color anaranjado uniforme o con anillos café oscuro concéntricos.

Variacion en la tasa de crecimiento, dependiendo de la especie y condiciones de crecimiento.

Colletotrichum como patogeno
Colletotrichum es el agente causal de la antracnosis, caracterizada por la formacion

de lesiones hundidas sobre frutos, ramas, flores, bulbos y hojas (Cannon et al., 2012);
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sintomas tipicos de este género; sin embargo, se ha reportado a Elsin6e ampelina causando
antracnosis en hojas y tallos en vid en Brasil y Australia (Santos et al., 2018a, b).
Colletotrichum se ha reportado como causante de pudriciones en tallo de maiz (Zea mays)
(Cotaetal., 2012; Sanz-Martin et al., 2016), tubérculos de papa (Solanum tuberosum) (Cakir
et al., 2019), corona de fresa (Fragaria x ananassa) (Mangandi et al., 2015) y raiz en
jitomate (Solanum lycopersicum) (Vrisman et al., 2017; Fealko et al., 2019).
Colletotrichum presenta cuatro tipos de ciclo de vida: necrotrofico, hemibiotréfico,
latente y endofitico, los cuales dependen de la especie de Colletotrichum, madurez
fisiologica del hospedante y las condiciones ambientales; sin embargo, el tipo
hemibiotrofico es el mas comun (De Silva et al., 2017). Los necrotréficos infectan y
colonizan activamente las células vegetales causando la muerte celular mediante la secrecion
de enzimas liticas o toxinas (Van Kan 2006; De Silva et al., 2017). Los hemibiotrdficos
presentan una etapa biotrofica en etapa temprana del ciclo biolégico, seguido por un cambio
a la etapa necrotréfica (De Silva et al., 2017). Esta transicion se debe a diferentes perfiles
de expresion génica, donde efectores y enzimas del metabolismo secundario se inducen en
la etapa biotrofica, posteriormente hidrolasas y transportadores se sobreexpresan disparando
la etapa necrotrofica (O’Connell et al., 2012). En la etapa latente, Colletotrichum spp.
permanecen dormantes dentro del hospedante por tiempo amplio antes de entrar en la fase
activa. La transicion de esta Gltima etapa, a necrotréfica, puede deberse al declive en la
produccion de sustancias antifungicas como polifenoles y fitoalexinas, o a las condiciones

de pH del hospedante (Prusky et al., 2013).

Colletotrichum como endofito
Un organismo endoéfito puede definirse como aquel que pasa su ciclo biologico, o parte de

este, en tejidos sin sintomas aparentes. En los Gltimos afios se ha puesto mayor atencion a la
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diversidad de especies de Colletotrichum aisladas de tejidos asintomaticos, de las cuales, la
mayoria son nuevas para la ciencia. Por ejemplo, recientemente se han descrito a C.
bletillum, C. caudasporum, C. duyunensis, C. endophytum, C. excelsum-altitudum, C.
guizhouensis y C. ochracea en Bletilla ochracea (Tao et al., 2013), C. carinefi, C.
chiangraiense, C. doitungense, C. parallelophorum y C. watphraense en Denrobium spp.
(Ma et al., 2018), C. jishouense y C. tongrenense en Nothapodytes pittosporoides (Zhou et
al., 2019) y C. endophityca en Penisetum purpureum (Manamgoda et al., 2013). Una gran
diversidad de especies descritas se ha aislado como endofitas en diversos hospedantes
(Rashmi et al., 2019). Sin embargo, la mayoria de estas especies también se han aislado de
tejidos con sintomas en el mismo hospedante (Vieira et al., 2014; Lisboa et al., 2018;
Fuentes-Aragén et al., 2020). Esta etapa endofitica esta relacionada con la expresion
diferencial de genes involucrados en la patogenicidad, como son aquellos que codifican
proteinas efectoras secretadas, y médulos de unién de carbohidratos, especialmente los de

quitina (Hacquard et al., 2016).

Ciclo de vida de Colletotrichum

La antracnosis del aguacate es causada por diversas especies de Colletotrichum. En
México se han reportado a C. fructicola, C. godetiae y C. karsti (Hernandez-Lauzardo et al.,
2015; Velazquez-del Valle et al., 2016; Fuentes-Aragon et al., 2018), ademéas de nueve
especies identificadas en este estudio, incluyendo dos nuevos linajes (Capitulo 1I). La
antracnosis se manifiesta en regiones con humedad relativa mayor al 80% (Prusky et al.,
2007). El ciclo de la enfermedad, en forma general, inicia con la deposicion de conidios o
ascosporas sobre los frutos, hojas y ramas. Después de la germinacion conidial (temperatura
optima de 23 a 27.7 °C) (Leandro et al., 2001), las hifas penetran a las células previa

formacion de apresorios, los cuales se desarrollan a una temperatura 6ptima de 18 a 26.5 °C
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(Leandro et al., 2001). Rodriguez-Lépez et al. (2013) encontraron en experimentos in vitro,
que C. gloeosporioides no diferencid apresorios como medio de penetracion, pero si formo
una capa mucilaginosa compuesta por cutinasas y esterasas, que permitieron la infeccion al
degradar la cuticula del fruto (Dickman et al., 2003).

Una vez que penetra a las células, el patdgeno manifiesta la forma biotrdfica, pasando
posteriormente a la fase necrotréfica o quiescente; en la cual, secreta amonio y se acumula
en el sitio de infeccion, aumentando el pH a un éptimo de 7.5 a 8.0. (Prusky et al., 2007).
En esta etapa afecta y esporula en frutos o ramas, y genera indculo secundario. La etapa
quiescente pasa a la etapa necrotréfica cuando los frutos empiezan a madurar, generalmente
en postcosecha, lo cual genera in6culo secundario. El indculo, en forma de apresorios,
conidios, ascas 0 micelio, se conserva en ramas, hojas y frutos que quedan en el suelo hasta
el siguiente ciclo de cultivo (Norman y Strandberg, 1997; Freeman et al., 2002; Sharma et
al., 2017), los cuales se activan y dispersan por la lluvia y el viento. Aunque algunas especies
de Colletotrichum forman esclerocios y clamidosporas que sobreviven en el suelo (Nair et
al., 1983); sin embargo, no se ha demostrado la formacion de estas estructuras en especies
que infectan al aguacate. Diversos estudios sugieren que los hongos endéfitos, pueden pasar
a la etapa necrotrofica por la influencia de factores abioticos, como el cambio en el balance
nutricional de la planta (Alvarez-Loayza et al., 2011); por lo tanto, se sugiere que la etapa
endofitica es una transicién prolongada a la fase necrotrofica.

Algunas especies que afectan al aguacate, como C. jiangxiense, C. chrysophilum, C.
karsti y C. godetiae, presentan la etapa sexual, la cual permite mayor variabilidad genética
de la progenie. Esta fase invernante, pasa a los siguientes ciclos de cultivo de forma similar,

mediante apresorios o micelio (Damm et al., 2012b; Vieira et al., 2014).
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Manejo

En México, la aplicacion calendarizada de fungicidas de contacto y sistémicos, es la
primera opcion de manejo, de la mayoria de los productores. La APEAM en coordinacion
con el SENASICA, establecieron los fungicidas permitidos para la aplicacion en este cultivo,
que incluyen compuestos cupricos y sistémicos (con un sitio de accion). Ademas, la poda es
una estrategia para mejorar la aireacion y reducir la humedad relativa alta favorable para el
desarrollo de antracnosis. Otras opciones consisten en la aplicacion de inductores de
resistencia y micronutrientes. En otras partes del mundo, se colectan y desechan frutos,

ramas y hojas infectadas que caen al suelo, los cuales son fuente de inéculo (Hartill, 1991).

Fungicidas para el manejo de antracnosis en aguacate

La aplicacion de fungicidas en el cultivo de aguacate es indispensable para mantener
la calidad en las etapas de pre y postcosecha de los frutos. La APEAM tiene recomendados
los siguientes fungicidas para su aplicacion en este cultivo: azoxistrobin, piraclostrobin,
propiconazol, compuestos de azufre (azufre elemental), compuestos de cobre (oxicloruro de
cobre, hidréxido cuprico, octanoato de cobre, oleato cuprico, Oxido cuproso, sulfato
cuprocélcico, sulfato de cobre, tribasico de cobre), ciprodinil + fludioxonil, folpet, thiram y
tiabendazol.

Mecanismos de resistencia a fungicidas

Benzimidazoles
Los benzimidazoles tienen como mecanismo de accion la inhibicion de la division celular
por la unién de estas moléculas con la tubulina, impidiendo el ensamble de los microtibulos
(FRAC, 2020). Aparecieron en el mercado al inicio de 1960; actualmente se comercializan
el carbendazim, benomil, tiabendazol, tiofanato-metilico y fuberidazol, para el control de

diversos fitopatdgenos y algunos Basidiomycetes. Sin embargo, mas de 100 especies de
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hongos han desarrollado resistencia a benzimidazoles (Young, 2015). Diversas mutaciones
puntuales en el gen tubulina se ha correlacionado con la resistencia a estos fungicidas en
diversos hongos fitopatdgenos, cominmente en los aminoécidos 6, 50, 167, 198, 200 y 240
(Ma y Michailides, 2005). Sin embargo, en el género Colletotrichum, las mutaciones méas
comunes son E198A (acido glutamico a alanina) y F200Y (fenilalanina a tirosina) en la
subunidad beta de la tubulina (B-tubulina) (Young et al., 2010; Lin et al., 2016; Ramdial et
al., 2016; Vieiraetal., 2017; Han et al., 2018; Chechi et al., 2019). Se han reportado diversas
especies de Colletotrichum altamente resistentes, que no poseen ninguna mutacion en este
gen. Por ejemplo, Baggio et al. (2018) encontré una poblacion resistente de C. acutatum a
tiofanato-metilico (100 mg L), sin exhibir mutacion en el gen B-tubulina. Resultados
similares se encontraron para una poblacién de C. siamense altamente resistente (> 1000 mg

L) a este compuesto (Fuentes-Aragén et al., 2020).

Estrobilurinas

Las estrobilurinas pertenecen al grupo Qol (inhibidores de la quinona externa), las
cuales intervienen con la transferencia de electrones en el sitio Qo (fuera del sitio de
oxidacidn del quinol) en el complejo citocromo bcl de la cadena de respiracion mitocondrial
(FRAC, 2020). Estos son uno de los pocos fungicidas que tienen un amplio espectro de
control, incluyendo Ascomicetos, Deuteromicetos, Basidiomicetos y Oomicetos (Sierotzki,
2015). Sin embargo, este grupo es uno de los mas rapidos en el desarrollo de resistencia. Por
ejemplo, se detectd resistencia de cenicillas en cereales y cucurbitaceas, mildids en
hortalizas y sigatoka negra en banano a solo dos afios de la introduccion en el mercado
(Sierotzki et al., 2000; Sierotzki, 2015). Como en la mayoria de los fungicidas, con un solo
sitio de accion, la resistencia esta correlacionada con mutaciones en el gen de union de los

ingredientes activos, incluyendo la del aminoacido 143 de glicina a alanina (G143A) en el
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gen cytb, que es el mecanismo de resistencia méas frecuente a los Qol en diversos hongos
fitopatogenos (Sierotzki, 2015). En Colletotrichum, esta mutacién se ha confirmado en
aislamientos resistentes a estrobilurinas (Hu et al., 2015; Forcelini et al., 2018; Chechi et
al., 2019; Ren et al., 2020); aunque también se ha detectado la mutacion de fenilalanina a
leucina en la posicion 129 (F129L) en C. acutatum (Forcelini et al., 2016).

Este grupo de fungicidas posee efectos positivos en la fisiologia de las plantas. Uno
de los mas conocidos es el “efecto verde”, debido a que la aplicacion de estrobilurinas
mantiene verde el area foliar del cultivo, permitiendo un mejor llenado de los granos en
cereales (Bartlett et al., 2002). Ademas, se ha demostrado que diferentes estrobilurinas
retardan la senescencia del trigo y gingseng (Panax ginseng) mediante el mejoramiento en
la actividad enzimatica antioxidante (Wu y Tiedemann, 2001; Liang et al., 2018), mitigan
la salinidad e incrementan la clorofila en jitomate (Boari et al., 2019), y aumentan la

intensidad fotosintética en maiz bajo estrés por sequia (Sulewska et al., 2019).

Triazoles

Los triazoles tienen como mecanismo de accion inhibir la desmetilacion de los
esteroles (fungicidas DMI), al igual que los imidazoles (FRAC, 2020). Desde 1990, se
introdujeron 14 nuevos triazoles (tetraconazol, fenbuconazol, epoxiconazol, triticonazol,
bromuconazol, metconazol, ipconazol, fluquinconazol, imebenconazol, simeconazol,
protioconazol, mefentrifluconazol, ipfentrifluconazol y pyrisoxazol), que en la actualidad
dominan el mercado mundial en esta familia quimica (Stenzel y Vors, 2019). El
propiconazol sigue distribuido comercialmente en México; ofrece un amplio espectro para
el control de manchas de hojas y royas en cereales y Musa spp. Ademas, se ha demostrado

la eficacia contra diversas especies de Colletotrichum aisladas de Hevea brasiliensis y P.
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persica (Chen et al., 2016; Cao et al., 2017). En México se ha autorizado el uso del
propiconazol en cultivos como el aguacate.

Se ha encontrado alta resistencia a tebuconazol, metconazol, flutriafol y
fenbuconazol en aislamientos de C. truncatum; ademas de resistencia a flutriafol y
fenbuconazol en C. nymphaeae, con CE50 mayores a 50 mg L™ (Chen et al., 2016; Chen et
al., 2018). En otro estudio, se encontr6 que aislamientos de C. truncatum fueron resistentes
a tebuconazol (CE50 > 40 mg L) y miclobutanil (CE50 > 100 mg L), pero sensibles a
epoxiconazol y difenoconazol (Zhang et al., 2017). Se ha correlacionado la “resistencia
innata” a algunos triazoles en C. truncatum debido a mutaciones puntuales en los genes
CYP51A (L208Y, H238R, S302A, 1366L) y CYP51B (H373N, M376L, S511T), y no con la
sobreexpresion génica de estos (Chen et al., 2018). Esta hipotesis de “resistencia innata” se
soporta debido a que, en otros complejos de especies, no se ha encontrado resistencia a
fungicidas DMI, en estudios donde no se han aplicado triazoles, por ejemplo, se obtuvieron
valores de CE50 < 1 mg L™ con propiconazol y tebuconazol en especies de los complejos
C. acutatum y C. gloeosporioides (Xu et al., 2014; Baggio et al., 2018; Chechi et al., 2019;
Wei et al., 2020). EIl desarrollo de resistencia por la presion de seleccion, también se ha
correlacionado con mutaciones puntuales en el complejo C. gloeosporioides, en CYP51A
(L58V, S175P, A340S, T379A, N476T) y CYP51B (D121N, T132A, F391Y) (Wei et al.,
2020). La diferencia en las mutaciones puntuales se debe a la posible especificidad de unién
de los triazoles con las enzimas que codifican CYP51A o CYP51B, en diferentes especies de

Colletotrichum (Chen et al., 2020).

Fenilpirroles

La resistencia a fludioxonil se ha correlacionado con mutaciones puntuales (R6321 y

delecion en 497) en el gen Mrrl (Li, et al., 2014; Fernandez-Ortufio, et al., 2015), ademas
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de la sobreexpresién de este gen. Sin embargo, se han demostrado diversas mutaciones en
mutantes de campo resistentes, en la histidina kinasa, adenil ciclasa, proteina metil
aceptadora de la quimiotaxis y los dominios de la fosfatasa (HAMP) de la regién N-terminal,
mientras que en los mutantes de laboratorio se han observado las mutaciones en la HAMP
y el dominio HATPasa_c de la region C-terminal (Ren et al., 2016). En otros estudios
tampoco se han detectado las mutaciones en el gen Mrrl (Jurick Il et al., 2017). Chen et al.
(2017) demostraron que el gen AaMFS19 que codifica para el transportador MFS (Major
Facilitator Family) es requerido para la resistencia celular al estrés oxidativo y fungicidas
(incluyendo fludioxonil) en Alternaria alternata. Ademas, aunque no se conoce con certeza
el mecanismo de accién del fludioxonil, el tratamiento con este fungicida en hongos induce
la muerte mediante disrupcion en MAPK (mitogen-activated protein kinase) (Kojima et al.,
2006; Bahn et al., 2007; Degani 2015), lo cual sugiere una disrupcion en la ruta de la
osmorregulacion. Li et al. (2014) secuenciaron 4 genes involucrados en la osmorregulacion
en Botrytis cinerea; sin embargo, no encontraron mutaciones puntuales correlacionadas con

la resistencia en aislamientos sensibles y resistentes.

Concentraciones efectivas 50 (CE50) en estudios in vitro

En experimentos in vitro se debe calcular el efecto de los fungicidas sobre el
crecimiento micelial y/o germinacién conidial, a través de la concentracion efectiva 50
(CE50). La CE50 se define como la dosis de fungicida que inhibe el crecimiento micelial en
un 50% cuando se compara con el crecimiento en el tratamiento control (sin fungicida)
(FRAC, 2020). En diversos estudios, generalmente, se utiliza la regresion lineal entre las
transformaciones logaritmicas de las concentraciones y los porcentajes de inhibicién o
crecimiento relativo de la colonia para el calculo de las CE50s (Torres-Calzada et al., 2015;

Caoetal., 2017; Zhou et al., 2017; Liu et al., 2018; Liu et al., 20194, Liu et al., 2019b). Sin
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embargo, los datos relativos a la inhibicion micelial pueden ajustarse mucho mejor a
modelos no lineales (Noel et al., 2018), como los horméticos y no horméticos (Noel et al.,
2018). La hormesis se define como la estimulacién del crecimiento micelial a
concentraciones de ingredientes activos (i.a.) bajos, sin embargo, los mecanismos que

resultan en este fendmeno no se han estudiado a profundidad en hongos fitopatdgenos.
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CAPITULO I. ESPECIES DE Colletotrichum ASOCIADAS A LA ANTRACNOSIS
DEL AGUACATE EN MEXICO
1.1 RESUMEN
Colletotrichum spp. causa antracnosis en cultivos tropicales y subtropicales alrededor del
mundo. Meéxico es el principal productor y exportador de aguacate; sin embargo, las especies
de Colletotrichum causando epidemias de antracnosis no es clara. Este estudio tuvo como
objetivo identificar las especies de Colletotrichum asociadas a la antracnosis en frutos de
aguacate y determinar su patogenicidad. Se obtuvieron 232 aislamientos de seis regiones
productoras, donde un subconjunto de 104 aislamientos se seleccioné con base en las
caracteristicas culturales y morfoldgicas y el origen. Este subconjunto se secuencid y se
analizé en haplotipos usando el gen parcial de gapdh. Finalmente, 31 cepas se identificaron
a través de andlisis filogenético multilocus (ITS, gapdh, act, chs-1, tub2, his3, gs, and
ApMat). Este estudio revel6 la presencia de dos especies previamente reportadas en México
(C. karsti y C. godetiae), tres nuevos reportes en México (C. siamense, C. fioriniae, y C.
cigarro), cuatro nuevos reportes en el mundo asociados al aguacate (C. chrysophilum, C.
jiangxiense, C. nymphaeae, y C. tropicale) y dos nuevos linajes, llamados aqui como
Colletotrichum sp. 1 y Colletotrichum sp. 2. C. siamense fue el mas prevalente, mientras
que las especies reportadas por primera vez en aguacate fueron las menos prevalentes,
incluyendo los nuevos linajes. C. karsti fue la de mayor distribucion (cuatro regiones),
seguida por C. siamense, C. jiangxiense y C. chrysophilum (tres regiones). Las pruebas de
patogenicidad mostraron que todas las especies produjeron sintomas de antracnosis en frutos
de aguacate. Estos resultados seran Utiles para mejorar el manejo de las epidemias de

antracnosis en aguacate en México.

Palabras clave: Analisis filogenético multilocus, Persea americana, complejo de especies
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1.2 ABSTRACT
Colletotrichum species causes anthracnose diseases on tropical and subtropical fruit crops
worldwide. Avocado represents one of the most important fruit for Mexico; because it is the
main producer and exporter around the world. Nevertheless, Colletotrichum spp. causing
anthracnose outbreaks on avocado producing-regions remain unclear. Thus, the objective of
the present study was to identify the Colletotrichum spp. responsible for anthracnose on
avocado fruit. A survey performed in six producing-regions yielded 232 isolates, from which
a subset of 104 isolates was selected, according to morphological characteristics and their
origin. This subset was sequenced and haplotype analysed in the gapdh partial gene. Finally,
thirty-one strains were identified through multilocus phylogenetic analyses using the
concatenated sequences of ITS region and six loci. This study revealed the presence of two
species previously reported in México (C. karsti and C. godetiae), three novel records in
México (C. siamense, C. fioriniae, and C. cigarro), four novel records in the world (C.
chrysophilum, C. jiangxiense, C. nymphaeae, and C. tropicale) and two novel lineages,
namely here as Colletotrichum sp. 1 and Colletotrichum sp. 2. C. siamense was the most
prevalent, while the species reported for the first time on avocado including the novel
lineages were the less. C. karsti was the most distributed (four regions), followed by C.
siamense, C. jiangxiense, and C. chysophilum (three regions). Pathogenicity assays showed
that all species displayed anthracnose symptoms on avocado fruit. These findings will be

useful to improve the management of the anthracnose outbreaks on avocado in Mexico.

Keywords: Multilocus phylogenetic analysis, Persea americana, species complexes.
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1.3 INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill.) ha sido la fruta cultivada méas importante por muchos
siglos en México, de dénde se ha distribuido a otros lugares del mundo. Histéricamente,
México se ha considerado el centro de origen del aguacate por las poblaciones silvestres
encontradas en la parte central del pais (Smith, 1996). El incremento en el area plantada que
comenzo6 en el ultimo medio siglo, posiciond al pais como el lider en produccion y
exportacion en el mundo. Los cultivares Hass, Méndez y Fuerte son los méas cultivados en
México, donde ‘Hass’ representa el 95 % de la produccion total nacional; la cual, en 2018
fue de 2.18 millones de toneladas, donde el estado de Michoacan produjo 76.6% del total
(SADER, 2020). EI 50% de la produccion se exporta a los Estados Unidos de Norteamérica,
Japdn, Canada, Espafia, Francia, Paises Bajos, Reino Unido, El Salvador, China y Honduras,
con un ingreso estimado de 2,704 millones de ddlares (SADER, 2020).

La planta de aguacate tiene que enfrentar el ataque de diversos fitopatdgenos,
incluyendo a hongos como Colletotrichum spp., Armillaria spp., Pseudocercospora sp.,
Dothiorella spp., Botryosphaeria spp., Neocosmospora perseae, Raffaelea lauricola y
Sphaceloma perseae, los cuales causan severos dafios a raices, hojas, frutos, ramas y troncos
(Dann et al., 2013).

El género Colletotrichum estuvo clasificado en el top 10 en hongos fitopatdgenos
del mundo debido a su importancia econdmica y cientifica (Dean et al., 2012), incluyendo
un gran nimero de especies agrupadas dentro de complejos. Recientemente, especies de
Colletotrichum se reclasificaron usando andlisis filogenético multilocus, dando surgimiento
a complejos de especies que pueden infectar importantes cultivos en todo el mundo (Weir
et al., 2012; Damm et al., 2012a, b). Los marcadores moleculares utilizados en el analisis
filogenético son mas relevantes dependiendo del complejo de especies de Colletotrichum.

La glutamina sintetasa y el espacio intergénico entre los genes Apn2-MAT1-2 y MAT1-2
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resuelven la delimitacion del complejo C. gloeosporioides (Liu et al., 2015). Sin embargo,
un enfoque polifésico, incluyendo métodos de delimitacion de especies, debe ser usado en
especies con alto polimorfismos y morfotipos. Por ejemplo, C. siamense se propuso como
un nuevo complejo de especies (CE) conformado por ocho especies mediante analisis
filogenético multilocus (Sharma et al., 2015) o un solo locus con ApMat (Sharma et al.,
2013). Liu et al. (2016) demostrd, usando el reconocimiento de especies mediante la
Concordancia Genealdgica Filogenética (GCPSR) y métodos coalescentes que, C. siamense
no es un complejo de especies. La GCPSR compara més de una genealogia del gen para
establecer la concordancia de todos los arboles de especies (Taylor et al., 2000). Este
enfoque es ampliamente usado y aceptado para detectar recombinacion genética entre
especies cercanas Y resolver los limites en diversas especies nuevas de Colletotrichum (Liu
et al. 2015; Wang et al., 2016; Diao et al., 2017).

Las especies de Colletotrichum que se han asociado a la antracnosis del aguacate en
el mundo son: C. aenigma, C. alienum, C. fioriniae, C. fructicola, C. gloeosporioides s. s.,
C. godetiae, C. cigarro, C. karsti, C. siamense, C. nupharicola, C. perseae y C.
theobromicola (Weir et al., 2012; Guarnaccia et al., 2016; Sharma et al., 2017). Mientras
que, en México, las especies reportadas son: C. fructicola, C. godetiae, C. karsti, C.
acutatum s. 1., C. boninense s.l y C. gloeosporioides s.I. (Silva-Rojas and Avila-Quezada,
2011; Hernandez-Lauzardo et al., 2015; Velazquez-del Valle et al., 2016; Fuentes-Aragon
et al., 2018). En México, la antracnosis aparece en cada ciclo de produccion durante el
desarrollo del fruto, principalmente en lugares donde prevalecen alta humedad relativa y
temperatura. Los sintomas iniciales aparecen en el exocarpio, mostrando pequefias manchas
negras (<1 mm), con el tiempo, se vuelven mas grandes y hundidas. En el caso de alta

incidencia, se ha observado la caida de los frutos en etapas tempranas de desarrollo. Por otra
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parte, cuando los sintomas aparecen en frutos mas grandes, se reduce la calidad y se
desechan.

El conocimiento de la diversidad de las especies de Colletotrichum asociadas con un
hospedante es crucial para la implementacion de estrategias eficientes de manejo, debido a
que unas especies muestran una mejor aptitud patogénica que otras y esta caracteristica
puede ser mejorada por diversos factores como alta o inherente resistencia a fungicidas
(Chen et al., 2018; Fuentes-Aragon et al., 2020), desarrollo de la fase sexual, la cual es
epidemioldgicamente importante por la recombinacién genética (De Silva et al., 2017), y la
virulencia (Sharma et al., 2017; De Silva et al., 2019; Fuentes-Aragon et al., 2020). El
monitoreo de patdgenos cuarentenados requiere una identificacion precisa para evitar la
diseminacion. Sin embargo, se ha estudiado muy poco la diversidad y distribucién de
especies de Colletotrichum causando sintomas de antracnosis en frutos de aguacate en
México. EI presente estudio tuvo como objetivo la identificacion filogenética,
caracterizacion morfologica, distribucién y patogenicidad de especies de Colletotrichum
asociadas a la antracnosis en frutos de aguacate, colectados en las principales regiones

productoras de México.

1.4 MATERIALES Y METODOS

1.4.1 Muestreo y aislamiento

Durante 2017-2018 se colectaron frutos de aguacate con sintomas de antracnosis en las
principales regiones productoras (Michoacan, Nayarit, Morelos, Puebla, Guerrero y Oaxaca)
en México. Se cortaron tejidos del exocarpio mostrando lesiones necréticas hundidas y se
desinfestaron con hipoclorito de sodio al 1.5% durante 2 min, y se enjuagaron tres veces con

agua destilada esterilizada. Después, pequefias porciones de tejido se colocaron en medio de
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cultivo malta extracto agar y se incubaron a 25 °C en oscuridad, hasta que se observo el
crecimiento de micelio y masas de conidios tipicos de Colletotrichum. Cultivos puros se
obtuvieron de conidios individuales en agua agar, incubados a 25 °C por 24 h.
Posteriormente, se transfirieron en medio papa dextrosa agar (PDA) y se incubaron a 25 °C
con un fotoperiodo de 12 h oscuridad/luz fluorescente por 5 dias. Todos los aislamientos se
conservaron en glicerol al 30 % a -80 °C para su posterior caracterizacion cultural,

morfoldgica y molecular.

1.4.2 Extraccion de DNA, PCR y secuenciacion

Se extrajo el DNA de 104 cepas, previamente seleccionadas con base en las caracteristicas
culturales y morfoldgicas, usando el método del CTAB al 2 % (Doyle y Doyle, 1990) con
ligeras modificaciones. El gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa se secuencié usando
los oligos GDF1 y GDR1 (Guerber et al., 2003). Posteriormente, se seleccionaron y
secuenciaron diferentes haplotipos en la region ITS (ITS), quitina sintetasa 1 (chs-1), beta-
tubulina (tub2) e histona 3 (his3) usando los oligos descritos en el Cuadro 1. Ademas, se
incluyeron a la glutamina sintetasa (gs) y la region intergénica entre los genes Apn2-MAT1-
2 y MAT1-2 (ApMat) para las especies pertenecientes a C. gloeosporioides CE. Las
condiciones de temperatura de la PCR para el gapdh, ITS, act y chs-1 se llevaron a cabo
segun Fuentes-Aragon et al. (2018) y para el ApMat, de acuerdo a Silva et al. (2012). Las
condiciones de PCR para la gs fueron un primer paso de desnaturalizacion a 95 °C por 5
min, seguido de 35 ciclos a 95 °C por 30 s, 61 °C por 30 s, 72 °C por 1 min, y una extension
final a 72 °C por 10 min; para la tub2 se usaron las mismas condiciones a excepcion de la
temperatura de alineamiento que se ajusté a 55 °C. Todos los productos de PCR se
purificaron con ExoSAP-IT (Affymetrix, EUA) y se secuenciaron directamente en un

secuenciador Genetic Analyser 3130 (Applied Biosystems, EUA) en el Colegio de
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Postgraduados, como se describi6 por Juarez-Vazquez et al. (2019), a excepcion del gapdh

que se secuencid en Macrogen (Maryland, EUA).

Cuadro 1. Oligos utilizados en este estudio para la amplificacion y secuenciacion de 8
regiones génicas

Gen Producto Oligo Direccion  Sequence 5'-3' Referencia
Espacio Trancrito GGAAGTAAAAGTCGTAAC Whiteetal.
ITS Interno ITS5 Forward AAGG (1990)
TCCTCCGCTTATTGATATG White et al.
ITS4 Reverse C (1990)
Gliceraldehido-3- GCCGTCAACGACCCCTTCA Templeton et
gapdh  fosfato dehidrogensa GDF1 Forward TTGA al. (1992)
GGGTGGAGTCGTACTTGA  Templeton et
GDR1 Reverse GCATGT al. (1992)
ATGTGCAAGGCCGGTTTC  Carboney
act Actina ACT-512F Forward GC Kohn (1999)
TACGAGTCCTTCTGGCCCA Carboney
ACT-783R Reverse T Kohn (1999)
TGGGGCAAGGATGCTTGG Carboney
chs-1 Quitina sintetasa CHS-79F  Forward AAGAAG Kohn (1999)
TGGAAGAACCATCTGTGA Carboney
CHS-354R Reverse GAGTTG Kohn (1999)
O’Donnell y
AACATCGCTGAGATTGTA  Cigelnik
tub2 B-tubulina Tl Forward AGT (1997)
Glass y
ACCCTCAGTGTAGTGACCC Donaldson
Bt2b Reverse TTGGC (1995)
Crous et al.
his3 Histona 3 CYLH3F  Forward AGGTCCACTGGTGGCAAG (2004)
AGCTGGATGTCCTTGGACT Crous et al.
CYLH3R Reverse G (2004)
Stephenson
gs Glutamina sintetasa  GSF1 Forward ATGGCCGAGTACATCTGG  etal. (1997)
Stephenson
GSR1 Reverse GAACCGTCGAAGTTCCAG etal. (1997)

Espacio intergénico
entre los genes

Apn2-Matl-2 y CCAGAAATACACCGAACT Silvaetal.

ApMat  Matl-2 AMF1 Forward TGC (2012)
TCATTCTACGTATGTGCCC Silvaetal.

AMR1 Reverse G (2012)

1.4.3 Diversidad de haplotipos
Se estimo el numero de haplotipos usando DnaSP v6 (Rozas et al., 2017), y se reconstruyo

la red de haplotipos con el software POpART (Leigh y Bryant, 2015), usando 104 secuencias
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parciales del gapdh. El algoritmo Templeton, Crandall y Sing (TCS), se utiliz6 para la
reconstruccion de la red, la cual se aplico para seleccionar haplotipos y lugares de muestreo
para los anélisis filogenéticos multilocus. Para cada secuencia de DNA, se implementé una
basqueda de BLAST en la base de datos del GenBank (NCBI:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para la asignacion del complejo de especie al que

pertenecen.

1.4.4 Analisis filogenéticos multilocus

Se obtuvieron secuencias consenso del forward y reverse de cada cepa usando el programa
Geneious v.11.1.5 (Kearse et al., 2012). Posteriormente, se llevaron a cabo alineamientos
multiples para cada gen o region mediante MAFFT v.7 (Katoh y Standley, 2013) con los
pardmetros establecidos por defecto. Los analisis filogenéticos se llevaron a cabo para cada
complejo de especies detectado mediante el analisis de BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool). Se incluyeron 14 secuencias pertenecientes a C. gloeosporioides CE, 6 de C.
boninense CE, 8 de C. acutatum CE y 3 de C. magnum CE. Ademas, se incluyeron
secuencias de referencia seleccionadas en recientes estudios (Damm et al., 2012a, b, Weir
etal., 2012, Damm et al., 2019) (Cuadro 2). Los analisis filogenéticos se realizaron con los
métodos de Maxima Parsimonia (MP) e Inferencia Bayesiana (IB). Para la IB se
seleccionaron los mejores modelos evolutivos con MrModelTest v. 2.3 (Nylander, 2004) y
se incorporaron en el analisis. EIl programa MrBayes v. 3.2.5 (Ronquist et al., 2012) se utiliz6
para generar arboles filogenéticos bajo criterios éptimos para cada particion. El analisis de
las Cadenas de Markov Monte Carlo uso cuatro cadenas e inicié con una topologia del arbol
al azar. El parametro de calentamiento se fijo en 0.2 y los arboles se muestrearon cada 1000
generaciones. El analisis se detuvo una vez que las desviaciones estandar de los ‘splits’

alcanzaron un valor menor a 0.01. El anélisis con MP se realizo usando PAUP (Swofford,
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2003). Las relaciones filogenéticas se estimaron mediante busquedas heuristicas con 100
secuencias adicionadas al azar. Se us6 el método de ‘diseccion-reconexion’, con la opcion
de intercambio de ramas establecida en ‘los mejores arboles’ solamente con todos los
caracteres igualmente ponderados y los “gaps” en los alineamientos se consideraron como
quinto estado. Ademas, se calcul6 la longitud del arbol (TL), el indice de consistencia (Cl),
indice de retencion (RI) y el indice de consistencia reescalado (RI) para la parsimonia, y el

andlisis de remuestreo (bootstrap) se basé en 1000 repeticiones.

1.4.5 Reconocimiento de especies a través de la Concordancia Genealdgica Filogenética
La prueba del indice de Homoplasia por Pares (IHP) se calculd para los nuevos linajes, de
acuerdo a Quaedvlieg et al. (2014), usando conjuntos de datos concatenados con SplitsTree4
(Huson y Bryant, 2006). Para C. boninense CE y C. magnum CE se usaron seis loci
concatenados (ITS, gapdh, chs-1, act, tub2, and his3). Esta prueba se basa en la deteccion

de recombinacién genética de los clados cercanos y los nuevos linajes. Un valor de IHP
menor a 0.05 indica presencia de recombinacién (¢w < 0.05), por lo tanto, se establece que

los clados evaluados pertenecen a diferentes especies.
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Cuadro 2. Cepas de los complejos de Colletotrichum usadas en la reconstruccion filogenética con datos del hospedante, origen y nimeros de
accesion de GenBank.

Nimero de accesion del GenBank

Especie Cepa Hospedante Pais
ITS gapdh chs-1 act tub2 his3 gs ApMat
Colletotrichum gloeosporioides complejo de especies
C. aenigma ICMP 18608* Perseaamericana  Israel JX010244  JX010044  JX009774  JX009443  JX010389  -ooeoeeoeee JX010078  KM360143
*
C. aeschynomenes | CMP 17673%, Aeschynomene EUA JX010176  JX009930  JX009799  JX009483  JX010392  eceeceeceee JX010081  KM360145
ATCC 201874 virginica
C. alatae B S4OTICMP pioscorea alata India JX010100  JX009990  JX009837  JX009471  JX010383  eceeceeceee JX010065  KC888932
C. alienum ICMP 12071* Malus domestica ;‘:I‘;‘;Za IX010251  JX010028 JX009882  JX009572  JX010411  —-e-e-eeeee IX010101  KM360144
LC3114,LF322  Camellia sinensis China KJ955131  KJ954832  cceecmeeceeee KI954411  KJ9B5279 -eecmeeceeeee KJ954982  KJ954545
C. aotearoa ICMP 18537* Coprosma sp. D JX010205  JX010005  JX009853  JX009564  JX010420  wcoeeceeoeeee JX010113  KC888930
. CBS 130418, . o
C. asianum D . Coffea arabica Tailandia ~ FJ972612  JX010053  JX009867  JX009584  JXOL0406  -ceeceeceeee IX010096  FR718814
;clg/lszgsege, M Mangifera indica Australia JX010192  JX009915  JX009753  JX009576  JX010384  -eceeee RN 7 D —
EAI\TAggsneso, Mangifera indica India JQ894679  JQ894623  JQS94616  JOS94545  JOB94601 Q894554
C. camelliae Egl'\ggﬁs'“gzs' Camellia sinensis China KI955081  KJ9BA782  wceecmeeceeee KJ954363  KJ955230  -ecmeeceeee- KJ954932  KJ954497
LF170,LC2962  Camellia sp. China KI955001  KJ95AT92 wceecmeeceeee KI954373  KJ9E5240  -eeemeeceeeee KJ954942  KJ954507
C. clidemiae ICMP 18706* Clidemia hirta EUA JX010265  JX009989  JX009877  JX009537  JX010438  cceeceeceee IX010129  KC888929
C. conoides CAUGL7* Capsicum annuum China KP890168 KP890162 KP890156 KP890144 KP890174
CAUG33 Capsicum annuum China KP890169 KP890163 KP890157 KP890145 KP890175
C. cordylinicola :_Cc“é'ggéim' Cordyline fructicosa  Tailandia ~ JX010226  JX009975  JX009864  HMA470235  JXOL0440  -eeceeceeceee IX010122  JQ899274
C.chrysophitum  SHMTI08 MM ycp Brasil KX094252  KX094183  KX094083  KX093982  KX094285  coeececees KX094204  KX094325
CMM4363 Musa sp. Brasil KX094240  KX094180  KX094071  KX093962  KX094283  cooeececeees KX094201  KX094323
CMM4309 Musa sp. Brasil KX094255  KX094185  KX094086  KX093984  KX094287  cceercece KX094206  KX094327
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. endophytica

. fructivorum

. fructicola

. gloeosporioides

. grevilleae

. grossum

. hebeiense

. helleniense

. henanense

. horii

CPO 27.408
CPO 27.709
CPO 27.845
CAUG28

CBS 133135, BPI
884114

CBS 133125, BPI
884103*

CBS 130416,
ICMP 18581*

LC2923

CBS 112999,
ICMP 17821*

LC3110, LF318
L3382, LF604

CBS 132879, CPC
15481*

CGMCC 3.17614,
CAUGT*

CAUG32
JZB330024

MFLUCC 13 0726,
JZB330028*

CBS 142418, CPC
26844*

CBS 142419, CPC
27107

CGMCC 3.17354,
LC3030*

LC2820, LF24

ICMP 10492,
MTCC 10841*

Persea americana
Persea americana
Persea americana

Capsicum annuum
Rhexia virginica

Vaccinium
macrocarpum

Coffea arabica
Camellia sinensis
Citrus sinensis

Camellia sinensis

Camellia sinensis

Grevillea sp.

Capsicum sp.

Capsicum sp.

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Poncirus trifoliata

Citrus reticulata

Camellia sinensis
Cirsium japonicum

Diospyros kaki

México
México
México
China

EUA

EUA

Tailandia
China
Italia

China
China

Italia

China

China
China

China

Grecia

Grecia

China
China

Japén

MN744284
MN744285
MN744286
KP145441

JX145133

JX145145

JX010165
KJ955083
JX010152

KJ955127
KJ955176

KC297078

KP890165

KP890167
KF156873

KF156863

KY856446

KY856447

KJ955109
KM610182

GQ329690

MN737343  MN746551  MN746518
MN737344  MN746552  MN746519
MN737345  MN746553  MN746520
KP145413  KP145385  KP145329
JX010033 JX009866  FJ907426
KI954784 mececceeeee KJ1954365
JX010056 JX009818  JX009531
PQLSEYT:l: R— KJ954407
KI954877 mecmcecees KJ954450
KC297010  KC296987  KC296941
KP890159 KP890153  KP890141
KP890161 KP890155  KP890143
G T4 J— KF377542
KF377495  KF289008  KF377532
KY856270  KY856186  KY856019
KY856271  KY856187  KY856020
ALCLYT: 110 R—— KMO023257
DY [TE i/ J— KM610172
GQ329681  JX009752  JX009438

43

(VN2 1Y R—— MNB848394  MN854411
(VN 2E: 1ol J—— MN848395  MN854412
[WINE: 2T 1ol J— [WINE YT clolS—
KP145469

IX145184 1X145283
IX145196 JX145300
IX010405  -emememcemeee JX010095  JQ807838
KJ955232  meoememenen- KJ954934  KJ954499
IX010445  -eememeeeeee JX010085 Q807843
KI955275  memememenea- KJ954978  KJ954541
KJ955323  -eoememenen- KJ955026  KJ954584
(07411 S— (711 ——
KP890171 MG826120
KP890173

KF288975

KY856528

KY856529

KIO55257  mememememen- KJ954960  KJ954524
KM610184  —-emememenea- KM610180  KM610174
IX010450  -emeoemceneee JX010137  JQ807840



C. jiangxiense

C. cigarro

C. kahawae

C. ledongense

C. musae

C. nupharicola

C. perseae

C. proteae

C. psidii

C. queenslandicum

ICMP 17968

CGMCC 3.17363,
LC3463*

CGMCC 3.17361
CGMCC 3.17890,
SC3A3

CPO 27.850

CPO 27.905

ICMP 18534*

CPO 27.894
CPO 27.939

ICMP 17816, IMI
319418*

CGMCC 3.18888,
LD1683*

CBS 116870,
ICMP 19119*

CBS 470.96, ICMP
118187*

CBS 141365,
GA100*
CBS 141366,
GA272

CBS 132882, CPC
14859*

CBS 134301, CPC
14860

CBS 145.29, ICMP
19120*

ICMP 1778*
ICMP 12564

Diospyros kaki
Camellia sinensis
Camellia sinensis

Camellia sinensis

Persea americana

Persea americana

Olea europaea

Persea americana

Persea americana

Coffea arabica

Hevea brasiliensis

Musa sp.

Nuphar lutea

Persea americana

Persea americana
Protea sp.
Protea sp.

Psidium sp.

Carica papaya

Persea americana

China

China

China

China

Meéxico

Meéxico

Australia

México

Meéxico

Kenia

China

USA

EUA

Israel

Israel

Sudafrica

Sudafrica

Italia

Australia

Australia

JX010212

KJ955201

KJ955149

KU251593

MN744287

MN744288

JX010230

MN744289
MN744290

JX010231

MG242009

JX010146

JX010187

KX620308

KX620321

KC297079

KC842385

JX010219

JX010276
JX010184

GQ329682
KJ954902
KJ954850

KU252047
MN737346
MN737347

JX009966

MN737348
MN737349

JX010012
MG242017
JX010050

JX009972

KX620242

KX620255

KC297009
KC842379

JX009967

JX009934
JX009919

44

MN746554

JX009800

JX009813

MG242019

JX009896

JX009835

KC296986

KC842377

JX009901

JX009899
JX009759

JX009547

KJ954471

KJ954427

KU251674

MN746521

MN746522

JX009523

MN746523
MN746524

JX009452

MG242015

JX009433

JX009437

KX620145

KX620158

KC296940

KC842373

JX009515

JX009447
JX009573

JX010378

KJ955348

KU252202

MN848367

JX010434

MN848368

JX010444

MG242011

HQ596280

JX010398

KX620341

KX620354

KC297101

KC842387

JX010443

JX010414

JX010068

KJ955051

KJ955000

KU252100

MN848397

MN848398

JX010132

MN848399
MN848400

JX010130

MG242021

JX010103

JX010088

KX620275

KX620287

KC297032

KC842387

JX010133

JX010104

KJ954607
KJ954561

KU251730

MN854413

MN854414

MN854415

JQ894579

KC888926

JX145319

KX620177

KX620188

KC888931

KC888928




C. rhexiae

C. salsolae

C. siamense

C. syzygicola

C. temperatum

C. theobromicola

C.ti

C. tropicale

ICMP 18705

CBS 133132, BPI
884110

CBS 133134, BPI
884112*

ICMP 19051*

CBS 119296,
ICMP 18693

CBS 130417,
ICMP 18578*

ICMP 12567

MTCC 11672,
GMO018

LF182, LC2974
CPO 27.400
CPO 27.415
CPO 27.601

MFLUCC 100624*

CBS 133120, BPI
884098

CBS 133122, BPI
884100*

CBS 124945,
ICMP 18649*

CBS 142.31,
MTCC 10325

ICMP 4832*

CBS 124949,
MTCC 11371*

CMM 4243
CPO 27.470
CPO 27.477

Coffea sp.

Vaccinium
macrocarpum

Rhexia virginica
Salsola tragus

Glycine max

Coffea arabica

Persea americana
Mangifera indica
Camellia sinensis
Persea americana
Persea americana

Persea americana
Syzygium
samarangense
Vaccinium
macrocarpum

Vaccinium
macrocarpum

Theobroma cacao

Fragaria x ananassa

Cordyline sp.
Theobroma cacao

Musa sp.
Persea americana

Persea americana

Fiji
EUA
EUA
Hungary

Hungary

Tailandia

Australia
India
China
México
México
México
China

EUA

EUA

Panama

EUA

Nueva
Zelanda

Panama
Brasil
Meéxico

Meéxico

JX010185

JX145157

JX145128
JX010242

JX010241

JX010171

JX010250
JQ894653
KJ955093
MN744291
MN744292
MN744293

KF242094

JX145135

JX145159

JX010294

JX010286
JX010269

JX010264

KU213603
MN744294
MN744295

JX010036 JX009890  JX009490
1X009916 JX009863  JX009562
1X009917 JX009791  JX009559 J
JX009924 JX009865  FJ907423
X009940 JX009761  JX009541
Q894624 JQ894608  JQB94533
KIO54794 —mememeceme- KJ954375
MN737350  MN746555  MN746525
V1N Yl — MN746526
MN737352  MN746556  MN746527
KF242156 ~  =-eoemememes KF157801
JX010006 JX009869  JX009444
JX010024 JX009830  JX009516
JX009952 JX009898  JX009520
JX010007 JX009870  JX009489
KU213601  KU213600  KU213596
MN737353  MN746557  MN746528
MN737354  —-eoememeeee- MN746529
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DCORTC VT J— ACORTC T
IX145209 IX145302
IX145179 IX145290
DCOATE T J—— JX010093  KCB888925
R DCOATe T — JX010094 Q899289
COATuict: Y A—— ANCATC/0 7/ J——
Q894594
KJ955242  <ememeeees KJ954944  KJ954509
MN848401  MNB854416
MN848402  MNB854417
[WINV: Rk T —— MN848403  MNB854418
G7IT: | J— G ——
IX145186 IX145297
IX145211 IX145298
IX010447  -emememeceee- JX010139  KC790726
ANCORT0cy < J—— JX010064  JQ807844
IX010442  eemememeea- JX010123  KM360146
R DCORTo 1oy A—— JX010097  KC790728
U (20 R—— KU213602  KU213597
MNB848404  MNB854419




CPO 27.830 Persea americana México MN744296  MN737356  MN746550  ----nnooev VIV R— MNB848406  MN854421
CPO 27.719 Persea americana VT T — MN737355  MN746558  MN746530  MNB848370  ---wooenev MN848405  MNB854420
C. viniferum GZAAS 508608  Vitis vinifera China INA12802  IN412800  -eeemeeees IN412793 N[N E Y —
GZAAS 5.08601*  Vitis vinifera China INA12804  INA12798 eeeeeees IN412795 AN E Ty A—
C.xanthorrhoeae ~ CBS 127831, Xanthorrhoea Australia IX010261  JX009927 IX009823  JX009478  JX010448  -eeeeeeeee IX010138  KC790689
ICMP 17903* preissii
C. wuxiense IS1A44 Camellia sinensis China KU251502  KU252046  KU251940  KU251673  KU252201  ---eceeeeeees U771 J——
CONC T8 Camelliasinensis  China KU251501  KU252045  KU251939  KU251672  KU252200  —oceeeceece- KU252101  KU251722
Colletotrichum acutatum complejo de especies
C. abscissum COAD 1877* Citrus sinensis Brasil KP843126 KP843129 KP843132 KP843141 KP843135 KP843138
CBS 112996,
C. acutatum ATCC 56816, Carica papaya Australia JQ005776 JQ948677 JQ005797 JQ005839 JQ005860 JQ005818
STE-U 5202*
CBS 979.69 Coffea arabica Kenia JQU48400 Q48731 JQO49061  JQ949721  JQ950051  JQ949391
'1'\4'8'73719423' CPC Coffea arabica Kenia JQ948309  JQU48730  JQOA9060  JQU49720  JQUS0050  JQ949390
(l:f?zgzmg, CPC aspalathus linearis ~ Sudafrica ~ JQ48377  JQ948708  JQ949038  JQO49698  JQO50028  JQ949368
C. australisinense GX1654 Hevea brasiliensis China MG209621 MG241958 MG241976 MG241942 MG209643
C. bannaense YNBD42 Hevea brasiliensis China MG209637 MG242005 MG241995 MG242001 MG209659
C. cairnsense BRIP 63641 Capsicum annuum Australia KU923671 KU923703 KU923709 KU923715 KU923687 KU923721
BRIP 63646 Capsicumannuum  Australia KU923676  KU923708  KU923714  KU923720  KU923692  KU923726
. CBS 126519, PD Chrysanthemum P .
C. chrysanthemi 85/694 coronarium Paises Bajos  JQ948272 JQ948602 JQ948933 JQ949593 JQ949923 JQ949263
C. citri CBS 134233* Citrus aurantiifolia ~ China KC293581  KC293741  KY856138  KY855973  KC293661  KY856309
C. fioriniae ‘135132593'67' DPl " perscaamericana  Australia JQU48310  JQO48640  JQ948971  JQO49631  JQ949961  JQ949301
55523129916' CPC vaccinium sp. EUA JQ948317  JQU48647  JQUAS978  JQUA9638  JQU49968  JQ949308
ATCC 28992, CPC 11115 domestica EUA JQ948297  JQU48627  JQU48958  JQUA9618  JQU49948  JQ949288

19391
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C. godetiae

C. guajavae

C. johnstonii

C. lupini

CBS 129947,
CR46, RB022

CBS 127600, BRIP
20127a

CBS 127614,
DAOM 213712

CPO 27.835
CPO 27.857
CPO 27.871
CBS 133.44*

CBS 796.72

CBS 129917, CPC
16002

CBS 129934,
ALM-IKS-7Q
IMI1 351262, CPC
18897

CBS 129816,
T.A8
CBS 129809,
TA1l

PPO-44377

CPO 27.863
CPO 27.907
CPO 27.921

IM1 350839, CPC
18893*

IMI1 357027, CPC
18924

CBS 128532,
ICMP 12926*

CBS 109225, BBA
70884*

Vitis vinifera

Persea americana

Fragaria x ananassa

Persea americana
Persea americana
Persea americana

Clarkia hybrida

Aeschynomene
virginica

Schinus molle

Prunus dulcis

Fragaria x ananassa

Solanum betaceum

Solanum betaceum

Malus domestica
Persea americana
Persea americana

Persea americana

Psidium guajava

Citrus sp.

Solanum
licopersicum

Lupinus albus

Portugal

Australia

EUA
Meéxico
Meéxico
México
Denmark

EUA
México
Israel
Bélgica
Colombia

Colombia
Paises Bajos
México
México
México
India

Nueva
Zelanda

Nueva
Zelanda

Ucrania

JQ948343

JQ948308

JQ948329

MN744270
MN744271
MN744272
Q948402

JQ948407

Q948441

Q948431

Q48422

Q948440

JQ948439

KR180296
MN744273
MN744274
MN744275

Q948270

JQ948443

Q948444

JQ948155

JQ948673
JQ948638

JQ948659

MN737329
MN737330
MN737331
JQ948733

Q948738

Q48772
Q948762

JQ948753

Q48771

JQ948770

KR180293
MN737332
MN737333
MN737334

Q948600
Q948774
Q48775

JQ948485
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JQ949004

JQ948969

JQ948990

MN746537
MN746538
MN746539
JQ949063

JQ949068

JQ949102

JQ949092

JQ949083

JQ949101

JQ949100

KR180292
MN746540
MN746541
MN746542

JQ948931

JQ949104

JQ949105

JQ948816

JQ949664

JQ949629

JQ949650

MN746504
MN746505
MN746506
Q949723

Q949728

JQ949762

JQ949752

JQ949743

JQ949761

JQ949760

KR180290
MN?746507
MN746508
MN746509

JQ949591

Q949764

JQ949765

JQ949476

JQ949994

JQ949959

JQ949980

MN848353
MN848354
MN848355
JQ950053

JQ950058

JQ950092

JQ950082

JQ950073

JQ950091

JQ950090

KR180295
MN848356
MN848357
MN848358

Q949921

JQ950094

JQ950095

JQ949806

JQ949334

JQ949299

JQ949320

MN848378

MN848379
JQ949393

Q949398

JQ949432

Q949422

JQ949413

Q949431

JQ949430

KR180294
MN848380
MN848381
MN848382

JQ949261

JQ949434

JQ949435

Q949146




CBS 122746, BPI

s Lupinus sp. EUA JQU48162  JQU48492  JQO48823  JQU49483  JQU49813  JQU49153
CD 209227, BBA L upinus luteus Polonia JQ948173  JQU48503  JQO48834  JQUA9494  JQU49824  JQU49164

C. nymphaeae CBS 515.78* Nymphaeae alba Paises Bajos  JQO48197  JQ48527  JQO48858  JQUA9518  JQOA9848  JQO49188
CBe 119290 MEP | eucaena sp. México JQ948205  JQU48535  JQO4S866  JQU49526  JQU49856  JQU49196
CBS 127612, Fragaria x ananassa  EUA JQ948230  JQU48560  JQU48891  JQU49551  JQ949881  JQ949221
DAOM 213709 9
'1'\4'8'83345032' CPC Fragariaxananassa  Italia JQ948241  JQU4S571  JQU48902  JQUA9562  JQU49892  JQU49232
CBS 482.82 Protea sp. Australia  JQO48213  JQU48543  JQU48874  JQOA9534  JQO49864  JQU49204
CPO 27.833 Persea americana Meéxico MN744276 MN737335 MN746543 MN746510 MN848359 MN848383
CPO 27.843 Perscaamericana  México MN744277  MN737336  MN746544  MN746511  MN848360  MNBS48384

C. phormii 55356318194' AR phormium sp. Alemania  JQO48446  JQ948777  JQU49107  JQO49767  JQI50097  JQU49437
5156% 19935, DSM b rmium sp. UK JQU48447  JQO48T78  JQ949108  JQO49768  JQ950098 Q949438
575857 HBI9L AR prormium sp. Suddfrica  JQU48453 Q948784  JQUA9114  JQUA9774  JQU50104  JQ949444
CBS 128531, Nueva

C. pyricola ICMP 12924, PRJ Pyrus communis Zelanda JQ948445 JQ948776 JQ949106 JQ949766 JQ950096 JQ949436
977.1%

C. salicis CBS 607.94* Salix sp. Paises Bajos  JQO48460  JQO48791  JQU49121  JQO49781  JQOS0111  JQU49451
CBS 115.14 fo'a””m. Alemania 10948477  JQ948808 JQ949138  JQO49798  JQ950128  JQU49468

ycopersicum

22391729973, MP2, " acer platanoides EUA JQU48467  JQO48798  JQO49128  JQO49788  JQ950118  JQU49458
CBS 126529, PD

C. scovillei 94/921-3, BBA Capsicum sp. Indonesia JQ948267 JQ948597 JQ948928 JQ949588 JQ949918 JQ949258
70349*

C. simmondsii (2:8%31332122' BRIP " Carica papaya Australia JQU48276  JQU48606  JQO48937  JQO49597 Q949927  JQU49267
882%;(}1531' STE- proteacynaroides  EUA JQU48282  JQU48612  JQU48943  JQO49603  JQ949933  JQU49273

Colletotrichum boninense complejo de especies

C. annellatum CBS 129826* Heveabrasiliensis ~ Colombia  JQO005222  JQO05309  JQO05396  JQOO5570  JQOO5656  JQO05483
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C. beeveri

C. boninense

C. brassicicola

C. camelliae-
japonicae

C. catinaense

C. citricola

C. colombiense

C. cymbidiicola

C. karsti

CBS 128527,
ICMP 18594*

MAFF 306162,
ICMP 18596

CBS 128506,
ICMP 12950

CBS 128526,
ICMP 18591

CBS 128546,
ICMP 18595

CBS 101059, LYN
16331*

CGMCC3.18118,
LC6416*

CBS 142417, CPC
27978

CBS 142416, CPC
28019

CBS 134228,
CGMCC 3.15227*

CBS 129818*
CBS 129817

CBS 123757,
MAFF 306100

CBS 129833

MAFF 305973,
ICMP 18598
CBS 127591

CBS 124969, LCM
232

CBS 113087, STE-
U 5288

CBS 861.72

Brachyglottis
repanda

Crinum asiaticum

Solanum
lycopersicum

Dracrycarpus
dacrydioides

Tecomanthe speciosa

Brassica oleraceae

Camellia japonica

Citrus reticulata

Citrus sinensis

Citrus unchiu

Passiflora edulis

Passiflora edulis
Cymbidium sp.
Musa sp.

Passiflora edulis

Sapium
integerrimium

Quercus salicifolia

Malus sp.

Bombax aquaticum

Nueva
Zelanda

Japén

Nueva
Zelanda

Nueva
Zelanda

Nueva
Zelanda

Nueva
Zelanda

Japén

Italia

Portugal

China

Colombia

Colombia
Japon
México
Japén
Australia
Panama
EUA

Brasil

JQO05171

JQO05155

JQO005157

JQO005162

JQ005158

JQ005172

KX853165

KY856400

KY856399

KC293576

JQO05174
JQO05173

JQ005168
JQ005175
JQ005194
JQ005186
JQ005179
JQ005181

JQ005184

JQO005258
JQ005242
JQO005244
JQO005249
JQ005245
JQ005259
KX893584
KY856224
KY856223

KC293736

Q005261
JQ005260

JQ005255
JQ005262
JQ005281
JQ005273
JQ005266
JQ005268

Q005271
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JQ005345

JQ005329

JQO005331

JQ005336

JQ005332

JQ005346

KY856136

KY856135

KC293792

JQ005348
JQ005347

JQ005342
JQO05349
JQO05368
JQO05360
JQO05353
JQO05355

JQ005358

JQO005519

JQO005503

JQO05505

JQO005510

JQ005506

JQ005520

KX893576

KY855971

KY855970

KC293616

Q005522
JQ005521

JQ005516
JQ005523
JQ005542
JQ005534
JQ005527
JQ005529

JQ005532

JQO005605

JQO005591

JQO005596

JQ005592

JQ005606

KX893580

KY856482

KY856481

KC293656

JQO05608
JQO05607

JQ005602
JQ005609
JQ005628
JQ005620
JQ005613
JQ005615

JQ005618

JQO005432

JQO005416

JQO005418

JQO005423

JQ005419

JQ005433

KY856307

KY856306

KY856311

Q005435
JQ005434

JQ005429
JQ005436
JQ005455
JQ005447
JQ005440
JQ005442

JQ005445




C. limonicola

Colletotrichum sp.
1

C. novae-zelandiae

C. oncidii

C. petchii

C. phyllanthi
C. torulosum
C. hipeastrii

C. parsonsiae

CBS 128551,
ICMP 12065

CBS 129824, B1
CBS 124956
CBS 127552
CBS 106.91
GA206
GA423
CP-CC029
CP-CC031
CPO 27.809
CPO 27.902
CPO 27.948
CPO 27.953

CBS 142410, CPC
31141

CPO 27.800

CPO 27.818

CBS 128505,
ICMP 12944*

CBS 129828*
CBS 378.94*

CBS 175.67,
MACS 271*

CBS 128544,
ICMP 18586*

CBS 125376,
CSSG1*

CBS 128525,
ICMP 18590*

Citrus sp.

Musa AAA
Zamia obliqua
Eugenia uniflora
Carica papaya
Persea americana
Persea americana
Coffea arabica
Coffea arabica
Persea americana
Persea americana
Persea americana

Persea americana
Citrus limon

Persea americana
Persea americana
Capsicum annuum

Oncidium sp.

Dracaena marginata

Phyllanthus acidus

Solanum melongena

Hippeastrum
vittatum

Parsonsia capsularis

Nueva
Zelanda

Colombia
Panaméa
Brasil
Brasil
Israel
Israel
México
México
México
México
México
México
Gozo
México
México

Nueva
Zelanda

Alemania

Italia

India

Nueva
Zelanda

China

Nueva
Zelanda

JQO005208

JQ005215
JQO005216
JQ005217
JQ005220
KX620313
KX620328
KT122930
KT122932
MN744280
MN744281
MN744282
MN744283

KY856472

MN744278
MN744279

Q005228

JQ005169
JQ005223

Q005221
JQO05164
JQ005231

JQ005233

Q005295 Q005382
JQ005302 JQ005389
JQ005303 JQ005390
JQ005304 JQ005391
Q005307 JQ005394
KX620247  KX620232
KX620262  KX620233
MN737339  MN746547
MN737340  MN746548
MN737341  MN746549
MN737342  MN746550
KY856296  KY856213
MN737337  MN746545
MN737338  MN746546
JQO05315 Q005402
JQ005256 JQ005343
JQO05310 JQ005397
JQ005308 JQ005395
JQ005251 JQ005338
JQ005318 JQ005405
JQ005320 Q05407
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JQO005556

JQ005563
JQO005564
JQ005565
JQO005568
KX620150
KX620165
KT122920
KT122922
MN746514
MN746515
MN746516
MN746517

KY856045

MN746512
MN746513

JQO05576

JQO05517
JQO05571

JQO05569
JQO05512
JQ005579

JQ005581

JQO005642

JQ005649
JQ005650
JQ005651
JQ005654
KX620346
KX620361
KT122910
KT122912
MN848361

MN848362
MN848363

KY856554

Q005662

JQ005603
JQO05657

JQO05655
JQ005508
JQO05665

JQ005667

JQO005469

JQ005476
JQ005477
JQ005478
JQ005481
KX620298
KX620299

MN848387
MN848388
MN848389
MN848390

KY856388

MN848385
MN848386

Q005489

Q005430
JQ005484

Q005482
Q005425
Q005492

JQ005494




CBS 128501,

C. brasiliense ICMP 18607* Passiflora edulis Brasil JQ005235 JQ005322 JQ005409 JQ005583 JQ005669 JQ005496
I%BMS l;'l iggﬁg Passiflora edulis Brasil JQ005234 JQ005321 JQ005408 JQ005582 JQ005668 JQ005495
. CBS 130241, Dacrycarpus Nueva
C. dacrycarpi ICMP 19107* dacrydioides Zelanda JQ005236 JQ005323 JQ005410 JQ005584 JQ005670 JQ005497
. CBS 128504, . . Nueva
C. constrictum ICMP 12941* Citrus limon Zelanda JQ005238 JQ005325 JQ005412 JQ005586 JQ005672 JQ005499
CBS 128503, Nueva
ICMP 12936 Solanum betaceum Zelanda JQ005237 JQ005324 JQ005411 JQ005585 JQ005671 JQ005498
Colletotrichum magnum complejo de especies
C. brevisporum BCC 38876* Neoregalia sp. Tailandia JNO050238 JNO050227 - JNO050216 JNO050244
CBS 512.75 Carica papaya Australia MG600761 MG600821 MG600868 MG600965 MG601028 MG600907
CBS 129957 Anthurium sp. Tailandia MG600762 MG600822 MG600869 MG600966 MG601029 MG600908
MAFF 305751 Passiflora edulis Japon MG600764 MG600824 MG600871 MG600968 MG601031
COUFALO0053 Capsicum sp. Brasil KY319117 KY319099 KY319129 KY319123 KY319108
MPU110 Capsicum chinense Brasil e KU315576 ----------e-- KU315571
CCCM12 Cucurbita sp. China KY797632  -----m-eeeee- KY797631 KY797629 KY797630
C. cacao CBS 119297* Theobroma cacao Costa Rica MG600772 MG600832 MG600878 MG600976 MG601039 MG600916
C. liaoningense 1 gi'\u"gng'”m' Capsicumannuum  China KP890104  KP890135  KP890127  KP890097  KP8901ll
CAUOS6 Capsicum annuum China KP890131 -------meee- KP890115
C. liaoningense 2 CAUOS3 Capsicum annuum China KP890105 KP890136 KP890128 ------------- KP890112
. . Trinidad and
C. lobatum IMI1 79736* Piper catalpaefolium Tobago MG600768 MG600828 MG600874 MG600972 MG601035 MG600912
C. magnum CBS 519.97* Citrullus lanatus EUA MG600769 MG600829 MG600875 MG600973 MG601036 MG600913
IMI1 391662 Citrullus lanatus EUA MG600771 MG600831 MG600877 MG600975 MG601038 MG600915
C. merremiae CBS 124955* Merremia umbellata ~ Panama MG600765 MG600825 MG600872 MG600969 MG601032 MG600910
C. okinawense MAFF 240517 Carica papaya Japén MG600767 MG600827  ------meee-- MG600971 MG601034
PC-1 Carica papaya Taiwan KX756146 KX756148 -------m-m--- MF401549 MF401550
C. panamense CBS 125386* Merremia umbellata ~ Panama MG600766 MG600826 MG600873 MG600970 MG601033 MG600911
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Colletotrichum sp.

2 CPO 27.832 Persea americana México MN744297 MN737357 MN746560 MN746531 MN848372 MN848391
CPO 27.999 Persea americana México MN744298  MN737358 MN746561  MN746532  MNB848373  MN848392
CPO 27.1003 Persea americana México MN744299 MN737359 MN746562 MN746533 MN848374 MN848393
Colletotrichum sp. GZAAS5.09545 Citrus medica China JQ247623 JQ247599 - JQ247647 JQ247635
COUFAL7300 Sechium edule Brasil KT285382 KT285381 KT285380 KT285378 KT285383
LJTJ24 Capsicum sp. China KP748215 KP823794 ----meoe- KP823736

ATCC: American Type Culture Collection; BBA: Culture collection of the Biologische Bundesanstalt fur Land-und Forstwirtschaft; BRIP:
Queensland Plant Pathology Herbarium; CPC: Culture Collection of Pedro W. Crous; CBS: Westerdijk Fungal Biodiversity Institute; CMM:
Culture Collection of Phytopathogenic Fungi; DPI: Department of Primary Industries; GMCC: China, General Microbiological Culture Collection;
GZAAS: Guizhou Academy of Agricultural Sciences Herbarium; ICMP: International Collection of Microorganisms from Plants; IMI: Culture
Collection of CABI Europe; LC: Working collection of Lei Cai; LF: Working collection of Fang Liu; MAFF Ministry of Agriculture, Forestry and
Fisheries of Japon; MFLUCC: Mae Fah Luang University Culture Collection; PD: Plantenziektenkundige Dienst Wageningen; CPO: Colegio de
Postgraduados.

*Indica cultivos ex-tipo

Cepas y nimeros de accesion generadas en este estudio se presentan en negritas.
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1.4.6 Caracterizacion morfoldgica y cultural

Se seleccionaron cepas representativas incluyendo todas las especies, para la caracterizacion
cultural y morfoldgica. Para el célculo de la tasa de crecimiento, se colocaron discos de PDA
(0.5 cm de didmetro) con micelio en crecimiento activo en el centro de cajas Petri y se
incubaron a 25 °C en oscuridad por 5 dias. Se registraron medidas ortogonales de cuatro
repeticiones (cajas Petri) por especie evaluada. Otros discos de PDA se colocaron en PDA
y Spezieller Nahrstoffarmer agar (SNA) suplementado con fasiculas de pino, y se incubaron
a 25 °C con un fotoperiodo de 12 h oscuridad/luz fluorescente por 5 y 20 dias,
respectivamente. Diversas estructuras (conidios, peritecios, ascas 0 ascosporas) se colocaron
sobre portaobjetos con &cido lactico claro, y se observaron en un microscopio BX51
(Olympus, Japdn). Posteriormente, se tomaron medidas de 50 estructuras, usando fotos
previamente tomadas con una camara Infinity 1-2 C, mediante el programa ImageJ

(https://imagej.nih.gov/ij/). Los apresorios se indujeron con la técnica de portaobjetos (Yang

et al., 2009) y se analizaron de la misma forma.

1.4.7 Pruebas de patogenicidad

La patogenicidad se evalud con una cepa representativa por cada especie (C. siamense CPO
27.415, C. chrysophilum CPO 27.408, C. tropicale CPO 27.477, C. jiangxiense CPO 27.850,
C. cigarro CPO 27.939, C. karsti CPO 27.953, Colletotrichum sp. 1 CPO 27.818, C.
godetiae CPO 27.907, C. fioriniae CPO 27.857, C. nymphaeae CPO 27.833, y
Colletotrichum sp. 2 CPO 27.832). Los conidios se obtuvieron de las colonias creciendo en
PDA a 25 °C en luz fluorescente constante por 7 dias. Las suspensiones se ajustaron a 1x10°
conidios mL* usando una cdmara de Neubauer (Marienfeld, Alemania). Frutos de aguacate

cv. Hass se lavaron con agua corriente, se desinfestaron con alcohol al 70% por 2 min,
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seguido de hipoclorito de sodio al 1.5% por 3 min, y enjuagados tres veces con agua
destilada estéril. Los frutos se limpiaron con toallitas estériles y se dejaron secar a
temperatura de laboratorio (20 °C). Posteriormente, se inocularon 7 pl sobre dos puntos en
frutos con herida y se incubaron a 25 °C en oscuridad (Sharma et al., 2017). Cada especie
de Colletotrichum inoculada consté de ocho repeticiones (un fruto con dos puntos de
inoculacién por repeticion). Los testigos se trataron con agua destilada esterilizada. El
porcentaje de incidencia se calculé con la férmula PDI = puntos de inoculacion
infectados/puntos de inoculacion) x 100 (Sharma et al., 2015; Guarnaccia et al., 2017). La
severidad de la enfermedad se registr6 midiendo ortogonalmente el diametro de la lesién a

los 7 dias después de la inoculacion.

1.4.8 Analisis estadistico
Se llevaron a cabo anélisis de varianza y comparacion de medias con la prueba de Tukey
(a=0.05) para la tasa de crecimiento, longitud de lesion en las pruebas de patogenicidad,

tamafio de conidios y apresorios usando el programa estadistico agricolae (https://cran.r-

project.org/web/packages/agricolae/index.html) implementado en la interface de R (R Core
Team). Previamente, se verificd la homogeneidad de varianzas y normalidad de los datos.
Las graficas de prevalencia y longitud de lesion en las pruebas de patogenicidad, se

construyeron con el programa ggplot2 (Wickham, 2016) implementado en R.

1.5 RESULTADOS
1.5.1 Diversidad genética a través de la red de haplotipos
Se detectaron 16 haplotipos en base a 104 secuencias del gapdh, conformado por 238 sitios,
con un valor de hd=0.824 (diversidad haplotipica), s>hd=0.0007 (varianza de la diversidad

haplotipica), 104 sitios segregantes y un total de 166 mutaciones. Todos los haplotipos se
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representaron en una red (Figura 1.). Con base en la busqueda BLAST, los haplotipos se
agruparon en C. gloeosporioides CE (H1 a H9), C. boninense CE (H10 a H12), C. acutatum
CE (H14 a H16) y C. magnum CE (H13). Colletotrichum gloeosporioides CE presento el
mayor nimero de haplotipos (9), y el H1 fue el mas abundante. Finalmente, se seleccionaron
31 cepas, con base en el haplotipo y lugar de muestreo, para el andlisis filogenético

multilocus.

C. gloeosporioides

@ Michoacin
@ Morelos
@ Puchla
Nayarit
® Guerrero
@ Oaxaca

C. magnum

C. acutatum

Figura 1. Red de haplotipos construida con 104 secuencias parciales del gen gapdh,
correspondientes a aislamientos obtenidos de frutos con sintomas de antracnosis en México.
El tamafio del circulo representa el niUmero de secuencias que se agruparon en el mismo
haplotipo. Los guiones representan las sustituciones entre haplotipos relacionados. La red
se construyo en POPART usando el algoritmo Templeton, Crandall y Sing (TCS).
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1.5.2 Analisis filogenético multilocus
La filogenia de las secuencias concatenadas de C. gloeosporioides CE, C. boninense CE, C.
acutatum CE y C. magnum consistié de 89, 51, 55 y 25 secuencias, respectivamente,
incluyendo los fuera de grupo. Para C. gloeosporioides se incluyeron 4048 caracteres (ITS:
1-567, gapdh: 574-872, act: 879-1169, tub2: 1176-1915, ApMat: 1922-2825, gs: 2832—
3762, chs-1: 3769-4048). Para C. boninense CE fueron 2345 caracteres (ITS: 1-561, gapdh:
568-861, chs-1: 8681147, act: 1154-1435, tub2: 1442-1945 and his3: 1952-2345). Para
C. acutatum CE fueron 2415 (ITS: 1-553, gapdh: 560-826, chs-1: 833-1115, act: 1122—
1396, tub2: 1403-2020 and his3: 2027-2415) y para C. magnum fueron 2413 (ITS: 1-544,
gapdh: 551-800, chs-1: 807-1070, act: 1077-1334, tub2: 1341-2026 y his3: 2033-2413).
Se guardaron un maximo de 1000 é&rboles igualmente parsimoniosos, y las
caracteristicas de las particiones de los genes concatenados usados en el andlisis
filogenético, se reportan en el Cuadro 3. Los valores de soporte bootstrap se colocaron en
los arboles Bayesianos (Figuras 2-5). Para todos los andlisis Bayesianos, se seleccionaron e
incorporaron los mejores modelos de sustitucion nucleotidica usando MrModeltest 2.4.
(Nylander, 2004) (Cuadro 4). El patrén de sitios Unicos para cada particion y todos los
pardmetros del analisis Bayesiano se reportaron en el Cuadro 3. En C. gloeosporioides CE
se agruparon con las cepas de referencia de C. cigarro, C. jiangxiense, C. chrysophilum, C.
tropicale y C. siamense (Figura 2). El &rbol final que se gener6 para C. boninense CE mostro
cuatro cepas agrupadas con C. karsti, y dos cepas como un linaje diferente llamado, en este
estudio Colletotrichum sp. 1 (PIH=1.0) (Figura 3). Ademas, las cepas incluidas en el anélisis
de C. acutatum CE, se agruparon con C. nymphaeae, C. fioriniae y C. godetiae (Figura 4).

Por ultimo, el arbol filogenético para C. magnum CE mostro tres cepas que no se agruparon
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con ninguna referencia, siendo un nuevo linaje llamado en este estudio Colletotrichum sp. 2

(PHI=1.0) (Figura 5).

Cuadro 3. Pardmetros de las particiones de los anlisis filogenéticos, mediante Méxima
Parsimonia e Inferencia Bayesiana, para cada complejo de especies (CE) del género
Colletotrichum identificados en el presente estudio.

C.
C. boninense C. acutatum magnum
C. gloeosporioides CE CE CE CE
ITS+gapdht g, dandh+  ITS+gapdh+  ITS+ gapdht+
. act+ tub2+
Loci ApMat+ gs+ chs-1+ act+ chs-1+ act+ chs-1+ act+
et tub2+ his3  tub2+his3  tub2+ his3
Total de sitios 4048 2345 2415 2413
Sitios constantes 2025 1525 1708 1525
Sitios variables 809 277 328 277
Sitios parsimonios 1178 513 349 513
Méxima informativos
Parsimonia ~ Longitud de éarbol 3381 1540 1097 1540
Indice de 0.756 0.731 0.766 0.731
consistencia
incide de retencién 0.905 0.871 0.924 0.871
indice de
consistencia 0.684 0.637 0.708 0.637
reescalado
P.S.ULITS 107 95 80 68
P.S.U. gapdh 215 191 124 100
P.S.U. act 133 124 98 68
P.S.U. tub2 322 215 137 135
P.S.U. ApMat 558 ; ] ]
Inferencia  p.S.U. gs 453 - - -
Bayesiana o < U, chs-1 89 64 60 a1
P.S.U. his3 - 108 94 53
Generaciones 2785000 455000 1180000 585000
corridas
Arboles generados 5572 912 2362 1172
Arboles 4180 684 1772 880

muestreados

PSU: Patrén de sitios Ginicos
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Cuadro 4. Modelos evolutivos seleccionados con MrModelTest para los complejos de
especies (CE) del género Colletotrichum, e incluidos en el analisis Bayesiano para la
reconstruccion flogenética

Complejo de especies Locus Evolutionary model*
ITS GTR+G
gapdh HKY+G
act HKY+G

C. gloeosporioides tub2 GTR+G
ApMat K80+G
gs GTR+G
chs-1 SYM+G
ITS SYM+I+G
gapdh HKY+G

C. boninense chs-1 KB0+G
act HKY+G
tub2 K80+G
his3 GTR+G
ITS GTR+I+G
gapdh K80+G

C. acutatum chs-1 SYM+G
act GTR
tub2 HKY+G
his3 GTR+G
ITS JC+G
gapdh K80+G

C. magnum chs-1 SYM+G
act HKY
tub2 HKY
his3 HKY+G
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Figura 2. Arbol filogenético Bayesiano correspondiente a 14 cepas del complejo
Colletotrichum gloeosporioides reconstruido con secuencias parciales concatenadas de la

59



region ITS y los genes gapdh, chs-1, act, tub2, gs, y ApMat. Las cepas colectadas en este
estudio se representan en rojo. La escala representa sustituciones por sitio. Las
probabilidades posteriores y soporte bootstrap se representan en los nodos (PP/SB).
Colletotrichum boninense cepa 123755 se usé como fuera de grupo.

/
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Figura 3. Arbol
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Colletotrichum gloeosporioides

C. dacrycarpi
C. constrictum

C. annelatum

C. camelliae-japonicae
C. citricola

C. phyllanthi

C. karsti

C. petchii
C. catinaense

C. limonicola

| cssreum
183 L cBS 128505 C. novae-zelandiae

C. beeveri

Colletotrichum sp. 1

C. colombiense

C. brassicicola

C. boninense

C. torulosum
C. cymbidiicola
C. oncidii

C. hipeastrii

C. parsonsiae

C. brasiliense

filogenético Bayesiano correspondiente a 6 cepas del complejo s

Colletotrichum boninense reconstruido con secuencias concatenadas de la region ITS y los

genes parciales gapdh, chs-1, act, tub2 y his3. Las cepas colectadas en este estudio se

muestran en rojo. La escala indica sustituciones por sitio. Los valores de probabilidades
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posteriores y soporte bootstrap se muestran en los nodos. Colletotrichum gloeosporioides

cepa CBS 112999 se us6 como fuera de grupo.

3 # CBS 123755 Colletotrichum boninense
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Figura 4. Arbol filogenético Bayesiano correspondiente a 8 cepas del complejo

0.68/-

Colletotrichum acutatum reconstruido con secuencias parciale concatenadas de la region
ITS y los genes parciales gapdh, chs-1, act, tub2, y his3. Las cepas colectadas en este estudio

se muestran en rojo. La escala indica sustituciones por sitio. Los valores de las
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probabilidades posteriores y soportes bootstrap se muestran en los nodos. Colletotrichum
boninense cepa CBS 123755 se usé como fuera de grupo.

a7 CBS 112999 Colletotrichum gloeosporioides
CBS 119297* C. cacao

BCC 38876*

0.68/-
CBS 512.75

0.60/-|; CBS 129957 C. brevisporum
MAFF 305751

CCCM12

0.66/57
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- . .
CAUOS3 C. liaoningense 2
CGMCC 3.17616*
1157 0.62/- i
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Al
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LJTJ24 Colletotrichum sp.
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11100 Colletotrichum sp.
GZAAS5.09545
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o CPO 27.832 Colletotrichum sp. 2
CPO 27.999
C brevi COUFAL0053
1i00[ © Previsportm Colletotrichum sp.
C brevisporum MPU110

0.03

Figura 5. Arbol filogenético Bayesiano correspondiente a 3 cepas del complejo
Colletotrichum magnum reconstruido con secuencias parciales concatenadas de la region
ITS y los genes parciales gapdh, chs-1, act, tub2 y his3. Las cepas colectadas en este estudio
se muestran en rojo. La escala indica sustituciones por sitio. Los valores de las
probabilidades posteriores y soportes bootstrap se muestran en los nodos. Colletotrichum

gloeosporioides cepa CBS 112999 se us6 como fuera de grupo.

Las pruebas del indice de homoplasia mostraron valores de 1.0 para los dos nuevos
linajes, confirmando la ausencia de recombinacion genética con los clados mas cercanos

(Figura 6). Por lo tanto, ambos linajes representan nuevas especies. Sin embargo, para su
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descripcion formal es necesario el depdsito de cultivos vivos en el banco de hongos

(http://www.mycobank.org/).

e . 0.01
0.001 C. boninense CORCS2

CPO 27.1003

Collefotrichum sp.
GZAAS5.09545

C. beeveri CBS 128527

CPO 27.999

Colletotrichum sp.
CPO 27.832 COUFAL 7300

Ow=1.0 ow=1.0

Figura 6. Resultados de las pruebas de indice de homoplasia de los nuevos linajes
Colletotrichum sp. 1 (CPO 27.818, CPO 27.800) y Colletotrichum sp. 2 (CPO 27.832, CPO
27.999, CPO 27.1003) con los clados mas cercanos. Un valor de ¢w < 0.05 indica

recombinacion genética.

1.5.3 Caracterizacion morfoldgica y cultural

Las caracteristicas culturales y morfoldgicas fueron diferentes entre las especies (Cuadro 5).
Hubo diferencias significativas en tasa de crecimiento, tamafios de conidio y apresorio (p <
.0001). Los miembros de C. gloeosporioides CE crecieron mas rapido (> 5.40 mm dia™) que
otros complejos de especies, excepto C. cigarro, que tuvo el crecimiento mas lento (1.99
mm dial). Las especies remanentes presentaron una tasa de crecimiento en un rango de 2.27
a 5.40 mm dia’. La forma del conidio pudo distinguir entre tres complejos de especies.
Colletotrichum gloeosporioides CE present6 conidios rectos y redondeados en los extremos,
mientras que los conidios de C. boninense CE presentaron una cicatriz visible en la base, y
los conidios de C. acutatum fueron agudos en, al menos, un extremo. Colletotrichum sp. 2,
perteneciente a C. magnum CE, tuvo conidios similares en forma que C. gloeosporioides

CE. El tamafio de los conidios en PDA y SNA fueron similares para cada especie, a
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excepcion de C. jiangxiense, en el cual la longitud fue 2 mm mas grande en SNA. El tamafio
de los conidios no puede delimitar las especies o complejos de especies. En general, C.
siamense y C. jiangxiense tuvieron los conidios mas largos (> 15 um) en PDA y SNA, y
Colletotrichum sp. 1 tuvo lo mas anchos (> 6 um) en ambos medios (Figura 7). Los conidios
de las especies remanentes midieron de 13.4-14.6 x 3.8-5.0 um y 12-14.8 x 3.4-5.4 pym en
PDA y SNA, respectivamente. Los apresorios mostraron variabilidad en tamafio y forma,
pero no fueron consistentes entre especies o complejos de especies (Figura 7).
Colletotrichum jiangxiense, C. chrysophilum y C. karsti presentaron la fase sexual
en PDA. Las Ultimas dos especies presentaron caracteristicas de ascomatas, ascas Yy
ascosporas similares a reportes previos por Vieira et al. (2017) y Damm et al. (2012a),
respectivamente. La fase sexual de C. jiangxiense se reporta por primera vez en este estudio.
Esta especie desarrollé ascomata peritecial después de 10 dias incubada a 25 °C con un
fotoperiodo de 12 h oscuridad/luz fluorescente, semiinmerso o inmerso en el agar, no
estomatico, subesférico a ovoide, café a café oscuro, con medidas de 145-190 x 124-165
pum (largo x ancho). Ascas unitunicadas, con 8 esporas, subcilindricas a clavadas,
haciéndose agudas hacia el apice y la base, pared lisa, midiendo 89.1-60.2 x 12.5-8.5 um.
Las ascosporas arregladas en dos series, sin septos, hialinas, pared lisa, fusiformes, con uno

0 dos extremos redondeados, midiendo 19.9 -12.9 x 6.6-3.6 pm (Figura 8).
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Cuadro 5. Caracteristicas morfoldgicas determinadas en medios de cultivo papa dextrosa agar (PDA) y Spezieller Nahrstoffarmer agar (SNA), y

tasa de crecimiento de 11 especies de Colletotrichum causantes de antracnosis en frutos de aguacate en México

Especie

Cepa

Colonias en PDA

Conidios

PDA

SNA

Media (um)?
LxA

Media (um)
LxA

Apresorios
Media (um)
LxA

Tasa de
crecimiento

(mm dial)

C. siamense

C. chrysophilum

C. tropicale

C. cigarro

C. jiangxiense

C. karsti

CPO 27.415

CPO 27.408

CPO 27.477

CPO 27.939

CPO 27.850

CPO 27.953

Micelio aéreo abundante algodonoso, blanco
claro a gris, reverso gris olivaceo en el margen,
y gris claro en el centro

Micelio aéreo abundante, algodonoso verde
olivaceo, presencia de abundante ascomatas en
el centro, color negro, reverso blanco a gris
claro en el margen y gris a negro en el centro

Micelio superficial blanco a gris claro,
abundante acérvulos anaranjados en el centro,
formando un anillo, circulando el centro color
gris a negro, reverso blanco, con las mismas
caracteristicas que la vista frontal

Micelio denso, blanco y con margen entero,
reverso blanco en el margen, anaranjado palido
en el centro

Micelio denso algodonoso, verde olivaceo,
blanco claro en el margen, acérvulos
anaranjado al lado del disco de PDA inoculado,
y pocos acérvulos cubiertos por el micelio
denso, reverso con muchas manchas negras a
grises, de diferente tamafio, margen blanco

Micelio delgado y superficial, blanco a verde
olivaceo pélido, poco micelio aéreo en el
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Colletotrichum sp. 1

C. godetiae

C. fioriniae

C. nymphaeae

Colletotrichum sp. 2

L x A = Largo por Ancho

CPO 27.818

CPO 27.863

CPO 27.857

CPO 27.833

CPO 27.832

centro, reverso anaranjado palido, estriado
paralelo al diametro de la colonia

Micelio blanco, con abundantes acérvulos y
secrecién anaranjado distribuido en el centro,
reverso blanco en el margen y anaranjado
palido en el centro, con pequefias manchas
grises

Micelio denso café palido, margen crenado a
crenulado, sin acérvulos visibles en la vista
frontal, reverso anaranjado en el centro y
margen blanco, con lineas negras irregulares
circulando el centro

Micelio blanco superficial y delgado encima
del micelio denso, rosa a rosa palido, margen
con micelio blanco, con algunos acérvulos al
lado del disco de PDA inoculado, reverso rosa
arojo claro en el centro

Micelio banco algodonoso, margen entero,
abundantes acérvulos anaranjados visibles
dispersos en el centro, reverso blanco en el
margen, amarillo cremoso a gris claro en el
centro, con pequefios manchas negras a grises

Micelio superficial y denso, margen con
ondulado, gris a verde oliviceo en el centro, y
gris palido en el margen, reverso anaranjado
palido y gris a negro en el centro

14.2cd x 6.1a

14.6¢ x 4.4de

13.8cd x 4.5de

13.4d x 4.4de

14.0cd x 4.3e

Valores con letras diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, a=0.05)
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Figura 7. Caracteristicas culturales y morfolégicas de 11 especies de Colletotrichum
causantes de antracnosis en frutos de aguacate en Mexico. En orden de izquierda a derecha,
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vista frontal de la colonia en papa dextrosa agar (PDA) a los 10 dias, vista del reverso en
PDA, conidios o0 ascosporas en PDA, conidios en Spezieller Nahrstoffarmer agar (SNA), y
apresorios. Escala en todas las figuras = 10 um

Figura 8. Caracteristicas de la fase sexual de Colletotrichum jiangxiense cepa CPO 27.850
en medio papa dextrosa agar. Peritecios (a-c), ascas conteniendo ascosporas (d-j), ascosporas
(k, ). Escalaen a-e = 20 pm y en f-1 = 10 pm.
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1.5.4 Prevalencia y distribucion de Colletotrichum spp.

Cuatro complejos de especies se encontraron en este estudio. Colletotrichum
gloeosporioides CE present6 mayor diversidad con cinco especies (C. siamense, C.
chrysophilum, C. tropicale, C. cigarro y C. jiangxiense); seguido de C. acutatum CE (C.
godetiae, C. fioriniae y C. nymphaeae), C. boninense CE (C. karsti y Colletotrichum sp. 1)
y C. magnum CE (Colletotrichum sp. 2). Los nuevos linajes presentaron una baja prevalencia
(< 4%, n = 232), y solamente se encontraron en un huerto cada uno en Morelos y Puebla

(Figura 9).
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Figura 9. Prevalencia de especies de Colletotrichum y su correspondiente complejo de
especies aisladas de frutos de aguacate con antracnosis en México (n = 232).

Las tres especies pertenecientes a C. gloeosporioides CE (C. chrysophilum, C.
jiangxiense, C. tropicale) y una a C. acutatum CE (C. nymphaeae), que representan el primer

reporte en el mundo asociadas con aguacate, presentaron baja prevalencia (< 5%), a
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excepcion de C. jiangxiense, la cual ocupd el segundo lugar (16.8%) (Figura 9).
Colletotrichum siamense, la especie mas prevalente (36.6%), se aislé solamente en la region
pacifico (Nayarit, Michoacan y Guerrero), seguido de C. jiangxiense (16.8%) aislado del
pacifico y centro (Michoacén, Puebla y Morelos). Colletotrichum karsti tuvo la mayor
distribucion, encontrada en cuatro estados, mientras que C. siamense, C. jiangxiense y C.
chrysophilum en tres regiones. En el estado de Puebla, uno de los lugares mas antiguos en
produccion de aguacate, se present6 la mayor diversidad de especies (7 especies), incluso
mas que Michoacén (4 especies), el mayor productor en el pais. En los estados de Guerrero
y Oaxaca, con las plantaciones méas jovenes de menos de 10 afios, se encontraron tres (C.
siamense, C. chrysophilum y C. tropicale) y dos especies (C. karsti y C. chrysophilum),
respectivamente. Colletotrichum nymphaeae y C. fioriniae se encontraron solamente en

Puebla (Figura 10).

I C. siamense \)

B C. chrysophilum
I C. tropicale

C. kahawae subsp. ciggaro
B C. jiangxiense
B C. karsti
W Colletotrichum sp. 1
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W C. fioriniae

C. nymphaeae
W Colletotrichum sp. 2
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Figura 10. Mapa de distribucion de 11 especies de Colletotrichum causantes de antracnosis
en frutos de aguacate en seis regiones productoras de México (n = 232)

Pacific Ocean
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1.5.5 Pruebas de patogenicidad

Las once especies causaron sintomas en frutos de aguacate cv. Hass, usando el método de
inoculacién con herida (D1=100%). Las lesiones necroticas y hundidas aparecieron desde 4
dias después de la inoculacion (ddi) y la calidad se vio afectada a los 7 ddi (Figura 11). El
andlisis de varianza y comparacion de medias mostraron diferencias significativas en
longitud de lesion entre especies (p < .001) (Figura 11). C. tropicale, C. siamense, C.
jiangxiense y C. chrysophilum, miembros de C. gloeosporioides CE, fueron las més
virulentas, causando lesiones de 29.1 a 34.6 mm, con excepcion de C. cigarro. Ademas, en
estas especies se observo alta esporulacién en los frutos a los 7 ddi. Colletotrichum sp. 2 no
mostro diferencias significativas con estas especies virulentas, mientras que C. godetiae fue
la menos virulenta causando lesiones de 10.8 mm a los 7 ddi. Los nuevos linajes fueron

patogénicos.

71



401 Species complex
[ Gloeosporioides

b & [ Boninense
be [ Acutatum
B Magnum
bc
304 C
d
de
def
| ef ¢
g
10- '

Lesion (mm)
S

o

v ¢ Q v > O Y O ~
fF & & s s
Y § 8 &y &y § Y ¢
& N b § Q $ Q $
& N N ] & ¢ 8 S N & N
S 8 ¢ o g v ¢ S 3
G > § ¥
0 ¢ & ¢ &
¢ L &
Species

Figura 11. Pruebas de patogenicidad de 11 especies de Colletotrichum evaluados a los 7
dias después de la inoculacion. (a) Sintomas de antracnosis en cv. Hass; (b) Analisis de
varianza y prueba de medias. Las mismas letras en las barras no son estadisticamente
diferentes. Las lineas en las barras indican la desviacion estandar.
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1.6 DISCUSION

La diversidad de especies de Colletotrichum asociadas a la antracnosis del aguacate en
México, requiere un estudio mas amplio con los métodos moleculares méas recientes para
implementar mejores estrategias de manejo. Previamente, se reportaron los complejos C.
gloeosporioides, C. boninense y C. acutatum causando antracnosis en frutos de aguacate en
México, usando solamente el analisis de la region ITS (Silva-Rojas y Avila-Quezada, 2011),
la cual no posee la suficiente resolucién para delimitar las especies (Vieira et al., 2020).
Posteriormente, se reportd a C. godetiae y C. karsti en el estado de Morelos, usando el
andlisis de la region ITS y el gen gapdh y, por ultimo, a C. fructicola aplicando el analisis
filogenético multilocus (ITS, gapdh, act, chs-1, and ApMat) (Fuentes-Aragon et al., 2018).
Estas cepas se obtuvieron de frutos de aguacate con sintomas de antracnosis colectados en
regiones que no representan la completa diversidad de huertos de aguacate en México.

Se obtuvieron 232 aislamientos de 6 regiones productoras de aguacate en
México, en los resultados se identificaron 11 especies distribuidas en cuatro complejos de
especies: 1) C. siamense, C. chrysophilum, C. tropicale, C. jiangxiense, y C. cigarro
perteneciente a C. gloeosporioides CE; 2) C. karsti y un nuevo linaje, Ilamado aqui
Colletotrichum sp. 1, perteneciente a C. boninense CE; 3) C. godetiae, C. fioriniae, y C.
nymphaeae perteneciente a C. acutatum CE; y 4) otro nuevo linaje nombrado Colletotrichum
sp. 2 perteneciente a C. magnum CE. Solamente los complejos C. gloeosporioides, C.
boninense y C. acutatum se han reportado causando antracnosis en aguacate en el mundo
(Silva-Rojas y Avila-Quezada, 2011; Damm et al., 2012a, b; Weir et al., 2012; Sharma et
al., 2017). En este estudio se reporta un nuevo linaje perteneciente al complejo C. magnum.
Ademas, se registra por primera vez a C. chrysophilum, C. jiangxiense, C. tropicale, y C.
nymphaeae causando antracnosis en aguacate en el mundo, y a C. siamense, C. fioriniae, y

C. cigarro en Mexico.
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Colletotrichum gloeosporioides CE se conforma por 49 especies delimitadas por
andlisis filogenéticos y morfoldgicos, que incluyen especies patogénicas y enddfitas en
diversos hospedantes (Jayawardena et al., 2016; Guarnaccia et al., 2017; Sharma et al.,
2017; Vieira et al., 2017; Liu et al., 2018; De Silva et al., 2019; Cao et al., 2020). Aunque
se argumenta que C. gloeosporioides sensu stricto es el agente causal de la antracnosis en
aguacate en México (Farr y Rossman, 2020), no se identificd en el presente estudio, y
solamente se ha reportado en aguacate en Israel (Sharma et al., 2017).

Colletotrichum siamense se ha reportado en aguacate en Australia, Sudéafrica e Israel
(Weir et al., 2012; Sharma et al., 2017). Mientras que C. cigarro se ha identificado
solamente en Nueva Zelanda y Corea el Sur (Weir et al., 2012; Kwon et al., 2020), y por
primera vez en México en este estudio. Colletotrichum tropicale se aislé y describié por
primera vez de Theobroma cacao en Panama por Rojas et al. (2010), y se ha reportado en
importantes cultivos fruticolas como el mango en Brasil (Lima et al., 2013) y Annona
muricata en Panama (Rojas et al., 2010). Colletotrichum chrysophilum se describid
recientemente causando antracnosis en banano en Brasil (Vieira et al., 2017). Ademas, se
reportd recientemente causando antracnosis en mango en México (Fuentes-Aragon et al.,
2020). Ademas, otras cepas previamente identificadas como C. fructicola se reclasificaron
como C. chrysophilum (Vieira et al., 2017).

Colletotrichum jiangxiense se describié recientemente causando lesiones cafés en
hojas de Camellia sinensis en China (Liu et al., 2015), y como enddéfito en Dendrobium sp.
en Tailandia (Ma et al., 2018). Ademas, una cepa que se identificé como Colletotrichum sp.
SC3A3 aislada de Camellia sinensis (Wang et al., 2016), se agrupé en este clado. En el
presente estudio, se reportd y describid por primera vez la fase sexual de C. jiangxiense.

Colletotrichum boninense CE estd conformado por 26 especies identificadas en

diferentes cultivos importantes (Jayawardena et al., 2016; Maet al., 2018; Crous et al., 2019;
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Xue et al., 2020), del cual solamente una especie (C. karsti) se ha reportado en aguacate en
México, Israel y Australia (Sharma et al., 2017; Giblin et al., 2018). Esta especie esta
ampliamente distribuida en todo el mundo, causando antracnosis en importantes cultivos
como Persea americana, Citrus spp., Capsicum annuum, Malus domestica, Mangifera
indica, Camellia sp. y Pistacia vera (Farr y Rossman, 2020). Sin embargo, se encontro el
nuevo linaje Colletotrichum sp. 1, cercano a C. beeveri, causando antracnosis en frutos de
aguacate.

Colletotrichum acutatum CE estd conformado por 38 especies aceptadas, todas
aisladas de tejido sintomaético en diferentes cultivos (Jayawardena et al., 2016; Liu et al.,
2018; Cao et al. 2019; De Silva et al., 2019; Damm et al., 2020). Colletotrichum godetiae
se ha reportado en México en aguacate, mientras que C. fioriniae en Australia (Hernandez-
Lauzardo et al., 2015). Ademas, C. godetiae posee un amplio rango de hospedantes,
infectando cultivos importantes como Fragariaxananassa, Malus domestica, Olea europea,
Prunus spp. y Vitis vinifera en diferentes paises (Damm et al., 2012b). Esta especie también
se ha reportado en México causando antracnosis en frutos de nispero (Juarez-Vazquez et al.,
2019). Colletotrichum fioriniae infecta Persea americana, Capsicum spp., Carica papaya,
Citrus spp., Fragariaxananassa, Malus domestica, Mangifera indica, Pyrus communis,
Vitis vinifera y diversas plantas aromaticas (Guarnaccia et al., 2019; Farr y Rossman, 2020).
En el caso de C. nymphaeae, se ha reportado en Capsicum spp., Fragaria spp., Malus
domestica, Protea spp., Psidium guajava y Vitis vinifera en Europa, Australia y Sudamérica
(Farr y Rossman, 2020).

Colletotrichum magnum CE estd conformado por nueve especies asociadas con
sintomas de antracnosis (Damm et al., 2019). En el presente estudio, Colletotrichum sp. 2

se consider6 como un nuevo linaje perteneciente al complejo C. magnum. Este linaje es
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cercano a Colletotrichum sp. COUFAL 7300 y Q026, aislados de Sechium edule y Citrus
medica en Brasil y China, respectivamente (Peng et al., 2012; Bezerra et al., 2016).

Las caracteristicas culturales y morfoldgicas variaron entre especies de
Colletotrichum. Solamente la forma de los conidios pudo distinguir entre complejo C.
gloeosporioides, C. boninense y C. acutatum, con la excepcion de C. magnum, que fue
similar a C. gloeosporioides. La forma de los conidios fue similar como se report6 por Weir
etal. (2012) y Damm et al. (20123, b; Damm et al., 2019). El tamafio y forma de los conidios
y apresorios no fueron consistentes para todas las especies dentro de cada complejo.
Ademas, la fase sexual no se desarrolla para todas las especies en condiciones de laboratorio
(Weiretal., 2012; Damm et al., 2012a, b; Damm et al., 2019); por lo tanto, las caracteristicas
morfologicas no se pueden utilizar para la delimitacion de las especies. Se observo la fase
sexual en PDA de las especies C. jiangxiense, C. chrysophilum, y C. karsti, mostrando
caracteristicas similares reportadas en otros estudios (Damm et al., 2012a; Vieira et al.,
2017), a excepcion de C. jiangxiense, que se reportd por primera vez en este estudio.

La identificacion precisa de especies fungicas es crucial para el monitoreo de los
patdgenos cuarentenados. Por ejemplo, Waller et al. (1993) introdujo como nueva especie a
C. kahawae infectando frutos de café. Después, se propusieron dos subespecies debido a la
importancia de bioseguridad del patdgeno en este hospedante: C. kahawae subsp. kahawae,
afectando al cafeto y C. kahawae subsp. cigarro con un amplio rango de hospedantes (Weir
et al., 2012). Aunque estas especies presentan las mismas secuencias en ITS, gapdh, act,
chs-1, tub2, y sod2, se pueden distinguir con base en la secuencia del gs, debido a una
delecion de 22 pb (Weir et al., 2012). C. kahawae también se distingue metabolicamente,
por la habilidad de C. kahawae de utilizar fuentes especificas de carbono (Waller et al.,
1993). Recientemente, las dos subespecies se subieron al nivel especie usando un enfoque

polifasico, incluyendo datos patoldgicos, morfologicos, citogenomicos, bioguimicos y
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moleculares (Cabral et al., 2020). Otro ejemplo es C. siamense, el cual se consider6 como
complejo de especies, formado por C. communis, C. dianesei, C. endomangiferae, C.
hymenocallidis, C. jasmini-sambac, C. melanocaulon y C. murrayae (Sharma et al., 2015),
debido a la alta diversidad genética y variabilidad morfoldgica. Estas putativas especies, se
sinonimizaron con C. siamense utilizando el criterio GCPSR y métodos coalescentes (Liu et
al., 2016).

El andlisis de la distribucion mostré que algunas especies se encontraron en una
region y en otra no. Las especies que se reportaron por primera vez en aguacate, incluyendo
los dos nuevos linajes, se obtuvieron con una baja frecuencia, al contrario de lo reportado
por Sharma et al. (2017), quienes encontraron la nueva especie (C. perseae) como la méas
prevalente en aguacate en Israel. Una alta diversidad de Colletotrichum se encontro en el
estado de Puebla, con siete especies (C. chrysophilum, C. fioriniae, C. godetiae, C. cigarro,
C. karsti, C. nymphaeae, and Colletotrichum sp. 2). Lo anterior puede deberse a dos razones.
Primero, Puebla se considera el centro de origen del aguacate con los reportes méas antiguos
alrededor de 7000-8000 A.C. (Smith, 1966) y, segundo, una coevolucién probable con
Colletotrichum. EIl patosistema Colletotrichum-hospedante ocurre en diversos cultivos
fruticolas como pera (Pyrus sp.), manzana (Malus domestica) y durazno (Prunus sp.). En el
2018, el estado de Puebla ocup6 el primero, segundo y cuarto lugar en produccién de pera,
manzana y durazno, respectivamente. Estos cultivos frecuentemente son afectados por la
antracnosis causada por C. fioriniae, C. godetiae, C. karsti, C. nymphaeae y C. siamense en
otros paises (Farr y Rossman, 2020). Esta hipotesis se soporta con la demostracién de
patogenicidad cruzada de Colletotrichum en diferentes hospedantes. Estudios futuros se
deben enfocar en la diversidad genética de este patdgeno en otros cultivos de importancia

econdmica para México.
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Todas las especies causaron sintomas en las pruebas de patogenicidad en frutos de
aguacate cv. Hass, y los miembros de C. gloeosporioides CE fueron los més virulentos (C.
chrysophilum, C. jiangxiense, C. siamense y C. tropicale). Sin embargo, Colletotrichum sp.
2 tuvo virulencia similar. Interesantemente, no se desarrollaron sintomas en la inoculacién
de frutos sin herida. Resultados similares se obtuvieron de nueve especies de Colletotrichum
causantes de antracnosis del aguacate en Israel (Sharma et al., 2017). Esta ausencia de
sintomas requiere estudios subsecuentes.

En conclusién, este estudio elucida la diversidad de especies de Colletotrichum
asociadas a la antracnosis de frutos de aguacate en México. Once especies se identificaron
causando antracnosis en los frutos, incluyendo dos nuevos linajes. Seis especies se
reportaron por primera vez en aguacate y tres especies por primera vez en México. Ademas,
se clarifico la distribucion y patogenicidad de las especies encontradas. Todas las especies
reportadas en este estudio no representan ningln riesgo para los paises importadores y
productores de aguacate, debido a que estas especies estdn ampliamente distribuidas en el
mundo en un amplio rango de hospedantes. Ademas, los frutos con sintomas se descartan
para exportacion desde la cosecha y empacamiento. La consideracion de la diversidad de
especies ayudara a los productores a adoptar mejores estrategias de manejo. Las futuras
investigaciones se deben enfocar en la evaluacion de la sensibilidad de fungicidas

autorizados para la aplicacion en aguacate en México.
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CAPITULO I1. SENSIBILIDAD in vitro A TIABENDAZOL Y AZOXISTROBIN DE
Colletotrichum spp. CAUSANTES DE ANTRACNOSIS EN FRUTOS DE
AGUACATE

2.1 RESUMEN

Colletotrichum spp. causan la antracnosis en frutos de aguacate en las principales regiones
productoras de México. En cada ciclo de produccion se presentan epidemias que merman
significativamente la produccion y calidad de los frutos. En los huertos con manejo
convencional, se aplican Unicamente fungicidas autorizados para el control de la
enfermedad. Sin embargo, la emergencia de epidemias recientes puede deberse a la aparicion
de poblaciones resistentes a los fungicidas cominmente aplicados. El objetivo del presente
estudio fue evaluar in vitro la sensibilidad de once especies de Colletotrichum causantes de
antracnosis en frutos de aguacate (C. siamense, C. tropicale, C. chrysophilum, C. cigarro,
C. karsti, Colletotrichum sp. 1, C. godetiae, C. fioriniae, C. nymphaeae y Colletotrichum
sp. 2) a tiabendazol (TI) y azoxistrobin (AZ). Los resultados mostraron alta sensibilidad a
Tl en las once especies evaluadas, con valores de CEs0<0.4 mg Lty CEgs<2 mg L, mientras
que siete especies (C. siamense, C. chrysophilum, C. tropicale, C. jiangxiense, C. karsti, C.
fioriniae y C. nymphaeae) fueron altamente resistentes a AZ, con valores de CEso>1000 mg
L. Las especies remanentes (C. cigarro, Colletotrichum sp. 1y 2, y C. godetiae) fueron
sensibles a azoxistrobin con valores de CEs0<0.1 mg L. Ambos fungicidas indujeron
hormesis sobre el crecimiento micelial de C. siamense (Tl y AZ), C. tropicale (AZ), C.
jiangxiense (AZ), C. karsti (AZ), C. chrysophilum (TI) y C. cigarro (TI), con dosis baja para
Tl (0.3 mg L) y dosis baja (0.03 mg L) y alta para AZ (1000 mg L™?). Estos resultados
sugieren que el tiabendazol sigue siendo una opcién para el control de la antracnosis;
mientras que el uso de azoxistrobin debe ser limitado.

Palabras clave: Resistencia, hormesis, benzimidazoles, estrobilurinas
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2.2 ABSTRACT
Colletotrichum spp. cause anthracnose of avocado fruits in the main producer regions in
Mexico. In each production cycle, epidemics emerge in most orchards decreasing the fruit
production and quality. Authorized fungicides are applied in the conventional orchards for
anthracnose management. Nevertheless, epidemics emergence, may be due to the
appearance of fungicide resistant populations to common applied fungicides. This study
aimed to evaluate the thiabendazole (TH) and azoxystrobin (AZ) sensitivity in vitro of
eleven Colletotrichum species causing avocado anthracnose (C. siamense, C. tropicale, C.
chrysophilum, C. cigarro, C. karsti, C. godetiae, C. fioriniae, C. nymphaeae,
Colletotrichum sp. 1 and Colletotrichum sp. 2). The results showed in the all eleven
Colletotrichum species were highly sensitive to thiabendazole, with values of CEs0<0.4 mg
L and CEgs<2 mg L, while seven species (C. siamense, C. chrysophilum, C. tropicale, C.
jiangxiense, C. karsti, C. fioriniae y C. nymphaeae) were highly resistant to azoxystrobin
with values of CEsp>1000 mg L™*. The remaining four species (C. cigarro, Colletotrichum
sp. 1y 2, and C. godetiae) were highly sensitive to azoxystrobin with values of CEso<0.1
mg L. Both fungicides induced hormetic effects on mycelial growth of C. siamense (TH y
AZ), C. tropicale (AZ), C. jiangxiense (AZ), C. karsti (AZ), C. chrysophilum (TH) y C.
cigarro (TH), with low doses for thiabendazole (0.1 mg L) and low (0.03 mg L1) and high
doses (1000 mg L) for azoxystrobin. These results suggest that thiabendazole continue
being an option for anthracnose management, while application of azoxystrobin should be

limited.

Keywords: Resistance, hormesis, benzimidazole, strobilurins
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2.3 INTRODUCCION
Colletotrichum spp. causa la antracnosis en una amplia diversidad de cultivos de importancia
econodmica en todo el mundo. En el aguacate, la antracnosis en pre y postcosecha constituye
el principal problema en los paises productores. Once especies de Colletotrichum
identificadas mediante andlisis filogenéticos se han asociado a la antracnosis del aguacate
en México, (Silva-Rojas y Avila-Quezada 2011; Hernandez-Lauzardo et al., 2015;
Velazquez-del Valle et al., 2016; Fuentes-Aragén et al., 2018).

La aplicacién de fungicidas en campo para el manejo de la antracnosis en aguacate
es una estrategia crucial para asegurar la buena calidad y la comercializacion de los frutos.
Sin embargo, el uso continuo de fungicidas y el desconocimiento del manejo de la
resistencia, han generado poblaciones resistentes a benzimidazoles en aislamientos de C.
gloeosporioides (Tashiro et al., 2012, Lin et al., 2016), C. truncatum (Torres-Calzada et al.,
2015) y C. siamense (Fuentes-Aragon et al., 2020); a estrobilurinas en C. acutatum
(Forcelini et al., 2016) y C. siamense (Hu et al., 2015); asi como atriazoles en C. truncatum
y C. nymphaeae (Zhang et al., 2017; Chen et al., 2018). La resistencia a fungicidas en
hongos se ha correlacionado con mutaciones puntuales en el sitio de accién de los
ingredientes activos. Por ejemplo, los aislamientos resistentes a benzimidazoles presentan
mutaciones puntuales en el gen B-tubulina (Koenraadt et al., 1992; Maymon et al., 2006;
Young et al., 2010a,b; Lin et al., 2016) y los resistentes a estrobilurinas, en el gen citocromo
b (Sierotzki et al., 2000; Hu et al., 2015). Sin embargo, estas mutaciones no son consistentes
en todos los aislamientos y especies de Colletotrichum. Diversos estudios también han
demostrado alta resistencia en poblaciones de Colletotrichum a benzimidazoles,
estrobilurinas y triazoles, las cuales no poseen mutacion en las proteinas del sitio de accion

de cada fungicida (Baggio et al., 2018; Moreira et al., 2019; Fuentes-Aragon et al., 2020).
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En el caso de los fungicidas inhibidores de la respiracion celular, se ha detectado en
estudios in vitro que inducen la activacion de la oxidasa alternativa en la membrana
mitocondrial, permitiendo el crecimiento flngico en medio de cultivo suplementado con
fungicida (Wood y Hollomon, 2003). El &cido salicilhidroxdmico (SHAM) es un compuesto
que bloquea esta ruta alterna de respiracion celular, por lo tanto, se ha utilizado en estudios
in vitro en diferentes hongos fitopatogenos, incluyendo al género Colletotrichum (Young et
al., 2010a, b; Chechi et al., 2019; Damm et al., 2020; Gao et al., 2020; Ren et al., 2020). En
estudios in vitro con C. acutatum, C. truncatum y C. graminicola se han encontrado
poblaciones que no presentan diferencias respecto a la adicion o no de SHAM (Avila-Adame
et al., 2003; Torres-Calzada et al., 2015; Forcelini et al., 2016; Baggio et al., 2018),
sugiriendo que estos aislamientos no utilizan la ruta alterna de la respiracion celular. Por
otra parte, también se ha detectado que el SHAM tiene efecto téxico en algunos hongos
fitopatdgenos, con los cuales no puede utilizarse para estudios in vitro (Price et al., 2015;
Liang et al., 2015; Liang et al., 2019).

Se desconoce la sensibilidad a fungicidas de las poblaciones de Colletotrichum en
aguacate en México. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la sensibilidad de 11
especies de Colletotrichum causantes de antracnosis en frutos de aguacate en México al

tiabendazol y azoxistrobin, que difieren en mecanismo de accion.

2.4 MATERIALES Y METODOS
2.4.1 Aislamientos
Se evaluaron aislamientos representativos de 11 especies de Colletotrichum causantes de la
antracnosis en frutos de aguacate ‘Hass’, previamente identificadas mediante analisis

filogenético como se menciono en el Capitulo I1.
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2.4.2 Sensibilidad in vitro a fungicidas sobre el crecimiento micelial

Se evaluaron concentraciones previamente definidas con base en ventanas bioldgicas de los
ingredientes activos (i. a.) de tiabendazol y azoxistrobin, ambos recomendados por la
Asociacion de Productores y Empacadores Exportadores de Aguacate de México (APEAM).
La evaluacion se hizo con un disefio completamente al azar con tres repeticiones. Las
unidades experimentales constaron de una caja Petri con 15 mL de PDA suplementado con
cada uno de los dos fungicidas a diferente concentracion. Se prepararon soluciones madre
de cada fungicida en agua destilada esterilizada, los cuales se agregaron al medio PDA
esterilizado y a una temperatura de 50 °C. Cajas Petri con medio sin la adicion de fungicidas
se consideraron como controles. Discos de micelio (7 mm de diametro) se extrajeron del
margen de cada colonia en activo crecimiento en PDA y se colocaron en el centro de las
cajas Petri con PDA con el fungicida. Posteriormente, se incubaron en oscuridad a 25 °C
por 5 dias. Se midié el didmetro en dos direcciones ortogonales con la ayuda de un vernier,
sustrayendo el diametro del disco de PDA inoculado.

Para el caso del inhibidor de la respiracion celular (azoxistrobin), se realizdé un
experimento para determinar el efecto del &cido salicilhidroxdmico (SHAM, Sigma Aldrich)
en la inhibicion de la ruta alterna de la respiracion celular (Tanton et al., 2003) que se ha
reportado en diversos estudios in vitro. El azoxistrobin y el SHAM se disolvieron en agua
para formar soluciones madre; posteriormente, se agreg6 al medio PDA (a 50 °C) después
de la esterilizacion. Se evaluaron concentraciones de i.a. a 0, 0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.1, 1,
10 y 1000 mg L?, méas la correspondiente cantidad de SHAM para obtener una
concentracion final de 100 mg L. En las pruebas previas se observaron diferencias en el
crecimiento micelial en ausencia y presencia de SHAM, por lo que todas las evaluaciones

se realizaron con la adicion de este compuesto.
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2.4.3 Andlisis de datos

Se calcularon las concentraciones efectivas en las cuales se reducia el 50% del crecimiento
micelial (CE50), utilizando los datos del crecimiento relativo para cada concentracion
(didmetro de la colonia en el tratamiento con fungicida / media de los diametros de las
repeticiones del control x 100). Los calculos se realizaron mediante regresion no lineal del
crecimiento relativo de las colonias contra la transformacion logaritmica de las
concentraciones del i.a., utilizando el paquete estadistico “drc” (Ritz y Streibig, 2015)
implementado en R (R Core Team). Previamente, se evaluaron modelos no horméticos [log
logistico con cuatro parametros (“LL.4”), log logistico con tres parametros (“LL.3”), y
Weibull2 con cuatro parametros (“W2.4”)] (Ritz et al., 2015) y horméticos [Brain y Cousens
(“BC.4”), Cedergreen-Ritz-Streibig (“CRS.4b”)] (Brain y Counses, 1989; Cedergreen et al.,
2005) para calcular el mejor ajuste a los datos utilizando la opcion “drm” en “drc”. El modelo
seleccionado con mayor ajuste a los datos, se utiliz con base en el menor valor del Criterio
de Informacién de Akaike, el mayor valor de Verosimilitud logaritmica, suma de cuadrados

de los residuales y la falta de ajuste, calculados con la funcion “mselect” en “drc”.

2.5 RESULTADOS Y DISCUSION
Se evalud la sensibilidad a tiabendazol y azoxistrobin de las 11 especies de Colletotrichum
identificadas en el Capitulo I1. En general, todas las especies fueron sensibles a tiabendazol,
pero no a azoxistrobin, al cual mostraron resistencia alta algunas especies.

Para el caso del tiabendazol, las CEso y CEgs fueron menores a 0.30 y 1.5 mg L%,
respectivamente (Cuadro 1). Estos valores fueron menores en comparacion con otros
estudios. Por ejemplo, Torres-Calzada et al. (2015) determinaron valores de CEso de 6.6 a
2673 mg L en aislamientos de C. truncatum obtenidos de papaya y chile, demostrando alta

resistencia a tiabendazol. Aislamientos de C. gloeosporioides de mango fueron altamente

89



resistentes, con CEso de 5 a 916 mg L (Gutiérrez-Alonso et al., 2003). Aunque el
tiabendazol se comercializo a partir de 1964 por Merck™, empresa adquirida por Syngenta
en 1997 (Maienfisch y Edmunds, 2017), ain se sigue distribuyendo, recomendandose la
aplicacion de este fungicida para el control de la antracnosis en aguacate, mango, platano,
papayo, fresa y soya; sin embargo, la emergencia de resistencia a este fungicida en México
y en el mundo, no se ha estudiado ampliamente. Aunque se aplica constantemente en
aguacate, no se detectaron poblaciones resistentes, posiblemente debido a que las probables
poblaciones resistentes se encuentran en baja frecuencia y, por lo tanto, se detectan con
dificultad en el muestreo. También es posible que ha sido eficiente el manejo de la
resistencia a este fungicida. La sensibilidad y/o resistencia al tiofanato-metilico, otro
benzimidazol, en especies de Colletotrichum se ha estudiado mas ampliamente. En México,
Epinoza-Altamirano et al. (2017) evaluaron cepas del complejo C. acutatum de fresa,
mientras que Fuentes-Aragén et al. (2020) detectaron alta resistencia a este fungicida en
cepas del complejo C. gloeosporioides de mango. No se observo evidencia de resistencia
cruzada de tiabendazol con otros fungicidas en especies de Colletotrichum, por lo tanto,
sigue siendo una opcidn para el control de la antracnosis en aguacate.

Para el caso de ajuste de los datos a los modelos no lineales, se observo que los
modelos mas comunes fueron el LL.4 y W2.4, aunque también hubo datos que se ajustaron
a los modelos horméticos (BC.4 para C. siamense y CRS.4b para C. chrysophilum y C.
cigarro), mostrando estimulacion en el crecimiento a dosis bajas de 0.1 mg L™ (Figura 1).
Este es el primer registro del efecto hormético del tiabendazol en especies de Colletotrichum.
Este efecto ya se habia demostrado con tiofanato-metilico en el complejo C. gloeosporioides
obtenidos de mango y en otros hongos fitopatdgenos (Pradhan et el., 2019; Fuentes-Aragon
et al., 2020). Algunas cepas dentro del complejo C. acutatum mostraron un ligero

crecimiento a partir de 1 mg L™, el cual se estabilizd en concentraciones subsecuentes hasta
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10 mg L (Figura 2). Sin embargo, hasta el momento no habia reportes de este fenomeno en
especies de Colletotrichum, por lo tanto, se requieren mas estudios para elucidar la

estabilizacion de la sensibilidad en concentraciones mas altas.
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Cuadro 1. Concentraciones efectivas (CE), modelos de ajuste para el calculo de CE y parametros de seleccion de los modelos para la sensibilidad

a tiabendazol en especies de Colletotrichum causantes de antracnosis en frutos de aguacate.

Especie Cepa CEss  CEss ESCEss ESCEs  Modelo Vem;‘rfm wg  CIA ng'ltf’s‘t‘ge YZ‘;‘SS;?
C. siamense CPO27.415 022 055 0004  0.019 BC.4 -36.446 82.893 0.9970 1.46
C. chrysophilum CPO 27.709 0.23 049 0009  0.033 LL4 55.94 121.88 0.9980 7.43
CPO27.845 0.5 045 0011 0033  CRS4b 51333 112.66 0.0260 5.06
C. tropicale CPO 27.477 0.19 046 0003  0.012 LL4 -39.225 88.45 0.4950 1.85
C. cigarro CPO27.894 022 131 0009 0124  CRS.4b 69,852 4197 0.0279 23.70
C. jiangxiense CP0O27.850 0.9 048 0012  0.036 W2.4 53575 117.15 0.3698 6.10
CPO27.905 0.9 043 0006  0.017 LL4 45.143 100.28 0.0023 3.02
C. Karsti CPO 27.902 0.13 029 0004  0.030 W2.4 51.976 113.95 0.5264 5.34
CPO 27.948 0.11 021 0007  0.052 LL4 54164 118.32 0.9022 6.41
Colletotrichum sp. 1 CPO 27.818 0.20 148 0006 0118 W2.4 37502 85.00 0.0928 159
C. godetiae CPO 27.863 0.12 053 0006  0.108 W2.4 58.63 127.26 0.3477 9.30
C. fioriniae CPO 27.857 0.17 050 0004  0.020 LL4 42215 94.43 0.0054 237
CPO27.835 0.8 032 0015 0021 W2.4 43188 96.37 0.3628 257
C. nymphaeae CPO 27.843 0.22 040 0016  0.032 LL4 48021 106.04 0.4460 3.84
CPO 27.833 0.09 060 0007  0.120 LL4 54959 119.91 0.0707 6.85
Colletotrichum sp. 2 CPO27.832 030  0.90 0009  0.058 LL3 62193 13238 0.0493 11.92

CIA: Criterio de Informacion de Akaike
ES CE: Error estandar de la concentracion efectiva
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Figura 1. Curvas de dosis-respuesta del tiabendazol sobre especies del complejo
Colletotrichum gloeosporioides de aguacate. CR: Crecimiento relativo.
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Figura 2. Curvas de dosis-respuesta del tiabendazol sobre especies del complejo
Colletotrichum boninense de aguacate. CR: Crecimiento relativo.

En los valores utilizados para seleccionar los mejores modelos para tiabendazol, se
observaron valores significativos de falta de ajuste (a=0.05) en cuatro C. chrysophilum CPO
27.845, C. cigarro CPO 27.894, C. jiangxiense CPO 27.905 y C. fioriniae CPO 27.857, con
valores de 0.0260, 0.0279, 0.0023, y 0.0054, respectivamente (Cuadro 1). En el primer caso,
se selecciond el modelo hormético CRS.4b; sin embargo, visualmente las colonias no
mostraron hormesis. Los demas valores (CIA, VL, y suma de residuales) sugirieron que este
modelo tuvo el mejor ajuste con respecto a los no horméticos, que considera la evaluacion
de dosis menores a 0.1 para obtener un mejor intervalo de andlisis para que se ajuste a
modelos no horméticos. En el segundo caso, también se selecciond el modelo hormético
CRS.4b, donde si se observo visualmente el efecto de hormesis a concentraciones de 0.1 mg
L1, pero fue necesario un procedimiento similar al caso anterior, debido a que la varianza
residual fue alta (23.70). En el caso de C. jiangxiense CPO 27.905 el modelo seleccionado
fue LL.4 (el méas comun), sugiriendo analizar otros modelos no horméticos para encontrar

un mejor ajuste. Por altimo, para C. fioriniae CPO 27.857 se selecciono el modelo LL.4,
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con un ajuste visualmente adecuado. La falta de ajuste estadistico en este ultimo pudo
deberse a un error experimental, debido a que el crecimiento relativo fue mayor a

concentraciones de 5 mg L™, disminuyendo a 10 mg L™ (Figura 3).
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Figura 3. Curvas de dosis-respuesta del tiabendazol en especies del complejo
Colletotrichum acutatum. ~ CR: crecimiento relativo.

El modelo W2.4 demostré mejor el comportamiento con tiabendazol, debido a que
la curva se caracteriza por el descenso rapido desde el limite superior, pero con un
desplazamiento lento hacia el limite inferior (Ritz et al., 2020), como se observo en las

curvas obtenidas en este estudio (Figura 3).

95



Los nuevos linajes mostraron alta sensibilidad a tiabendazol y un buen ajuste del
modelo para el célculo de CEso. La cepa Colletotrichum sp. 2 fue la Unica en la que se
selecciond el modelo log-logistico con tres pardmetros (LL.3), con un ajuste al limite

estadistico (P = 0.0493) (Figura 4).
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Figura 4. Curva de dosis-respuesta al tiabendazol en el nuevo linaje Colletotrichum sp. 2,
perteneciente al complejo Colletotrichum magnum. CR: crecimiento relativo.

La adicién de SHAM al azoxistrobin presentd diferencias respecto al estudio previo
sin adicion de este compuesto, demostrando que los aislamientos en este estudio usan la ruta
alterna de respiracion celular, por lo tanto, este ensayo se condujo con la adicion de este
compuesto.

Debido a que no se observaron diferencias visibles y estadisticas entre las
concentraciones 0.03, 0.05 y 0.07 mg L (Figura 5), estas se descartaron para el calculo de
las curvas de respuesta, por lo tanto, solamente se utilizaron las concentraciones 0, 0.01, 0.1,
1, 10 y 1000 mg L. Solamente las especies C. cigarro CPO 27.939, Colletotrichum sp. 1

CPO 27.800, C. godetiae CPO 27.907 y Colletotrichum sp. 2 CPO 27.832 mostraron
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sensibilidad, con valores de CEso<0.1 mg L™, mientras que las CEgs variaron de 0.3 a 90 mg
L1 (Figura 5, Cuadro 2). Sin embargo, las primeras tres especies mencionadas se ajustaron
al modelo hormético CRS.4b, con falta de ajuste significativo (P < 0.05). Por lo tanto,
aungue visualmente son sensibles, se recomienda evaluar dosis menores a 0.01 y mayores a
100 mg L. Las especies remanentes mostraron alta resistencia, creciendo visiblemente a
1000 mg Lt

Las curvas de respuesta para la mayoria de las cepas resistentes no se ajustaron a
ningun modelo evaluado en base al estadistico de falta de ajuste (P < 0.05) (Cuadro 2),
debido al comportamiento singular de los datos. Por ejemplo, en el caso de C. nymphaeae
CPO 27.843, visualmente se observa hormesis a 0.01 mg L, sin embargo, los modelos
horméticos evaluados (CRS.4b y BC.4) e incluyendo el modelo Cedergreen, Ritz y Streibig
(CRS.6 en el paquete “drc” en R), el cual es una modificacion del modelo LL.4 al incluir el
calculo del grado de hormesis (Cedergreen et al., 2005), no se ajustaron a los datos.

En general para esta cepa, la tendencia fue un efecto hormético en la primera dosis
baja (0.01 mg L), posteriormente en las concentraciones de 0.1 a 10 mg L se estabilizo la
sensibilidad y, por altimo, decrecio ligeramente a 1000 mg Lt a casi 50% de inhibicion. Los
modelos CRS.6 y BC.4 son sensibles a las magnitudes de las dosis con limite inferior igual
0 cercano a cero, las cuales son necesarias ajustar manualmente antes de seleccionar el
modelo (Belz y Piepho, 2012; Ritz et al., 2020). Por lo tanto, las dosis evaluadas en las cepas
resistentes no permitieron el calculo de las CE50 y CE95. En contraste, C. jiangxiense CPO
27.905 mostrd hormesis visible en la concentracion a 1000 mg L (Figura 5); este efecto a

altas concentraciones no se ha reportado en ninguna especie de Colletotrichum.
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Figura 5. Sensibilidad in vitro de azoxistrobin + acido salicilhidroxamico (100 mg L) en
11 especies de Colletotrichum causantes de antracnosis del aguacate en México.

El azoxistrobin se ha estudiado con amplitud en una gran diversidad de hongos
fitopatogenos. En cuanto a Colletotrichum, se han detectado poblaciones sensibles con
valores de CEso < 6 mg L™ en el complejo C. acutatum (Baggio et al., 2018; Damm et al.,
2020; Gao et al., 2020). En otro estudio se detect6 una poblacion de C. acutatum altamente

sensible, con valores de CEso < 1 mg L (Forcelini et al., 2016), resultados similares a este
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estudio en las cepas sensibles. También se han detectado poblaciones resistentes en C.
truncatum (CEso > 200 mg L) (Torres-Calzada et al., 2015), C. siamense (CEso > 200 mg
L) (Chechi et al., 2019) y especies en los complejos C. gloeosporioides, C. acutatum y C.
boninense (CEso > 1000 mg L) en este estudio.

El efecto hormético y la alta resistencia del azoxistrobin refleja la necesidad de
realizar un estudio mas amplio que involucre una poblacion mas grande, varios ingredientes
activos con el mismo mecanismo de accion, detectar la existencia de mutaciones puntuales
en el gen cytb, y elucidar el mecanismo de hormesis a bajas y altas concentraciones. Diversos
estudios demuestran que el efecto hormético de los fungicidas puede deberse a los siguientes
factores: estimulacion por sobrecompensacion de la disrupcion de la homeostasis,
estimulacion directa del crecimiento y metabolizacién de los fungicidas en moléculas
nutrimentales para los hongos (Calabrese, 2001; Calabrese, 2013; Di et al., 2016a). Ademas
de la estimulacion del crecimiento, el efecto hormético del trifloxistrobin, carbendazim,
flusilazole, iprodiona, boscalid, dimetaclona y procloraz, se refleja en el incremento de la
virulencia de hongos fitopatdgenos como Sclerotinia sclerotiorum y Botrytis cinerea,
tomando gran importancia por su posible impacto en condiciones de campo (Di et al., 2015;
Di et al., 2016b; Cong et al., 2018; Lu et al., 2018a; Lu et al., 2018b; Cong et al., 20194,
Cong et al., 2019b; Zhang et al., 2019; Hu et al., 2020).

En conclusién, los bajos valores de CE50 y CE95 a tiabendazol sugieren una alta
sensibilidad a este fungicida en las especies de Colletotrichum que afectan al aguacate, sin
embargo, la mayoria de estas fueron altamente resistentes a azoxistrobin. Esta resistencia se
debe a la presion de seleccion alta debido a la aplicacion constante de este fungicida, la cual

ha causado la prevalencia de aislamientos resistentes.

99



Cuadro 2. CE50 y CE95 de cuatro especies de Colletotrichum obtenidas de frutos de aguacate sensibles a azoxistrobin, incluyendo el mejor

modelo de ajuste y parametros de seleccion.

Especie Cepa CEss CEss  ESCEs ESCEss  Modelo '{,‘é?osimi“ g CIA ;ﬂ;‘;‘ede ?g";‘lr('jigzla

C. cigarro CPO27.939 0100 9037  0.032 47.88 CRS.4b 5217 11434 0.0024 24.78
Colletotrichumsp. 1 CPO27.800 0090 031  0.002 0005  CRS.4b 3362 7725 0.9629 3.15
C. godetiae CPO27.907 0030 2241  0.005 9.61 CRS.4b 50.25 1105  0.0014 20.02
Colletotrichumsp.2  CPO27.832 0004 1448  0.001 18.08 LL4 46.39 10279 0.005 13.05

CEB50: concentracion efectiva 50; CE95: concentracion efectiva 95; ES

100

. error estandar, CIA: criterio de informacién de Akaike.



En conclusién, aunque los resultados de este estudio sugieren que el azoxistrobin es
de alto riesgo para el desarrollo de resistencia en poblaciones de Colletotrichum, se
recomienda monitorear la sensibilidad en un muestreo mas amplio, poniendo énfasis en la
deteccion molecular de mutaciones correlacionadas con la resistencia, lo cual permitira
desarrollar técnicas méas rapidas y versatiles para el monitoreo de la resistencia, como la
técnica de LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) (Hu et al., 2017; Fan et al.,
2019). Ademas, un programa de manejo de resistencia es indispensable, para que los
productores adquieran conocimientos en rotacion de fungicidas, dosis y tiempos adecuados
de aplicacién con base en criterios epidemioldgicos. En el caso de la hormesis observada

con el tiabendazol, es necesario evaluar mas dosis para asegurar la presencia de este efecto.
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CONCLUSIONES GENERALES

Todos los aislamientos obtenidos de frutos de aguacate con sintomas de antracnosis
pertenecen a los complejos de especies C. gloeosporioides, C. acutatum, C.
boninense y C. magnum.

El analisis filogenético multilocus demostrd que once especies de Colletotrichum
estan asociados a los sintomas de antracnosis en frutos de aguacate, de las cuales C.
chrysophilum, C. jiangxiense, C. nymphaeae y C. tropicale se reportaron por primera
vez en aguacate en el mundo; mientras que C. siamense, C. fioriniae y C. cigarro se
reportaron por primera vez en México.

Se encontraron dos nuevos linajes, los cuales representan dos especies no descritas
de acuerdo a caracteristicas morfoldgicas, identificacion filogenética y la
delimitacién de especies con base a la Concordancia Genealdgica Filogenética.
Colletotrichum siamense presentd la mayor frecuencia de aislamiento, mientras que
las especies reportadas por primera vez en aguacate, incluyendo los nuevos linajes,
fueron las menos frecuentes.

Colletotrichum karsti fue la méas distribuida, encontrada en Michoacan, Morelos,
Puebla y Oaxaca.

En la region de Puebla se encontrd la mayor cantidad de especies (C. chrysophilum,
C. jiangxiense, C. karsti, C. nymphaeae, C. godetiae, C. fioriniae y Colletotrichum
sp. 2).

Las pruebas de patogenicidad demostraron que todas las especies fueron patogénicas
en frutos de aguacate. Ademas, las especies pertenecientes al complejo C.

gloeosporioides fueron més virulentas, a excepcion de C. cigarro.
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Las pruebas de sensibilidad a fungicidas demostraron que el tiabendazol fue efectivo
para inhibir el crecimiento micelial de las once especies encontradas en este estudio,
con valores de CEsp < 0.04 mg L'y CEgs<2mg L™

Las especies C. siamense, C. chrysophilum, C. tropicale, C. jiangxiense, C. karsti,
C. fioriniae y C. nymphaeae fueron altamente resistentes a azoxistrobin, con valores
de CEso > 1000 mg L*; mientras que las especies C. cigarro, Colletotrichum sp. 1y

2,y C. godetiae fueron sensibles con valores de CE50 < 0.1 mg L.
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