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RESUMEN GENERAL

El litchi (Litchi chinensis Soon) es un fruto subtropical. El cultivar Brewster se explota
comercialmente en la region del Papaloapan y el cv. Mauritius en los Bajos Mixes,
Oaxaca, México. EI manchado del pericarpio es uno de los problemas principales en
pre y postcosecha del fruto en ambos cultivares. No se han encontrado registros de su
causa o importancia en México, por ello los objetivos de esta investigacion fueron:
determinar la etiologia del manchado café del pericarpio e iniciar la exploracién del

control in vitro de su agente causal.

La antracnosis o manchado del pericarpio del litchi se caracteriz6 externa e
internamente por lesiones circulares de color café, con margenes bien definidos en el
pericarpio, pero sin afectar el arilo o la semilla. La incidencia de la antracnosis en
campo fue del 52% de 4,220 frutos del cv Mauritius en Loma Bonita, y del 3% de 3,034
frutos del cv Brewster en San José Chiltepec, Oaxaca en el ciclo de produccion 2008-
2009. Colletotrichum sp., Pestalotiopsis sp., Fusarium sp., y Lasiodiplodia sp., se
aislaron del pericarpio de frutos sintométicos de litchi de los cultivares Mauritius y
Brewster en los ciclos de produccion 2008-2010. Sélo Colletotrichum sp., indujo la
enfermedad en laboratorio (17 de 20 frutos inoculados) y campo (19 de 20 frutos
inoculados). El hongo se identific6 morfoldgica y molecularmente como Colletotrichum

gloeosporioides Penz.

El efecto de cinco fungicidas (benomil, procloraz, boscalid/pyraclostrobin,
cyprodinil/fludioxinil e hidréxido de cobre) en la germinacion de conidios y crecimiento

miceliar de C. gloeosporioides se evalud in vitro. Boscalid/piraclostrobin obtuvo la



menor concentracion efectiva para reducir el 50% (CEso) del crecimiento miceliar y

germinacion de conidios (0.0111 y 0.66962, respectivamente).



ABSTRACT

Litchi (Litchi chinensis Soon) is a subtropical fruit. Brewster and Mauritius
cultivars are commercially grown in the Papaloapan and Bajos Mixes, Oaxaca, Mexico.
Brown spot on the pericarp is one of the main pre and postharvest problems in both
cultivars. No records about its cause and importance in Mexico have been found so far.
The objectives of this study were to determine the etiology of the brown spot and to

initiate the exploration of the in vitro control of the causal agent.

Anthracnose or brown spot of litchi fruits was characterized by internal and
external brown circular lesions with well-defined margins on the pericarp, but not on the
aril or seed. Anthracnose incidence in a field orchard was 52% from 4,220 cultivar
Mauritius fruits in Loma Bonita, and 3% from 3,034 cultivar Brewster fruits in San Jose
Chiltepec, Oaxaca in 2008—2009 harvesting cycles. Colletotrichum sp., Pestalotiopsis
sp., Fusarium sp., and Lasiodiplodia sp. were isolated from symptomatic fruit pericarp
samples of cv Mauritius and Brewster in 2008-2010 cycles. Only Colletotrichum sp.,
reproduced the disease in the laboratory (17 out of 20 inoculated fruits) and in the field
(19 out of 20 inoculated fruits). The fungus was morphologically and molecularly

identified as Colletotrichum gloeosporioides Penz.

Five fungicides (benomyl, prochloraz, boscalid/pyraclostrobin, cyprodinil/fludioxinil and
copper hydroxide) were tested under in vitro conditions to evaluate mycelial growth and
conidia germination of C. gloeosporioides. The ECsy values for mycelial growth and
conidia germination were the lowest for boscalid/piraclostrobin (0.0111 y 0.66962,

respectively).
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION GENERAL

El litchi (Litchi chinensis Soon) es nativo de las tierras bajas de las provincias de
Kwangtung y Fukien, en el sur de China. El centro de origen se ubica entre los 23-27°
latitud norte, en la parte subtropical del sur de China, norte de Vietham y Malasia (Yee,
1971). Su cultivo se extendié a través de los afios en areas vecinas de Asia. Galan
(1990) y Menzel (2002) reportaron su cultivo en China, India, Tailandia, el sur de Japon,
el noroeste de Australia, Africa Oriental, Hawai, Brasil, México, Florida y otras regiones
subtropicales del mundo.

En México, lo introdujeron en 1914 al estado de Sinaloa y en 1996 se reporté su
cultivo en Sinaloa, Veracruz, Chiapas, Oaxaca, Jalisco y Baja California Sur (De la
Garzay Cruz, 2001).

Los principales problemas en la produccion de este cultivo son rendimientos bajos e
irregulares asociados a la caida excesiva de frutos (Chen y Huang, 2001; Ghosh, 2001;
Mitra, et al. 2005); oxidacién del fruto y coarteadura de cascara (Chen y Huang, 2001;
Ghosh, 2001; Huang et al. 2001; Pereira y Mitra, 2004; Xu et al. 2005); dafios por
microorganismos plaga como Colletotrichum gloeosporioides Penz (Campbell vy
Campbell, 2001; Chen y Huang, 2001), Peronophythora litchii Chen Ex Ko;
Tessaratoma papillosa Drury y Dasineura sp., (Chen y Huang, 2001), y a los costos en
cosecha y empagque (Ghosh, 2001; Xu et al. 2005).

En Oaxaca, México se explotan comercialmente los cultivares Brewster y Mauritius
en las regiones del Papaloapan y Bajos Mixes, respectivamente. Los productores del

estado consideran que uno de los problemas principales en pre y postcosecha en

1



ambos cultivares es el manchado del pericarpio. Los sintomas observados en campo
son lesiones circulares secas de color café en el pericarpio, mientras que el arilo y
semilla no muestran dafio. No se han encontrado registros de su causa o importancia
en México; sin embargo, productores de la entidad reportan dafios hasta del 50% en la
produccion. Por la importancia socioecondmica del problema el objetivo de esta
investigacion fue determinar la etiologia del manchado café del pericarpio en frutos de

litchi y el control in vitro de su agente causal.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del litchi

El litchi es un arbol de clima subtropical; su fruto es una drupa no-climatérica con
pericarpio delgado (1-3 mm), de consistencia lefiosa, textura rugosa, sabor agridulce,
excelente aroma, alto valor nutritivo y atractivo color rojo intenso en madurez de
consumo (Wang et al. 2010; Sarin et al. 2009). La pulpa o arilo es de color blanco perla
gue cubre la semilla (Nacif et al. 2001). El fruto se consume en estado fresco,
congelado, enlatado o deshidratado (Kabir et al. 2005).

Debido a la demanda y los precios del litchi, especialmente en los mercados
europeo y estadunidense, ha habido un aumento en la superficie cultivada y en el
material de propagacion para incrementar su produccion en México (Osuna et al.

2008).

2.2 Historia 'y origen

El litchi es nativo de las provincias de Kwangtung y Fukien en el sur de China,
donde aun se encuentra en estado silvestre (Higgins, 1971).

Debido a la escasa viabilidad de la semilla, lo cual dificulta el obtener nuevas
plantas, su dispersién a otros sitios fue muy lenta (Schwentesius y Gémez, 2001).

Entro al continente Americano en 1873 por Hawai y Florida (ASERCA-
CIESTAAM, 1996) y a México en 1914 por el estado de Sinaloa. En 1996 se reporto su
cultivo en Sinaloa, Veracruz, Chiapas, Oaxaca, Jalisco y Baja California Sur (De la

Garzay Cruz, 2001).



2.3 Produccion mundial y nacional

La produccion del litchi en el mundo se estima en alrededor de 2.3 millones de t,
el 96% se produce en Asia, China, India, Taiwén, Tailandia y Vietnam (Houbin, 2006), y
un menor porcentaje en los EUA, México y Suramérica (Cronje et al. 2006).

En México, los estados donde se cultiva son: Veracruz, Oaxaca, Puebla, San
Luis Potosi, Sinaloa, Michoacan, Nayarit, Hidalgo, Morelos, Baja California Sur y
Jalisco (SIAP, 2010). En el estado de Oaxaca, la superficie plantada se incrementd en
un 47% del 2009 (555 ha) a 2010 (1,040 ha). ElI 70% del total de la produccion (7,562

ton) de litchi en este estado es de temporal (ASERCA, 2004).

2.4 Ubicacion taxon6mica

El litchi es una especie perennifolia perteneciente a la familia Sapindaceae, la
cual comprende 150 géneros y mas de 2000 especies (Menzel, 1991), distribuidas en
las regiones subtropicales, célidas y tropicales del mundo. Algunas especies de la
familia Sapindaceae son el longan (Dimocarpus longan), el pulusan (Nephelium
mutabile Blume) y el rambutan (Nephelium lappaceum L.) (Galan, 1987; Schwentesius

y Gomez, 2001).

2.5 Descripcion botanica
2.5.1 El arbol

El arbol de litchi es subtropical perenne y de lento crecimiento (Paull, 2011),
alcanza los 10-12 m de altura, aunque se reportan ejemplares de mas de 20 m (Zhang,

1997). Forma una copa redonda densa, compacta y simétrica.



El tallo es grueso, recto y corto. La vida productiva del arbol es de muchos afios,
dependiendo del cuidado y de las condiciones agrocliméticas (Galan, 1987). Acorde a
Menzel (1991), un arbol de 4 afios produce 0.9-1.4 kg de fruta, mientras que uno de 12

afos tiene una media de produccion de 140 kg.

2.5.2 Sistema radical

Los éarboles de litchi presentan un sistema radical desarrollado por una raiz
pivotante, raices secundarias y terciarias bien distribuidas (Galan, 1987). Debido a que
la mayoria de las plantas se obtienen de la propagacion por acodo, sus raices se

desarrollan superficialmente y no existe la raiz principal (Menzel, 2002).

2.5.3 Hojas

Las hojas son compuestas, alternas, pecioladas y uniformemente pinnadas con
dos a ocho foliolos, coridceas, oblongas-elipticas a lanceoladas, notoriamente agudas,
lisas y de textura suave. La lamina es de color verde oscuro brillante por el haz y
glaucas por el envés (Crane et al. 1998).

Después de cosechar los frutos, una o mas de las yemas que se encuentran
atras de la zona en donde se produjo la inflorescencia, producira un flujo de crecimiento

vegetativo para dar origen a una rama (Robbertse et al. 1995).

2.5.4 Inflorescencia
La inflorescencia del litchi es una cima (Robbertse et al. 1995), compuesta de

varias paniculas producidas en ramas del afio; normalmente son terminales y en



racimos de 10 o mas; generalmente son mixtas, diferenciando las yemas basales,
mientras que las intermedias desarrollan flores en las axilas de las hojas (Crane et al.
2009; Galan, 1987).

Su forma de brotacion es similar a un flujo vegetativo, por ello sélo cuando el
primordio de los brotes axilares de las hoja pequefias aparece, es posible identificar la
inflorescencia en desarrollo (Gazit y Stern, 2003).

Una inflorescencia puede tener hasta 3000 flores, aunque so6lo 100- 200 son

polinizadas (Galan, 1987).

2.5.5 Flores

La flor de litchi mide de 3-8 mm de diametro, 7-12 mm de longitud y tiene un
pedicelo de 6 mm de largo. Todas las flores poseen céliz con 4-5 sépalos cortos y
dentados, carecen de pétalos (Galan, 1990) y se forman en la inflorescencia en
crecimiento parcial o dicasio (Robbertse et al. 1995).

Dentro de la misma inflorescencia existen tres tipos de flores: Tipo |,
hermafrodita con ovario abortivo (funcionalmente masculinas); Tipo Il, hermafroditas
con estambres pequefios e infértiles (funcionalmente femenina); y Tipo Ill, masculinas
(Robbertse et al. 1995: Menzel, 2002).

Stern et al. (1993) reportaron 34, 32 'y 34% para el tipo I, Il y lll, respectivamente,
en el cultivar Mauritius; mientras que para el cultivar Brewster, Osuna et al. (2008)

reportaron una distribucion de 70, 19 y 11% para los tipos I, Il y Ill, respectivamente.



2.5.6 Fruto

El fruto es una drupa que pesa entre 12 y 25 g; es de forma redonda, ovoide,
acorazonada o arrifionada; el tamafio es variable segun el cultivar pero llega a alcanzar
hasta 3 a 4 cm de largo y 3 cm de diametro (Menzel, 2002).

A medida que el fruto se desarrolla el pericarpio se diferencia en exocarpo,
mesocarpo y endocarpo (Stela et al. 2001).

El arilo o pulpa, la porcion comestible del fruto, es de color blanco, consistente y
se encuentra cubriendo una semilla (Nacif et al. 2001). Al inicio del desarrollo del fruto,
aparece como un anillo de tejido blanco alrededor de la base de la semilla. Su
desarrollo inicial es lento y el crecimiento rpido ocurre posterior al desarrollo de la
semilla (Gazit y Stern, 2003).

La semilla es brillante, color marrén oscura - café, de forma ovoide a oblonga y
representa aproximadamente de 10-18% del peso del fruto (Menzel, 1991). El tamafio
de la semilla varia segun el cultivar, la mayoria de ellos tienen semillas de tamafo
mediano a grande (Nakasone y Paul, 1998).

La curva de crecimiento del fruto de litchi es de tipo simple sigmoidal, la cual se
puede dividir en dos fases: la primera caracterizada por el crecimiento activo del
pericarpio y la semilla, y la segunda por un crecimiento rapido del arilo (Chamhum et al.

2006; Huang y Xu, 1983).

2.6 Enfermedades del fruto de litchi
La mayoria de las manchas foliares, marchitamiento de inflorescencias y

enfermedades en precosecha del fruto tienen poco impacto en la produccion comercial.



Sin embargo, la pudricién del pedunculo y la antracnosis del fruto son enfermedades
comunes en postcosecha sobre las que se requieren mas estudios para determinar su

etiologia (Coates et al. 2005).

2.6.1 Tizdén suave

Es la enfermedad mas importante del litchi en China (Chi et al. 1984) Taiwan
(Kao y Leu, 1980; Ann y Ko, 1984), Tailandia y Vietham (Vien et al. 2001). El agente
causal es el cromista Peronophythora litchii (Ko et al. 1978).

Frutos, inflorescencias y hojas son afectados (Anny Ko, 1984; Chi et al. 1984).
Las flores infectadas se tornan de color café y en condiciones de alta humedad se
cubren de micelio y masas de esporangios y esporangiéforos. Los frutos, pedicelos y
hojas también son atacados, sus tejidos se tornan color café y mueren. Los frutos
infectados pueden caer de manera prematura (Ko et al. 1978).

Los esporangios del oomiceto se dispersan por las gotas de lluvia. En el norte de
Vietnam, el desarrollo de la enfermedad se favorece con climas frescos durante la
floracion y desarrollo del fruto (Vien et al. 2001). Las infecciones primarias se
desarrollan a partir de penetracién directa de las zoosporas al hospedero, con periodos
de incubacion menores a 1 dia a 25 °C (Chi et al. 1984). Chen et al. (1998) sugirieron
gue P. litchii puede penetrar directamente al fruto de litchi en condiciones de campo.

Para reducir el inoculo se deben podar las ramas enfermas después de la
cosecha, eliminar hojas y frutos enfermos y asperjar las inflorescencias con cobre
durante el invierno (Li, 1997). Aspersiones de metalaxil y mancozeb son efectivas al

inicio de la floracion, durante el amarre de frutos y etapas previas a la cosecha (Li,



1997). Ann (2001) reporté control efectivo a nivel de campo en Taiwan al usar
fosfonatos.
A la fecha, esta enfermedad no se ha registrado ni observado en Oaxaca,

México.

2.6.2 Mancha pimienta

El agente causal, Colletotrichum gloeosporiodes (Cooke y Coates, 2002), induce
manchas obscuras de tamafo de la cabeza de un alfiler y ligeramente elevadas que se
desarrollan principalmente en la zona del pedunculo del fruto (Bagshaw et al. 1995). En
casos severos las manchas pueden juntarse y obscurecer toda la superficie del fruto
(Coates et al. 2005). A pesar de que las manchas son superficiales, afectan la calidad y
precio del fruto (Bagshaw et al. 1995).

Los conidios producidos en las hojas y frutos infectados son la principal fuente
de indculo. Condiciones de alta humedad y calor favorecen la infeccién y dispersion de
la enfermedad. El cultivar Kwai May Pink es altamente susceptible a este patégeno
(Coates et al. 2005). Drew y Drew (1999) reportaron frutos de litchi afectados con
mancha pimienta en Australia. Esta enfermedad no se ha observado o registrado en

Oaxaca, México.

2.6.3 Pudricion de pedunculo
La pudricion de pedunculo es una enfermedad postcosecha comun en litchi y es
causada por Lasiodiplodia theobromae, Phomopsis spp., y anamorfos de

Botryosphaeria spp., (Coates et al. 2005). Aunque los sintomas varian segun el agente



causal, la pudricién se presenta generalmente como un obscurecimiento del pericarpio
en la regién del pedunculo del fruto. A pesar de que no se han establecido los modos
de penetracion de los hongos, se considera que estos infectan a través del punto de
corte en el pedicelo del fruto o por colonizacion endofitica del pedunculo (Johnson et al.

1998).

2.6.4 Antracnosis

La antracnosis del litchi es causada por Colletotrichum gloeosporioides; aunque
en Australia también se ha registrado a C. acutatum (Johnson et al. 2002). El hongo
afecta al litchi en postcosecha (McMillan, 1994), aunque los frutos inmaduros pueden
también ser infectados y desprenderse de los arboles (Nakasone y Paul, 1998). Hojas,
ramitas y flores también son infectados.

Los sintomas en fruto se manifiestan como manchas circulares de color café
obscuro. En condiciones de alta humedad, el hongo produce masas de esporas de
color salmén (Coates et al. 2005). Las hojas y tallos son la principal fuente de in6culo
(McMillan, 1994). Los conidios se dispersan por salpique de lluvia y se requiere de
agua libre para que infecten los tejidos. La infeccion ocurre por penetracion directa en
la céscara del fruto. Los frutos inmaduros son infectados en campo y el patdogeno
permanece quiescente hasta que el fruto madura (McMillan, 1994). Temperaturas
elevadas después de la cosecha favorecen el desarrollo de la enfermedad.

La incidencia de la enfermedad se reduce con poda de ramas muertas y eliminacion
de hojas, brotes y frutos infectados. El control quimico de la enfermedad es efectivo

con aplicaciones precosecha de fungicidas como mancozeb y benzimidazoles
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(McMillan, 1994; Crane et al. 1997). Tratamientos en postcosecha del fruto con didxido
de sulfuro (Tongdee, 1986), benomil (Scott et al. 1982; Huang y Scott, 1985) y
procloraz (Brown et al. 1984) controlan la antracnosis. Las pudriciones en postcosecha
se reducen con el almacén de los frutos a 5 °C; sin embargo, los frutos infectados se

pudren rgpidamente al salir a temperatura ambiente.
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CAPITULO Il

ANTRACNOSIS (Colletotrichum gloeosporioides Penz.) DE FRUTOS DE LITCHI

(Litchi chinensis Soon.) EN OAXACA, MEXICO.

RESUMEN

En Oaxaca, México, la antracnosis del litchi se caracterizd externa e
internamente por la presencia de lesiones circulares de color café con margenes bien
definidos en el pericarpio, pero sin mostrar sintomas en el arilo ni en la semilla. En el
ciclo de produccion 2008-2009, la incidencia de la enfermedad en campo fue del 52%
de un total de 4,220 frutos del cv Mauritius en Loma Bonita, Oaxaca, y del 3% de un
total de 3,034 frutos del cv Brewster en San José Chiltepec, Oaxaca. En 2009,
Colletotrichum sp. (51%) y Pestalotiopsis sp. (17%) se aislaron de 193 muestras de
pericarpio sintomaticos del cv Mauritius; y solamente Colletotrichum sp., se aisl6 en
PDA (39%) y en medio semi-selectivo (62%) de 102 muestras de pericarpio sintomatico
en 2010. Colletotrichum sp., no se aisl6 de pericarpio asintomatico del cv Mauritius en
ninguno de los dos afios de cosecha; pero si del pericarpio asintomatico del cv
Brewster en 2009 (32% de 193 muestras) y 2010 (21% de 70 muestras). Solo
Colletotrichum sp., indujo los sintomas de la enfermedad en laboratorio (17 de 20 frutos
inoculados) y en campo (19 de 20 frutos inoculados). El hongo se identificé morfol6gica

y molecularmente como Colletotrichum gloeosporioides Penz.

Palabras clave: Brewster, Mauritius, patogenicidad, incidencia, PCR.
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ABSTRACT

In Oaxaca, Mexico, anthracnose of litchi fruits was characterized by internal and
external brown circular lesions with well-defined margins on the pericarp, but not
symptoms were observed on the aril or seed. Anthracnose field incidence was 52% in
Mauritius fruits in Loma Bonita, and 3% in Brewster fruits in San Jose Chiltepec,
Oaxaca in the 2008-2009 harvesting cycles. Colletotrichum sp. (51%) and
Pestalotiopsis sp. (17%) were isolated from 193 symptomatic fruit pericarp samples of
cv Mauritius in 2009. Colletotrichum sp. was isolated on PDA (39%) and on semi-
selective medium (62%) from 102 symptomatic Mauritius fruit pericarp samples in 2010.
Colletotrichum sp. was not isolated from asymptomatic Mauritius samples; however it
was isolated from asymptomatic pericarp Brewster samples in 2009 (32% of 193
samples) and 2010 (21% of 70 samples). Colletotrichum sp. induced the anthracnose
disease under laboratory (17 out of 20 inoculated fruits) and field (19 out of 20
inoculated fruits) conditions. The fungus was identified as Colletotrichum

gloeosporioides Penz based on morphological and molecular analyses.

Keywords: Brewster, Mauritius, pathogenicity, incidence, PCR.
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1. INTRODUCCION

El litchi (Litchi chinensis Soon) es un fruto subtropical (Coates et al. 1994) nativo del
sur de China y sureste de Asia (Menzel, 1984). Su pericarpio es delgado y &spero
(Menzel y Simpson, 1994; Nacif et al. 2001), y al madurar es de color rojo, textura
rugosa y con coarteaduras debido a la presencia de braquiesclereidas, cuya funcién
podria estar asociada con la proteccion contra dafios mecénicos o estrés fisioldégico
(Nacif et al. 2001). El arilo o pulpa comestible es de color blanco y recubre una semilla

de color marrén obscuro (Menzel y Simson, 1994).

Los principales problemas en la produccion de litchi se deben a los rendimientos
bajos e irregulares asociados a la caida excesiva de frutos (Chen y Huang, 2001,
Ghosh, 2001; Mitra, et al. 2005); a la oxidacién del fruto y coarteadura del pericarpio
(Chen y Huang, 2001; Ghosh, 2001; Huang et al. 2001; Pereira y Mitra, 2004; Xu et al.
2005); a los dafios por plagas causados por Colletotrichum gloeosporioides Penz
(Campbell y Campbell, 2001; Chen y Huang, 2001), Peronophythora litchii Chen Ex Ko;
Tessaratoma papillosa Drury y Dasineura sp., (Chen y Huang, 2001), y a los elevados
costos en cosecha y empaque (Ghosh, 2001; Xu et al. 2005).

En Oaxaca, México, los cultivares Brewster y Mauritius se explotan comercialmente
en la region del Papaloapan y Bajos Mixes, respectivamente. En ambos cultivares, uno
de los principales problemas que se presentan en condiciones de campo y postcosecha
es la presencia una mancha café en el pericarpio. Los sintomas en campo se
caracterizan por lesiones circulares cafés y secas en el pericarpio; el arilo y semilla del
fruto no muestran dafo. No se han encontrado registros de su causa o importancia en

México; sin embargo, productores de la entidad reportan dafios hasta del 50% en la
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produccién. Por la importancia socioecondmica del problema, el objetivo de esta
investigacion fue determinar la etiologia y distribucién del manchado café del pericarpio

en frutos de litchi en Oaxaca, México.

2. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en huertos comerciales de litchi en tres municipios de Oaxaca,
México durante los ciclos de produccion 2008-2010. Los cultivares Brewster y Mauritius
se evaluaron en San José Chiltepec (17°57°57.92” N y 96°10’11.68” O) y en San Juan
Cotzocon (17°26°07.74” N y 95°19'53.97” O) y Loma Bonita (17° 5853.1" N vy

95°50°58.1” O), respectivamente.

2.1 Sintomas y caracterizaciéon del hongo

Cien frutos en madurez comercial de cada cultivar con pericarpio manchado
(infeccidn natural) y 100 frutos asintomaticos se colectaron de 25 arboles en campo en
mayo de 2009. Los frutos se lavaron con agua y jabén en el laboratorio de
Enfermedades de frutales del Colegio de Postgraduados, se secaron a temperatura
ambiente y se seccionaron longitudinalmente. La consistencia, forma y color de los
sintomas se evaluaron en pericarpio, arilo, semilla y pedunculo; asi como la presencia

de halo clorético y signos de microorganismos asociados.

Con el objetivo de caracterizar aislamientos de hongos, 123 frutos sintomaticos y

195 asintomaticos del cv Brewster se cosecharon en 2008-2009, y 60 y 70 en 2009-
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2010. Ademas, 193 frutos sintomaticos y 72 asintomaticos del cv Mauritius se

muestrearon en 2008-2009, y 102 y 96 en 2009-2010.

De cada fruto se disectaron dos fragmentos de pericarpio y arilo de
aproximadamente 1.5 cm?. Los fragmentos se desinfestaron en hipoclorito de sodio al
1.5% por 3 min, se enjuagaron tres veces en agua destilada por 1 min, se secaron en
toallas de papel estéril y se incubaron en papa-dextrosa-agar (PDA, Bioxon®) y en un
medio semiselectivo (19.5 g de PDA (Bioxon®), 7.5 g de agar (Merck®), 8 mg de
iprodiona, 20 mg de triadimefén, 50 mg de cloranfenicol (Merck®) y 200 mg de
estreptomicina) para aislamientos de Colletotrichum (s6lo en 2009-2010) (Davis, 2003).
Los fragmentos de tejido se incubaron por 5-7 dias a 25 °C bajo luz fluorescente. El

crecimiento de los hongos se purificé por punta de hifa y cultivos monoconidiales.

De quince frutos sintométicos se disectdé el pericarpio; las muestras se
desinfestaron como se describi6 previamente y se colocaron dentro de bolsas de
plastico con papel hiumedo para inducir esporulacién. La presencia de signos se
monitored durante ocho dias y de aquellos tejidos en donde hubo crecimiento micelial y

esporulacion se hicieron preparaciones temporales para identificacién de hongos.

2.2 Pruebas de patogenicidad

Colletotrichum, Pestalotiopsis, Fusarium y Lasiodiplodia se aislaron de las
muestras de pericarpio sintomatico de ambos cultivares. De cada hongo se seleccion6
un aislamiento tipo en base a morfologia colonial, para evaluar su patogenicidad en

laboratorio y campo.
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La patogenicidad se evalu6 en laboratorio en 20 frutos asintomaticos con
madurez comercial del cv Mauritius colectados de campo en mayo de 2010. Los frutos
se desinfestaron como se describié anteriormente y se les hizo una herida (1 mm de
profundidad) con una aguja de diseccion estéril. Sobre cada herida se colocé un disco
de agar de 0.5 cm de didmetro con crecimiento miceliar de Colletotrichum,
Pestalotiopsis, Fusarium o Lasiodiplodia (Johnson y Cooke, 2002). El tratamiento
testigo consistio de 20 frutos desinfestados y con una herida sobre la que se coloco un
disco de agar sin micelio. Los frutos inoculados se mantuvieron en condiciones de
camara humeda a 28 °C +2 por 7 dias. Las observaciones de sintomas se realizaron

cada 24 h.

En campo, la patogenicidad de cada hongo se evalué en 20 frutos del cv
Mauritius en dos fases de desarrollo: inicio de madurez (mayo) y madurez comercial
(junio de 2010). Los frutos se desinfestaron con alcohol etilico al 70% y se les hizo una
incision con una aguja estéril en la seccion media y en la base del pedunculo. Los
frutos se inocularon de manera individual en la tarde (18:00 - 20:00 hora del centro) por
inyeccién de 0.5 mL de una suspensién conidial (1 x 10° conidios.mL™) de
Colletotrichum, Pestalotiopsis, Fusarium, Lasiodiplodia o agua destilada estéril
(tratamiento testigo) (Dinh et al. 2003). Las heridas inoculadas se cubrieron con
algodon humedo estéril por 24 h para crear condiciones de alta humedad y favorecer el
crecimiento de los hongos. El desarrollo de los sintomas se registré durante 15 dias.
De tejidos infectados en laboratorio y campo se hicieron reaislamientos en PDA para

verificacion de los postulados de Koch.
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2.3 Caracterizacion morfoldgica del patdogeno

De los 256 aislamientos de Colletotrichum obtenidos de frutos sintomaticos, se
seleccionaron cuatro con base a su crecimiento miceliar y produccién de esporas, y se
designaron como M26, M28, M29 y M30. Los cultivos monoconidiales de estos
aislamientos se utilizaron para la identificacion de género (Barnett y Hunter, 2006;
Sutton, 1980 y Hanlin 1990) y especie (Sutton, 1980; Smith y Black, 1990; Photita, et al.

2005; Hide et al. 2009 y Yang et al. 2009).

El tamafio y forma de 100 conidios, tamafio de apresorios y células
conidiogénicas se caracterizaron en preparaciones temporales en agua. La formacion
de apresorios se indujo con la técnica de cultivo en cubreobjetos, en la cual 10 mm? de
PDA se colocaron sobre un portaobjetos dentro de una caja Petri vacia. El borde del
agar se inoculd con esporas y se cubridé con un cubreobjetos estéril (Johnston y Jones,
1997). Después de 7 dias, se registré la forma y tamarfio de los apresorios formados en

la parte inferior del cubreobjetos.

La tasa de crecimiento de M26 y M28-30 se determin0 por incubacion en PDA a
28 °C por 7 dias. Los resultados se analizaron estadisticamente ANOVA (a: 0.05) y se

agruparon por pruebas de Tukey.

2.4 Identificacién molecular
El ADN se extrajo de cultivos monocoidiales de M26 y M28-M30 de cinco dias de

crecimiento segun el método AP (Sambrook y Russel, 2001). La integridad del ADN se
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verificd por electroforesis en un gel de agarosa al 1% a 80 volts por 40 min en buffer

TBE y tefiido con bromuro de etidio.

Las regiones ITS1 e ITS2 se amplificaron por PCR con los iniciadores
universales ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e ITS5 (5"-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') (Wite et al. 1990), los cuales amplifican un
fragmento de aproximadamente 580 pares de bases (pb). Para la identificacion y
confirmacion de especie, el ADN se amplificé con el iniciador ITS4 en combinacién con
el iniciador especifico Cgint (5'-GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3') (Mills et al. 1992),

los cuales generan un fragmento de aproximadamente 450 pb (Freeman et al. 2000).

La PCR se realiz6 en un termociclador (Applied Biosystems™ 2720), en una
reaccion de 25 pl [1.0 pl de cada iniciador (10 mM), 1.0 ul de dNTP (10 mM), 5 ul de
Buffer de PCR 10X, 2.5 pl de MgClI2 (50 mM), 0.5 pl de Taq Polymerasa, 0.5 pl de ADN
molde y 13.5 ul de agua libre de nucleasas]. Reacciones de amplificacién sin ADN

templado se utilizaron como control negativo.

La PCR consistié de una desnaturalizacion inicial de un ciclo de 95° C durante 5
min, seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 1 min, 57 °C por 1 min'y 72 °C por un min,
con una extension final a 72 °C durante 10 min. Los productos de PCR se separaron
por electroforesis en gel de agarosa 1%, teiiido con bromuro de etidio y visualizados en

un transiluminador con luz UV.

Los productos de PCR de los cuatro aislamientos se purificaron con el kit
QUIAGEN DNeasy y se secuenciaron en un secuenciador automatico 3730XL. Las

secuencias se alinearon con secuencias depositadas en el banco de genes y la
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homologia se determin6 en el servidor del National Center for Biological Information

(NCBI, 2011).

2.5 Incidencia del manchado de litchi en huertos comerciales
La incidencia (%) de la enfermedad se evalué en dos huertos comerciales en los

municipios de San José Chiltepec (cv Brewster) y Loma Bonita (cv Mauritius), Oaxaca.

En el centro de cada huerto se evaluaron 100 plantas en 10 hileras continuas con10
arboles en produccién por cada una. De cada arbol se seleccion6 y evalué un racimo
de frutos en madurez comercial por orientacion cardinal para estimar la incidencia por
orientacion cardinal/arbol y huerto. Se estimé el coeficiente de Pearson (r) a partir de

valores de incidencia y orientacion cardinal de los racimos de frutos.

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion de sintomas

El exocarpo del cv Brewster mostré una lesion café obscura, poco definida y sin
halo clorético (Figura 1A). En el endocarpo se observOo una lesion de color café
obscuro, circular, semi-humeda, hundida y sin halo clorético (Figura 1B). El sintoma
externo en el cv Mauritius consistié en una lesién café obscuro, definida y con halo
cloratico (Figura 1D). En el endocarpo se identificO una mancha café obscura, seca, no
deprimida y bien definida (Figura 1E). En ninguno de los frutos de ambos cultivares se
observaron dafios en arilo, semilla o pedunculo, ni signos de microorganismos (Figura
1Cy 1F).
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Figura 1. Frutos de litchi (Litchi chinensis Soon) cv Brewster (A-C) y Mauritius (D-F).
Lesiones café obscuras y circulares en el Exocarpo (A'y D) y Endocarpo (B y E). Arilo
asintomético (C y F). Patogenicidad de C. gloeosporioides en frutos de litchi cv
Mauritius, en laboratorio: Sintomas en exocarpo (G), y endocarpo (H), frutos testigo (I).
Patogenicidad en frutos de litchi cv Mauritius, en campo: sintomas en exocarpo (J) y

endocarpo (k), frutos testigo (L). Barra= 1 cm.
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3.2 Aislamiento de hongos
En el ciclo de produccion 2008-2010, los principales géneros que se aislaron de
pericarpio sintomatico de los cultivares Brewster y Mauritius fueron Colletotrichum

(256/640 aislamientos, 40%) y Pestalotiopsis (71/640 aislamientos, 11%).

Colletotrichum y Pestalotiopsis se aislaron de pericarpios sintomaticos (54 y 31
aislamientos, respectivamente) y asintomaticos (84 y 11 aislamientos, respectivamente)
del cultivar Brewster. EI mayor nimero de aislamientos de Colletotrichum se obtuvieron

en el ciclo 2008-2009 (94 aislamientos) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Géneros de hongos aislados de frutos de litchi cv Brewster con y sin

sintomas de antracnosis en San José Chiltepec Oaxaca.

Ciclo Tejido Muestras Medio de Género Aislamientos
produccioén aislamiento
# %
Colletotrichum 32 26
Pericarpio- 123 PDA Pestalotiopsis 18 15
Antracnosis
Fusarium 3 2
Arilo- . 123 PDA 0 0
Antracnosis
2008-2009
Colletotrichum 62 32
Peri io- — -
ericarpio 193 PDA Lasiodiplodia | 19 10
Asintomatico
Pestalotiopsis 2 1
Arilo- 193 PDA 0 0

Asintomatico
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2009-2010

Pestalotiopsis 10 16
PDA
Colletotrichum 4 6
Pericarpio- i Colletotrichum 18 30
Antracnosis Lasiodiplodia 9 1
Semi-selectivo

Pestalotiopsis 3 5
Fusarium 1 2
Avrilo- 50 PDA 0 0
Antracnosis Semi-selectivo 0 0
Colletotrichum 15 21
PDA Pestalotiopsis 8 11

Pericarpio- — -

. - Lasiodiplodi
Asintomatico 70 asiodiplodia 1 1
Colletotrichum 7 10

Semi-selectivo

Pestalotiopsis 1 1
Avrilo- - PDA 0 0
Asintomatico Semi-selectivo 0 0

En el cultivar Mauritius, Colletotrichum spp., fue el principal hongo que se aislo

de pericarpios sintomaticos (202 aislamientos de 401 frutos) en los ciclos de produccién

2008-2009 y 2009-2010; pero no de tejidos asintomaticos. En el ciclo 2009-2010, el

mayor namero de aislamientos de Colletotrichum se obtuvieron en los fragmentos de

pericarpio sintomaticos incubados en medio semiselectivo (Cuadro 2). Los aislamientos

de este género esporularon al cuarto dia en el medio semiselectivo y entre 8-12 dias en

PDA.
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Cuadro 2. Géneros de hongos aislados de frutos de litchi cv Mauritius con y sin

sintomas de antracnosis en San Juan Cotzocon Oaxaca.

Ciclo de Tejido Muestras Medio de Género Aislamientos
produccioén aislamiento
# %
2008-2009 Pericarpio- 193 PDA Colletotrichum 99 51
Antracnosis
Pestalotiopsis 33 17
Fusarium 10 5
Lasiodiplodia 7 4
Arilo- 193 PDA 0 0
Antacnosis
Pericarpio- 72 PDA Fusarium 4 5
Asintomatico
Arilo- 72 PDA 0 0
Asintomatico
2009-2010 Pericarpio- 102 PDA Colletotrichum 40 39
Antracnosis
Lasiodiplodia 9 9
Pestalotiopsis 3 3
Fusarium 1 1
Semi-selectivo | Colletotrichum 63 62
Lasiodiplodia 9 9
Pestalotiopsis 4 4
Arilo- 102 PDA 0 0
Antracnosis
Semi-selectivo 0 0
Pericarpio- 96 PDA Fusarium 4 4
Asintomatico
Lasiodiplodia 20 21
Pestalotiopsis 10 10
Semi-selectivo 0 0
Arilo- 96 PDA 0 0
Asintomatico
Semi-selectivo 0 0
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Los géneros Lasiodiplodia, Pestalotiopsis y Fusarium también se aislaron de
pericarpios sintomaticos y asintomaticos No se aislaron microorganismos de

fragmentos de arilo incubados en ambos medios de cultivo (Cuadros 1y 2).

En 13 de 15 secciones de pericarpio incubadas en camara humeda hubo
esporulacion al quinto dia. Las masas de conidios de color salmén se identificaron

morfolégicamente como Colletotrichum sp.

3.3 Pruebas de patogenicidad

En laboratorio, 85% de los frutos inoculados con Colletotrichum sp. mostraron
sintomas en pericarpio similares a los observados en campo. Los sintomas iniciaron
72 h después de la inoculacion como una lesion pequefia de color café claro, con
crecimiento circular (Figura 1G). En el endocarpo se observd una lesién de color café
oscura, circular y semi-humeda (Figura 1H). En frutos testigo (Figura 11) ni en frutos
inoculados con Fusarium sp. Pestalotiopsis sp. 0 Lasiodiplodia sp. se desarrollaron

sintomas.

En campo, la reproduccion de sintomas en el cv Mauritius se desarrolld
solamente en los frutos inoculados en la seccién media. El porcentaje de frutos en
donde se desarrollaron los sintomas fue del 95% y 90% en los meses de mayo Yy junio,
respectivamente. Los sintomas se observaron ocho dias posteriores a la inoculacién
como lesiones de color café obscuro y sin signos de microorganismos (Figura 1J). El

sintoma interno fue una lesién café obscura, circular, hundida y sin halo clorético
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(Figura 1K). Los frutos testigo (Figura 1L) y frutos inoculados con Fusarium sp.,

Pestalotiopsis sp. o Lasiodiplodia sp. no mostraron sintomas.

El aislamiento que indujo los sintomas de antracnosis en condiciones de
laboratorio y campo se reaislé e identific6 morfolégicamente como C. gloeosporioides

(Sutton, 1980).

3.4 Caracterizacién e identificacién del patégeno

Los 256 aislamientos de C. gloeosporioides desarrollaron colonias
morfolégicamente diferentes. La mayoria formaron colonias con escaso crecimiento
micelial, ligeramente algodonosas y de color blanco a gris péalido. Se produjeron
abundantes masas de conidios de color naranja brillante en circulo concéntricos. Otros
aislamientos desarrollaron colonias de color blanco y con muy pocas masas de

conidios proximas al punto de transferencia (Figura 2A, D, G y J).
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Figura 2. Crecimiento miceliar (A, D, G, J) conidios (B, E, H, K) y apresorios (C, F, I, L)
de los aislamientos M26 y M28-30, de C. gloeosporioides obtenidos de frutos

de litchi infectados naturalmente.
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Lo aislamientos M26 y M28-M30 formaron conidios cilindricos (Figura 2B, 2E, 2H

y 2K). Los conidios de M26 fueron estadisticamente mas largos que los de M28, los

cuales tuvieron el mayor didmetro (Cuadro 3). Los cuatro aislamientos formaron

apresorios clavados a partir de micelio y tubos germinativos (Figura 3C, F, | y L). Las

tasas de crecimiento de los cuatro aislamientos a 28 °C en PDA no fueron diferentes

(a=0.05) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Caracteristicas conidiales y tasa de crecimiento miceliar en PDA de los

aislamientos M26 y M8-30 de C. gloeosporioides obtenidos de frutos de litchi con

sintomas de antracnosis en San José Chiltepec y Loma Bonita, Oaxaca (ciclo 2009-

2010).

Aislamiento Longitud (um) Diametro (um) Crecimierlno miceliar
(mm.day™) PDA/28 °C

Min  Max Media® Min Media®

M26 111 20.8 15.7% 3.4 10.742

M28 114 17.2 14.4> 4.2 8.412

M29 115 17.8 15.0* 3.7 9.522

M30 11.0 17.4 149%™ 40 9.342

? Valores con la misma letra en cada columna son iguales estadisticamente, Tukey ( P

<0.05)
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3.5 Identificacién molecular

Los iniciadores ITS4-Cgint generaron un producto de aproximadamente 450 pb
en los aislamiento M26 y M28-30 de C. gloeosporioides (Figura 3). Las secuencias de
estos productos de amplificacion se alinearon y compararon con las existentes en el
GenBank y mostraron una homologia del 95, 100, 99 y 99% con C. gloeosporioides,
respectivamente (gb/HM016794.1; gb/JF487788.1; gb/JF487788.1; gb/FJ755268.1)

(NCBI 2011).

Figura 3. PCR de los aislamientos M26 y M28-30 de C. gloeosporioides. Linea 1
testigo (H,O PCR); lineas 2-5 productos de amplificacion generados con el par de
iniciadores ITS4/ITS5; lineas 6-9 productos de amplificacion generados con el par de
iniciadores ITS4-Cgint. Lineas 2 y 6: M26, lineas 3y 7: M28, lineas M29 y 9: M30, linea

10 marcador molecular de 100 pb (Invitrogen™).
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3.6 Incidencia de antracnosis en huertos comerciales

La antracnosis se observo en el 3% de los frutos evaluados (91/3,034) del cultivar
Brewster en San José Chiltepec y en el 52% de los frutos (2,194/4,220) del cultivar
Mauritius en Loma Bonita, Oaxaca (o= 0.05). En ambos cultivares no hubo relacién
significativa entre la incidencia de la antracnosis y la ubicacion cardinal del racimo

dentro del arbol (Mauritius: r = -0.0595 y Brewster: — 0.17448).

4. DISCUSION

C. gloeosporioides fue el agente causal de la antracnosis en precosecha de frutos
de litchi de los cultivares Brewster y Mauritius en Oaxaca, México. El hongo se aislé de
frutos infectados natural y artificialmente en ambos cultivares; en PDA formé micelio de
textura ligeramente algodonosa, de color blanco a gris péalido y desarrollé masas de
conidios de color salmén. Los sintomas en los frutos inoculados fueron muy similares a
los observados en campo con infeccién natural. La antracnosis del litchi también se
considera como una enfermedad en postcosecha (Coates et al. 1994, Liu et al. 2006,
Liu et al. 2003 y Snowdon 1990) que resulta de infecciones latentes (Li et al. 2005). En
Australia, C. gloeosporioides se reportdé también como agente causal de la pudricion del

pedunculo y de la mancha pimienta en frutos de litchi bajo condiciones de campo

Colletotrichum también se aislé de frutos asintomaticos del cultivar Brewster (84/333
aislamientos, 25%). La presencia del hongo en tejido asintomatico también se ha
reportado en flores y frutos inmaduros del cultivar Black leaf (Ann et al. 2004). Esos

frutos maduros cosechados y almacenados desarrollaron el sintoma de antracnosis,
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por lo que los investigadores sugirieron que este patdgeno ataca los frutos de litchi a
través de infecciones latentes. En la presente investigacion consideramos la probable

naturaleza endofitica de C. gloeosporioides en el campo.

Otras causas del obscurecimiento del pericarpio de litchi en postcosecha son la
pérdida de humedad debido a la desecacién del pericarpio (Chen y Hong, 1992,
Underhill y Critchley, 1993), degradacion de antocianinas y oxidacion de sustratos
fendlicos por accion de las enzimas polifenol oxidasa (Li y Yan, 1963; Underhill y
Critchley, 1993) y/o peroxidasa (Huang et al. 1990; Zauberman et al. 1991; Zhang y

Quantick, 1997).

Las especies de Colletotrichum no se pueden identificar con base en su gama de
hospederos (Sutton, 1980, 1992), por lo que la identificacion y caracterizacién de los
aislamientos obtenidos en este estudio se realizaron con base en sus caracteristicas
morfologicas (Gunnell y Gubler, 1992; Smith y Black, 1990; Sutton, 1992). Bajo estos
criterios, se seleccionaron a los aislamientos M26 y M28-30, cuyo patron de
crecimiento miceliar fue similar al descrito por Alvarez (1949), pero también al de C.
fragariae cultivado en PDA (Smith y Black, 1990; y Gunnel y Gluber, 1992). Sin
embargo, las colonias de C. fragariae en medio de harina maiz, harina de avena o frijol
lima-agar son obscuras con circulos concéntricos y masas de conidios color rosa
(Brooks, 1931). Ademas, el tamafio promedio de los conidios de M26 y M28-30 fueron
mas cortos y mas anchos que los reportados para C. fragariae (Smith y Black, 1990;

Gunnel y Gubler, 1992; Nirenberg et al. 2002).
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La identificacion molecular de los aislamientos M26 y M28-30 corrobord que se trata
de la especie C. gloeosporioides. Las secuencias de los fragmentos amplificados por
los iniciadores ITS4-Cgint presentaron una similaridad de 95-100% con las secuencias

reportadas para esta misma especie en el banco de genes (Freeman et al. 2000).

No se observo relacion entre la incidencia de la enfermedad y la ubicacion de los

frutos en los cuatro puntos cardinales, lo que coincidio con Li et al (2005).

5. CONCLUSIONES
C. gloeosporioides indujo los sintomas de antracnosis en frutos de litchi en

precosecha.

La enfermedad se caracteriz6 por lesiones circulares, obscuras y secas en el

exocarpo y endocarpo, pero no en el arilo ni en la semilla.

En infecciones naturales, los frutos del cultivar Brewster fueron menos susceptibles

(3%) que los de Mauritius (52%).

No se observo relacién entre la incidencia de antracnosis y la ubicacion de los frutos

en los cuatro puntos cardinales.

Este es el primer reporte de C. gloeosporioides como el agente causal de la

antracnosis de frutos de litchi (Litchi chinensis) en precosecha en Oaxaca, México.
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CAPITULO Il

CONTROL QUIMICO DE Colletotrichum gloeosporioides Penz. EN FRUTOS DE

LITCHI (Litchi chinensis Soon.) BAJO CONDICIONES IN VITRO.

RESUMEN

La antracnosis de frutos de litchi es causada por Colletotrichum gloeosporioides
y su control en campo se hace empiricamente con aplicaciones frecuentes de
fungicidas. Su incidencia de esta enfermedad en frutos del cultivar Mauritius puede ser
superior al 50% en Oaxaca, México; sin embargo no hay registros de fungicidas
autorizados o efectivos para su control. En este estudio se evalué el efecto in vitro de
cinco fungicidas en la germinacién de conidios y en el crecimiento miceliar del hongo.
La concentracion efectiva a la cual se inhibio el 50% del crecimiento miceliar o
germinacién de conidios (CEsp) se obtuvo con boscalid/piraclostrobin a concentraciones

de 0.0111 y 0.66962 pg-I"*, respectivamente.

Palabras clave: antracnosis, benomil, procloraz, boscalid/pyraclostrobin,

cyprodinil/fludioxinil, hidréxido de cobre
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ABSTRACT

Anthracnose of Litchi fruits is caused by Colletotrichum gloeosporiodes. This
disease is empirically controlled in the field with fungicides. Anthracnose incidence in
Mauritius fruits can exceed 50% in Oaxaca, Mexico, however there are no records of
authorized or effective fungicides for its control. Five fungicides were tested in vitro for
inhibition of mycelial growth and conidial germination of C. gloeosporioides. The
effective concentration at witch 50% of spore germination or mycelial growth was
inhibited (ECso) was obtained with boscalid/piraclostrobin (0.0111 y 0.66962 pg-I™,

respectively).

Keywords: anthracnose, benomyl, prochloraz, boscalid/pyraclostrobin,

cyprodinil/fludioxinil, copper hydroxide
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1. INTRODUCCION

El litchi (Litchi chinensis Soon), perteneciente a la familia Sapindaceae (Menzel,
1984) es un fruto nativo del Sur de China y Norte de Vietnam (Menzel, 1984; Ghosh,
2001). Los cultivares Brewster y Mauritius se explotan comercialmente en Oaxaca,

México.

La antracnosis es una de las principales enfermedades que afectan al fruto de litchi
en precosecha (Nakasone y Paull, 1998) y postcosecha (McMillan, 1994).
Colletotrichum gloeosporioides es el principal agente causal de la enfermedad, aunque
C. acutatum también se detectd6 con menor incidencia en Australia (Johnson et al.
2002). La antracnosis del litchi es importante en Oaxaca, ya que en precosecha se ha
encontrado afectando el 53% y 3% de los frutos de los cvs. Mauritius y Brewster,

respectivamente.

El uso de fungicidas es importante para el manejo de la antracnosis en mango
(Brent, 1995). La antracnosis del litchi en campo se controla quimicamente con
aplicaciones frecuentes de benomil, benomil+mancozeb (McMillan, 1994), mancozeb
(McMillan, 1994; Crane et al. 1997) y tebuconazole (Crane et al. 1997). Tratamientos
postcosecha con dioxido de azufre (Johnson, 1990), benomil (Huang y Scott, 1985) y
procloraz (Brown et al. 1984) controlaron pudriciones de litchi. Hasta ahora, en México
no se han registrado fungicidas autorizados para el control de la antracnosis del litchi,
por lo que el objetivo de este estudio fue determinar el efecto de seis fungicidas en el
crecimiento miceliar y germinacién de conidios de C. gloeosporioides bajo condiciones

in vitro.
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2. MATERIALES Y METODOS

Los frutos con antracnosis se colectaron en huertos comerciales de litchi cv
Mauritius en los Municipios de San Juan Cotzocon (17°26°07.74” LN y 95°19°563.97” LO)
y Loma Bonita (17° 58’ 53.1” LN y 95° 50’ 58.1” LO) Oaxaca, México durante los ciclos

de produccién 2008-2010.

2.1 Aislamiento e identificacion de Colletotrichum

El aislamiento del hongo se hizo de 295 segmentos de pericarpio disectados de
frutos sintomaticos. Las muestras se cultivaron en papa dextrosa agar (PDA, Bioxon®) y
en un medio semiselectivo para Colletotrichum [19.5 g de PDA (Bioxon®), 7.5 g de agar
(Merck®), 8 mg de iprodiona, 20 mg de triadimefén, 50 mg de cloranfenicol (Merck®) y
200 mg de estreptomicina] (Davis, 2003). Los aislamientos se incubaron en cajas Petri
por 5-7 dias a 28 °C (+ 2 °C) y se purificaron mediante cultivos monoconidiales.

Cuatro aislamientos tipo (M26, M28, M29 y M30) se seleccionaron e identificaron
morfolégicamente a nivel de género (Barnett y Hunter, 2006) y especie (Sutton, 1980;
Smith y Black, 1990; Photita, et al. 2005; Hide et al. 2009 y Yang et al. 2009).

La identificacion molecular a nivel de especie se realizé con el DNA de cultivos
monoconidiales; mediante PCR con el iniciador especifico Cgint (5'-
GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3") (Mills et al. 1992) y el iniciador universal ITS4, los
cuales amplifican un fragmento de aproximadamente 450 pb (Freeman et al. 2000). Los
productos de PCR se purificaron, secuenciaron y alinearon para determinar su
homologia con las secuencias de C. gloeosporioides depositadas en el banco de

genes (NCBI, 2011).
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2.2 Patogenicidad en campo

La patogenicidad en campo se verificd mediante la inoculacion de 20 frutos del
cv Mauritius en madurez comercial. Los frutos se desinfestaron superficialmente con
alcohol etilico al 70%. En la seccion media de los frutos se hizo una herida (1 mm
profundidad) con una aguja estéril para favorecer la infeccion (Johnson y Cooke, 2002).
Una gota de inéculo del aislamiento M28 (1 x 10° conidios.mL™), se deposité sobre la
herida de cada fruto (Dinh et al. 2003). El tratamiento testigo consistio de 20 frutos con
herida e inoculados con agua destilada estéril. Las zonas inoculadas se cubrieron por
24 h con algodén humedo para favorecer la germinacion de conidios y la infeccion.

Después de siete dias de incubacion se hicieron re-aislamientos en PDA.

2.3 Evaluacion in vitro de la eficacia de fungicidas

Los fungicidas hidréxido cuaprico, ciprodinil/fludioxinil, boscalid/piraclostrobin,
benomil y procloraz se evaluaron bajo condiciones in vitro. La solucién stock de cada
fungicida se preparé en agua destilada estéril a una concentracion de 100 y 10,000 g
de ingrediente activo (i.a)-L™ (peso/volumen).

El volumen requerido de cada solucion stock se adicioné al PDA para obtener un
volumen final de 100 mL y concentraciones de 5000, 1000, 100, 10 y 1 pg-L™ para el
hidréxido cuaprico, ciprodinil/fludioxinil y el boscalid/piraclostrobin; y de 10, 1, 0.1, 0.01 y
0.001 pg-L™* para el benomil y procloraz. Se utilizaron cuatro repeticiones por cada
tratamiento.

Un disco de micelio de 5 mm de diametro obtenido de colonias con crecimiento

activo (ocho dias) del aislamiento M28 (previamente evaluada su patogenicidad en
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campo), se colocaron en cajas Petri con cada tratamiento, incluyendo el testigo (PDA
sin fungicida) y se incubaron a 28 °C (¥2 °C) en obscuridad constante. El diametro
miceliar se evalud diariamente hasta la cobertura total de la caja Petri en uno de los
tratamientos.

La germinacion de conidios se evalué en tratamientos similares. Una alicuota de
100 pL de conidios (10° conidios.ml™) del aislamiento M28 se colocé en cada
tratamiento. Las cajas Petri se incubaron a 28 °C (x 2 °C) por ocho horas en
obscuridad, posteriormente se conservaron en refrigerador (5 °C + 2 °C) para detener
el crecimiento de los tubos germinativos. El porcentaje de germinacion se determiné en
100 conidios por tratamiento.
Los tratamientos se distribuyeron en un disefio completamente al azar. En cada caja
petri se midio el crecimiento miceliar del hongo con un vernier digital y posteriormente
estos datos se transformaron en porcentajes de inhibicion del hongo. La concentracion
efectiva que inhibié mas del 50% (CEsp) del crecimiento miceliar y limites fiduciales o
limites de confianza de cada fungicida se calcularon mediante el andlisis PROBIT en el

programa SAS®.

3. RESULTADOS

3.1 Aislamiento e identificacién del patégeno
De las 295 secciones de pericarpio que se incubaron en PDA y en medio semiselectivo,
se obtuvieron 139 y 63 aislamientos de Colletotrichum, respectivamente. La morfologia

de las colonias fue variable, la mayoria formaron colonias de color blanco-grisaceo y de
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textura ligeramente algodonosa, con abundantes conidios producidos en masas
conceéntricas de color naranja.

La forma de los conidios fue cilindrica en M26 y M28-30; todos formaron
apresorios clavados.

El par de iniciadores ITS4-Cgint generaron un producto de aproximadamente

450 pb con, con homologias del 95-100% con C. gloeosporioides (NCBI 2011).

3.2 Patogenicidad en campo

El sintoma de antracnosis se desarrolld6 a los ocho dias después de la
inoculacién en el pericarpio del 95% de los frutos evaluados. Los frutos testigo no
desarrollaron sintomas. El hongo fue reaislado e identificado morfolégicamente como

C. gloeosporioides (Sutton, 1980).

3.3 Evaluacién in vitro de la eficacia de fungicidas

Benomil a 1 y 10 pg-L™y procloraz a 10 ug-L™ tuvieron el mayor efecto en la
inhibicion del crecimiento miceliar de C. gloeosporioides (P < 0.05) (Cuadro 1). La
concentracion efectiva 50% (CEso) para los dos fungicidas fue de 0.06005 para benomil
y 0.09402 para procloraz (Cuadro 2).

La eficacia de boscalid/piraclostrobin y ciprodinil/fludioxinil fue mayor ya que
resultaron con una CEsy de 0.0111 y 0.0562, respectivamente. El hidroxido de cobre
mostro inhibicion de mas del 50% del crecimiento miceliar a concentraciones de 1000 y
5000 pg-L™? (Cuadro 1) con CEsy de 84.007. El fungicida con menor CEsy para el

desarrollo miceliar de C. gloeosporioides fue el boscalid/pyraclostrobin (0.0111). El
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fungicida que inhibié consistente y efectiva la germinacion de conidios en mas del 50%

fue el boscalid/piraclostrobin a la concentracién de 0.66962 pg-L™ (Cuadro 2)

Cuadro 1. Efecto de cinco fungicidas en el crecimiento miceliar de C. gloeosporioides

aislado de frutos de litchi cv Mauritius. Valores promedio de 4 repeticiones. Oaxaca,

México. 2010
Porcentaje de inhibicidon de crecimiento.
Dosis de ingrediente activo (ug-L™)
Ingrediente activo 10 1 0.1 0.01 0.001 0
Benomil 97.674a® 96.487a 55.181b  10.421c 7.566d 0.0e
Procoraz 98.592a 88.829b 33.523c 17.831d 9.920e 0.0f

Dosis de ingrediente activo (ug-L™)

5000 1000 100 10 1 0.00

boscalid/pyraclostrobin  97.109a 90.329b 85.936c 88.294bc 68.439d 0.0e
cyprodinil/fludioxinil  96.3473b 95.8599b 97.9702a 77.7289c 70.3809d 0.0e

hidréxido de cobre 97.464a 95.869a 33.598b 11.900c 11.308c 0.0d

% Valores con la misma letra en cada hilera son iguales estadisticamente, Duncan (P <

0.05) y cada valor representa el promedio de las cuatro repeticiones.
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Cuadro 2. Concentracion efectiva de cinco fungicidas que inhibié el 50% (CEsp) del
crecimiento miceliar y germinacion de conidios de C. gloeosporioides aislado de frutos

de litchi cv Mauritius. Oaxaca, México. 2010.

Ingrediente activo CEso (Mg i.a. - L)

[Limites fiduciales 95%)]

Crecimiento miceliar Germinacion de conidios
benomil 0.06005 2.57
[0.04336 - 0.08425] [0.5689 — 33.5757]
procloraz 0.09402 20.88
[0.06516 - 0.13646] [2.80248 — 1511]
boscalid/piraclostrobin 0.0111 0.66962
[0.000084 - 0.11593] [0.34471 — 0.87285]
cyprodinil/fludioxinil 0.0562 7.36533
[0.0184 - 0.1319] [5.37046 — 10.04890]
hidroxido de cobre 84.007 108.36999
[70.8631 - 99.6478] [66.35722 — 179.29643]

4. DISCUSION
La mayor inhibicion del crecimiento miceliar de C. gloeosporioides se obtuvo con
benomil a dosis de 1.0 y 10 pg-L™. La concentracién de benomil que inhibi¢ el

crecimiento del hongo en un 50% fue 0.06 pg-litro?, lo que indica una alta

54



susceptibilidad del aislamiento a benomil, por el escaso o nulo uso de fungicidas en las
huertas comerciales de litchi en Oaxaca, México.

El efecto del benomil en la inhibicion del crecimiento miceliar (CEsp) de C.
gloeosporioides en mango y su control en campo lo evaluaron previamente (Rondon et
al. 2006 y Pathak y Shekhawat, 1976, respectivamente) y encontraron dosis mayores
de 1.0 ug-L™* y 1,000 pg-L™, respectivamente.

La dosis de 10 pg-L™ de procloraz inhibié el mayor crecimiento miceliar de C.
gloeosporioides, lo que también indica la alta susceptibilidad del hongo por la poca
presion de seleccion en campo. El efecto del procloraz en la inhibiciéon del crecimiento
miceliar en mango lo evaluaron previamente (Rondén et al. 2006, y Mathews et al.

2009) y encontraron dosis inhibitorias de 16 y 50 ug-L™, respectivamente.

Con base a las pruebas realizadas en la presente investigacion, las diferentes
concentraciones de boscalid/piraclostrobin y ciprodinil/fludioxinil inhibieron méas del 50%
del crecimiento miceliar de C. gloeosporioides. Sin embargo, evaluaciones previas de
otros fungicidas en laboratorio y campo (Everet y Timudo, 2007) demostraron que los
resultados de pruebas de laboratorio no reflejan necesariamente los resultados

obtenidos en pruebas de campo.

Concentraciones efectivas de 84.007 pg-L™ de hidroxido de cobre se requirieron
para inhibir mas del 50% (CEsg) del crecimiento miceliar de C. gloeosporiodes, y de
108.36 pg-L™ para inhibir mas del 50% de la germinacion de sus conidios. Al respecto,

Everett y Timudo (2007) evaluaron diferentes formulaciones de cobre para inhibir el
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crecimiento de un aislamiento obtenido de frutos de aguacate en Nueva Zelanda y
reportaron que 2.3 pg-L™* de hidrosulfato de cobre fue la formulacién que inhibié mas
del 50% de la germinacion de conidios. La menor CEsp para reduccion de crecimiento

miceliar del hongo se obtuvo con hidréxido de cobre (257.2 pg-L™).

5. CONCLUSIONES

Colletotrichum gloeosporiodes, causante de la antracnosis de frutos de litchi, fue
susceptible a los fungicidas benomyl, procloraz, boscalid/piraclostrobin,
ciprodinil/fludioxinil e hidroxido de cobre. Se sugiere evaluar su efecto en pre y en

postcosecha.
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