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RESUMEN

Colletotrichum gloeosporioides presenta alta variabilidad morfoldgica, patogénica y genética, lo
cual ha sido dificil de evaluar usando los métodos tradicionales. En los Gltimos afios, las técnicas
moleculares han facilitado la separacion y caracterizacion genética. El presente trabajo se divide
en dos fases, en la primera se realizaron los aislados, la identificacion morfoldgica y se
realizaron pruebas de efectividad bildgica in vivo e in vitro de imazalil para el control de la
antracnosis en postcosecha en papaya, banano, aguacate y mango; en la segunda fase se evalué la
diversidad genética de 47 cepas monospdricas de Colletotrichum spp. provenientes de frutos
tropicales de diferentes zonas productoras de México. Se utilizd la técnica molecular de
Amplificacion Aleatoria de ADN Polimorfico (RAPD) para caracterizar la variabilidad genética
del hongo, para esto se extrajo el DNA de cada una de las cepas. De acuerdo a la literatura se
usaron oligos decaAmeros de secuencias aleatorias, los cuales se hicieron reaccionar con cada una
de las cepas para determinar la variabilidad. El resultado de la primera fase nos indican que los
aislamiento son de Colletotrichum gloeosporioides C. musae, C. acutatum y C. boninense, las
pruebas de efectividad bildgica indican que el mejor tratamiento fue a 600 ppm de i.a. aplicado
en banano con una efectividad del 64%, el resultado presenta mejor control el 9% en
comparacion al testigo comercial. En la segunda fase del experimento se obtuvo que existe
variabilidad genética, donde se muestra que los patrones de los marcadores depende de la especie
de Colletotrichum y del hospedero, el indice de variabilidad genética es de 0.3537 el cual es un
valor alto comparado con maiz. Esta variabilidad genética tan amplia puede ser debida a la gran

patogenicidad y al amplio rango de hospedantes del patégeno observado en la naturaleza.
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SUMMARY

Colletotrichum gloeosporioides high variability presents morphological, pathogenic and genetic,
which has been difficult to assess using traditional methods. In recent years, molecular
techniques have facilitated the separation and genetic characterization. This paper is divided into
two phases, the first isolates were performed, morphological identification and effectiveness
were tested for Biological relevance in vivo and in vitro of imazalil to control postharvest
anthracnose in papaya, banana, avocado and mango , the second phase was evaluated genetic
diversity of 47 isolates monosporic Colletotrichum spp. tropical fruits from different producing
areas of Mexico. We used the molecular technique of Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) to characterize the genetic variability of the fungus, so that DNA was extracted from
each of the strains. According to the literature were used decamers oligos of random sequences,
which were reacted with each of the strains to determine the variability. The result of the first
phase indicate that the insulation are Colletotrichum gloeosporioides C. musae, C. acutatum and
C. boninense, Biological relevance effectiveness tests indicate that the best treatment was 600
ppm ai Banana applied while shooting 64%, the result shows better control 9% compared to the
commercial samples. In the second phase of the experiment there was obtained genetic
variability, which shows that patterns of markers depends on the species of host Colletotrichum
and the genetic variability index of 0.3537 which is a high value compared with corn. This so
wide genetic variability may be due to the high pathogenicity and host range of the pathogen

observed in nature.
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INTRODUCCION

El hongo del género Colletotrichum, es un patogeno de distribucion cosmopolita y con
predominancia en los trépicos y subtrépicos (Xiao et al.; 2004). Es el causante de la antracnosis
(YYakoby et al.; 2001), se agrupa entre los patdgenos mas importantes en postcosecha (Abang,
2003), debido a la capacidad que tiene de provocar infecciones latentes, la enfermedad se
manifiesta con la presencia de manchas circulares café oscuras y hundidas en el pericarpio
(Prusky et al., 2001).

En el pasado, los fungicidas mas utilizados fueron los benzimidazoles como benomil y
tiabendazol (TBZ), pero se ha desarrollado resistencia a estos fungicidas (Griffee, 1973;
Slabaugh y Grove, 1982; de Lapeyre de ellaire y Dubois, 1997). El fungicida imazalil controla a
Colletotrichum gloeosporioides (Nery-Silva et al., 2001), Colletotrichum acutatum (Garcia y
Mufioz, 2002), por lo que representa una opcidn en postcosecha para el control de antracnosis en
frutos. Cuando el control de Colletotrichum spp se rompe, los inhibidores de la biosintesis de
ergesterol (IBE) como imazalil y bitertanol son usados por lo general alternados con TBZ.
(Eckert, 1990; Cox, 1996).

Es importante la extraccion de DNA para su uso en andlisis de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), amplificaciones de ADN al azar (RAPD). Existen metodologias para la
extraccion de ADN, Dellaporta et al. (1983); Bahl y Pfenninger (1996); Porebski et al. (1997) y
Doyle y Doyle (1990), que han permitido trabajos en la caracterizacién molecular (Adato et al.,
1995, Lopez-Valenzuela et al., 1997; Ravishankar et al., 2000), para facilitar la identificacion y
caracterizacion de individuos, estimacion de variabilidad genética, asi como la identificacion de

genes de interés agrondmico o ecoldgico.

Con estos antecedentes y debido a los pocos trabajos que existen con relacion a la variacion
genetica de Colletotrichum spp. en México, se realizo el presente trabajo con el objetivo
identificar morfolégicamente ailados de Colletotrichum spp. provenientes de sisntomas de
antracnosos de frutos tropicales de diferentes zonas de México, también evaluar la efectividad
bioldgica bajo condiciones in vitro e in vivo de imazalil para el control de Colletotrichum spp. en
aguacate cv Has, mango cv. Manila, banano y papaya cv. Maradol y determinar la variabilidad

1



genetica de 47 aislados de Colletotrichum spp. de 2 flores y 10 fruto diferentes de areas
productoras de México, mediante el uso de polimorfismos del DNA amplificados al azar
(RAPD’s).



OBJETIVOS

1.1 Objetivo General

Identificar los hongos asociados con la antracnosis de frutos tropicales en México.
Realizar pruebas de efectividad bioldgica del imazalil para el control in vitro e in vivo de
Colletotrichum spp. en frutos de papaya, mango, aguacate y banano en postcosecha.
Determinar la variabilidad genética de los hongos causantes de antracnosis en frutos

tropicales en México.
1.2 Objetivos particulares

Identificar morfolégica y molecularmente hongos causantes de antracnosis de frutos
tropicales de diferentes regiones de México.

Realizar pruebas de patogenicidad de los hongos causantes de antracnosis en frutos en
postcosecha.

Realizar pruebas de efectividad bilégica de imazalil in vitro para determinar DLso.
Realizar pruebas de efectividad biolégica de imazalil in vivo en papaya, mango, aguacate
y banano en postcosecha

Realizar marcadores moleculares para determinar la variabilidad genética de

Colletotrichum spp.



REVISION DE LITERATURA

2.1 Colletotrichum spp.

Colletotrichum y su telemorfo Glomerella han estado implicados en enfermedades en plantas
(principalmente antracnosis) alrededor del mundo pero especialmente como la causa de los
problemas pre-cosecha y postcosecha en los tropicos. Su habilidad para causar infecciones
latentes lo ubica entre los patdgenos mas importantes de la post-cosecha (Bailey y Jeger, 1992).

Este hongo ataca todos los estadios del cultivo desde flores hasta frutos maduros y

ocasionalmente ataca también hojas.
2.1.1 Generalidades

Colletotrichum tiene la habilidad para causar infecciones latentes, se ha ubicado a
Colletotrichum entre los patdégenos mas importantes. Los frutos pueden ser atacados por la
enfermedad el momento que empieza su maduracién, durante su cosecha y almacenamiento
(Bailey y Jeger, 1992). El género Colletotrichum fue establecido por Corda en 1831 (Contreras,
2006). Sus sintomas en las primeras etapas en los frutos, muestran pequefias manchas himedas,
hundidas y de forma circular. Conforme los frutos se ablandan, las manchas se extienden hasta
alcanzar un diametro de 2 6 3 cm, en su parte central se ennegrece y endurece ligeramente.
(Agrios, 2005). Las manchas, que a menudo son numerosas Yy las cuales, producen primero el
ablandamiento aguanoso del fruto y por dltimo su pudricién, que en ocasiones es acelerada por
otros microorganismos invasores. Enormes cantidades de conidios se forman en los acévulos que
se encuentran por debajo de la epidermis del fruto incluso en las manchas mas pequefias, aunque
bajo ciertas condiciones aparecen también masas de esporas de color salmén o rosa sobre la
superficie de las manchas. Las altas temperaturas y la gran humedad relativa o el tiempo humedo
al momento de la maduracion de los frutos, favorecen la infeccion y propagacion del hongo, y
con ello el desarrollo a epifitias destructivas (Agrios, 2005). Los sintomas de ésta enfermedad
son frecuentemente una lesién denominada antracnosis, pudiendo lesionar la mayor parte de la
planta (Waller et al., 1993).



2.1.2 Taxonomia

En la actualidad el taxdn se encuentra constituido por 39 especies (Sutton, 1992) entre sapréfitos
y parasitos. Las especies patogénicas han causado serias pérdidas en un amplio nimero de
cultivos perennes en regiones tropicales y subtropicales debido a la presencia de lesiones

causadas por la antracnosis.
Clasificacion Segun Agrios, 2005

Dominio: Eukaryota
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Filamentous Ascomycetes (1)
Deuteromycetes Hongos Mitosporicos
Género: Colletotrichum (Estado Anamorfo)

Glomerella (Estado Teleomorfo)

Clasificacion Segin NCBI, 2012. (National Center for Biotechnology Information).

Caracterizacion Molecular por ITS.

Dominio: Eukaryota
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Sordariomycetes incertae sedis
Orden: Phyllachorales
Familia: Phyllachoraceae
Subfamilia: Phyllachoraceae
mitosporicos
Género: Glomerella

(anamorfo: Colletotrichum)



2.1.3 Morfologia

El genero Colletotrichum, morfologicamente presenta conidias hialinas (7-20 x 2.5-5 um),
unicelulares y fusiformes, estos cuerpos tienen una forma de disco, cerosos, subepidermales. El
hongo presenta setas en el borde del acérvulo o entre conididforos, aunque a veces estan ausentes
(Bailey y Jeger, 1992). Colletotrichum spp. presenta setas que son originadas en el
pseudoparénquima, los conidiéforos son septados y ramificados sobre la base de color café claro
y son originadas por la parte superior del pseudoparénquima. Las conidias también son aseptadas
y de forma cilindrica las mismas que durante la germinacion se tornan de color café palido, se
septan y forman el apresorio, por lo general las esporas son tan numerosas que llegan a formar
masas brillantes de color rosado o salmén (Blanchard et al., 1992 y Holliday, 1995).
Colletotrichum spp, tiene diferente comportamiento pudiendo ser saprofito y luego llegar a ser

completamente patdgeno, tiene un amplio rango de hospederos.

2.1.4 Desarrollo de la enfermedad

La infeccidn por Colletotrichum spp. involucra una secuencia de eventos (Dodd et al.,1989). El
inoculo en la mayoria de los casos llega a su hospedero por medio del agua o por dispersién de
los conidios, se adhieren a la cuticula de la planta y germinan en un periodo de un dia,
produciéndose el tubo germinal cuyo tamafio oscila entre 10-20 pum, antes de formar el apresorio
terminal, que directamente penetra la cuticula, las dos fuentes de inoculo son los conidios y las
ascosporas producidos en acérvulos y peritecios, respectivamente. Las dos fuentes de infeccion
que utiliza Colletotrichum spp., es la colonizacion intracelular, o la colonizacion intramural
subcuticular (Figura 1). Después de haberse depositado en la superficie de la planta, donde los
conidios y ascosporas experimentan una sintesis de proteinas realizandose asi una diferenciacion
compleja, dando lugar a la germinacion proceso fundamental para la infeccion (Bailey y Jeger,
1992).
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Figura 1. Ciclo de Colletotrichum gloeosporioides (Agrios 2005).

La formacién del apresorio es un requisito fundamental para la penetracion directa a la superficie
del hospedero ya que juega un rol importante para que el patdgeno pueda sobrevivir. Los
procesos de germinacién de conidios, formacién del apresorio, y la formacion de hifas infectivas
son procesos independientes que actian como estimuladores o inhibidores en las plantas
hospederas. Los apresorios pueden ser globosos, o no tener I6bulos y su tamafio puede ser
variado, los apresorios estan formados por capas compuestas de carbohidratos y melanina la
misma que se encarga de darle un color oscuro y aparentemente protege al apresorio de la
irradiacion pero con certeza esta involucrada en los procesos de penetracion (Bailey y Jeger,
1992). El proceso de formacion del apresorio estd acompariado por la secrecidon de una sustancia
mucilaginosa a su alrededor, que junto con la matriz de esporas se comprometen en la proteccion

del apresorio en especial durante la adhesion a la superficie del hospedero (Bailey y Jeger, 1992).



2.1.5 Estrategias de penetracion de Colletotrichum

El proceso de colonizacion de Colletotrichum se da después de que la espora se adhiere al tejido
del hospedante, ésta forma un tubo germinativo que da origen a una estructura de infeccion
llamada apresorio, de la cual emerge una estructura denominada “clavija de penetracion”, que
permite el paso directo a la cuticula, (Diéguez et al., 2005; Timmer et al., 2005; Zulficar et al.,
1996; Bailey y Jeger, 1992) existen reportes de penetracion indirecta a través de los estomas o
heridas sin formar apresorios, como el caso de C. acutatum en citricos, el cual penetra los pétalos

de flores sin la formacion de apresorio (Zulficar et al., 1996; Bailey & Jeger, 1992).
2.1.5.1 Penetracion intracelular hemibiotréfica

Se establece una infeccion inicial a través de una breve fase biotréfica, asociada con una gran
hifa primaria intracelular, convirtiéndose después en una fase necrotrofica destructiva asociada
con una hifa secundaria angosta, la cual se ramifica a través del tejido del hospedante. En
especies que adoptan esta estrategia la fase biotréfica inicial puede variar en cuanto a duracion
desde menos de 24 horas hasta 3 dias. La fase inicial biotrofica es seguida por una fase
necrotréfica, la cual comienza con la aparicion de hifas secundarias mas angostas. Esta hifa se
ramifica a través del tejido del hospedante inter e intracelularmente, muriendo rapidamente las
células del hospedante debido a la degradacion de la pared celular por parte de las enzimas
producidas por el hongo (Diéguez et al., 2005; Timmer et al., 2005; Wharton y Diéguez, 2004;
Zulficar et al., 1996).

2.1.5.2 Penetracion necrotréfica intramural, subcuticular

Una vez penetrada la cuticula, el patégeno no entra inmediatamente dentro del 1Gmen celular,
sino que se desarrolla debajo de la cuticula, entre la pared periclinal y anticlinal de las células
epidermales. No es claro si las células del hospedante permanecen vivas, pero los sintomas solo
aparecen hasta 24 horas después de la penetracion. Después del breve periodo asintomatico, el
hongo comienza a expandirse rapidamente a traves del tejido del hospedante intra e
intercelularmente, matando las células vegetales y degradando las paredes celulares. El patogeno
es favorecido por la lluvia, alta humedad ambiental y temperatura éptima para su desarrollo de
20°C, con un menor desarrollo a 27°C y un escaso desarrollo a los 5°C, 10°C y 30°C. La
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humedad en forma de salpicaduras de lluvia y agua corriente ayuda a la y diseminacion de
conidias de Colletotrichum, sobre la misma planta o de una planta a otra (Diéguez et al., 2005;
Timmer et al., 2005; Wharton y Diéguez, 2004; Zulficar et al., 1996; Agostini et al., 1992).

En muchas interacciones hospedante-patogeno, la interaccion especifica a nivel celular es
desconocida y puede ser una combinacidon de las estrategias mencionadas anteriormente en
almendra (Diéguez et al, 2005; Wharton y Diéguez, 2004). Estas estrategias pueden depender de
los tejidos del hospedante, en algunos casos, por ejemplo, en almendra y muchos citricos, los
tejidos de pétalos de flores son infectados y colonizados sin la formacion de apresorio y no existe
la fase biotrofica. (Diéguez et al, 2005; Wharton y Diéguez, 2004; Foster y Adaskaveg, 1999;
Zulficar et al, 1996; Maerz y Paul, 1930). Segin Lenne y Parbery (1976), durante un estudio
comparativo de germinacion y modelos de infeccion en especies de Colletotrichum, se encontrd
que el apresorio aislado sobre la superficie de hojas se produjo en ausencia de tubos
germinativos y conidias, pruebas preliminares sugirieron que no solo los apresorios fueron mas
durables que las esporas y los tubos germinativos sino que su formacién fue fomentada por la
presencia de bacterias.

2.1.6 Métodos de identificacion de Colletotrichum

Los métodos tradicionales para la discriminacién entre especies de Colletotrichum se han basado
principalmente en la morfologia, analizando caracteristicas tales como tamafio y forma de las
conidias, color de la colonia, presencia o ausencia de setas y la existencia del telemorfo G.
cingulata. Sin embargo, debido a las influencias medioambientales en la estabilidad de las
caracteristicas morfolégicas y la existencia de formas intermedias, estos criterios no son siempre

los adecuados para la diferenciacion confiable de las especies de Colletotrichum.

La técnica de identificacion mediante benomyl ha sido empleada para estimar el potencial de los
benzimidazoles en el control quimico. Este método se puede utilizar para una caracterizacion
adicional de poblaciones de Colletotrichum spp., asociadas con antracnosis (Freeman et al.,

1998), esta prueba permite diferenciar entre C. acutatum y C. gloeosporoides, aungue ésta puede



confirmarse con técnicas moleculares ya que Colletotrichum spp, puede presentar resistencia a

productos quimicos (Contreras, 2006).

2.2 Técnica molecular

El uso de técnicas moleculares ha posibilitado la distincion entre especies de este género, datos
derivados de analisis de acidos nucleicos proporcionan el arma mas confiable para construir la
clasificacion de Colletotrichum. EI ADN es una molécula que contiene el cddigo genético,
siendo sus propiedades el reflejo directo de la identidad genotipica y fenotipica de cada
organismo, esta molécula es utilizada en la identificacion de las especies debido a que esta
menos influenciada por los efectos ambientales. Un fragmento de ADN, que representa variacion
genética (polimorfismo) debido a diferencias entre individuos en la longitud o secuencia de la
doble cadena en un locus particular se denomina marcador molecular los mismos que son muy
estables y tiles en la identificacion de especies y poblaciones (Lewin, 2004). Estas técnicas han
posibilitado la distincion entre el género de Colletotrichum mediante dos partes del genoma
mitocondrial (ADNm) y ribosomal(ADNr), ambos presentes como multiples copias en la célula
(Rodriguez, 2007).

2.2.1 Marcadores moleculares mediante amplificacion de ADN al azar (RAPD)

Los marcadores moleculares son biomoléculas que se pueden relacionar con un rasgo genético.
Dichas biomoléculas son proteinas (antigenos e isoenzimas) que pueden ser marcadores
moleculares Para detectar la diversidad genética de Colletotrichum spp. mediante este metodo se
han utilizado oligos arbitrarios (Bridge et al., 1998). Estos oligos han servido para identificar C.
acutatum y C. gloeosporoides de citricos y también C. acutatum que provienen de un alto rango
de hospederos que fueron agrupados y delineados del aislamiento de C. gloeosporoides usando
oligos especificos de C. acutatum. De manera similar se han usado oligos especificos de C.
gloeoporoides y C. fragariae, los aislamientos de estas dos especies se distinguieron de los
C.acutatum.
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2.3 Plaguicidas

Segln la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO):
“Un plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o
controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de los animales,
las especies de plantas o animales indeseables que causan perjuicio o que interfieren de
cualquier otra forma en la produccion, elaboracion, almacenamiento, transporte o
comercializacion de alimentos, productos agricolas, madera y productos de madera o alimentos
para animales, o que pueden administrarse a los animales para combatir insectos, aracnidos u
otras plagas en o sobre sus cuerpos. El término incluye las sustancias destinadas a utilizarse
como reguladoras del crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir
la densidad de fruta o agentes para evitar la caida prematura de la fruta, y las sustancias
aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha para proteger el producto contra la

deterioracion durante el almacenamiento y transporte.” (FAO, 2003).

Se pueden clasificar los plaguicidas, en funcion de la plaga sobre la que ejercen su accion, como
fungicidas, insecticidas, acaricidas, antibidticos, rodenticidas, herbicidas, entre otros o, segun el

grupo quimico que los caracteriza.
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CAPITULO I. EFECTIVIDAD BILOGICA DE IMAZALIL PARA EL CONTROL in
vitro E in vivo DE Colletotrichum spp. EN FRUTOS DE AGUACATE, BANANO,
MANGO Y PAPAYA EN POSTCOSECHA

1.1 Resumen

Colletotrichum spp. es agente causal de la antracnosis en diversos frutos tropicales, ocasiona
pérdidas del 4 al 50% en postcosecha. El control de la enfermedad es con fungicidas, sin
embargo, en México existe pocos productos autorizados en postcosecha, por lo que el objetivo de
la presente investigacion fue evaluar el efecto del imazalil para el control de Colletotrichum spp.
en postcosecha. El experimento se realiz6 de forma in vitro e in vivo en un disefio factorial (4x6)
en completamente al azar, se evalué el fungicida imazalil (10,100,200,600 mg -L™), tiabendazol
(testigo comercial) y testigo absoluto, en cuatro frutos (aguacate cv. Hass, banano, mango cv.
Manila y papaya cv. Maradol). El resultado de las pruebas in vitro indicaron que imazalil
controla Colletotrichum gloeosporioides y Colletotrichum musae, con una concentracion letal al
50% (CLsp) de 1.54, 1.72, 2.41 y 3.59 en banano, aguacate, mango y papaya respectivamente, la
prueba in vivo el mejor control se obtuvo en banano y el mejor dosis de fungicida fue imazalil a
600 mg-L™" de i.a, en la interaccion de estos factores principales se mostrd un crecimiento del
sintoma de 26 mm y una efectividad de 64%, en caso de papaya tratada a la misma dosis se
tienen un crecimiento del sintoma de 90 mm y una efectividad de 38%, fue superior al testigo
comercial (Tiabendazol) en 29%. Imazalil presentdé un excelente efecto en el control de
Colletotrichum gloeosporioides y Colletotrichum musae en los frutos, sin embargo aun no se

encuentra autorizado su uso en México.
Palabras claves adicionales: Colletotrichum spp., imazalil, CLsp, efectividad
1.2 Abstract

Colletotrichum spp. is the causal agent of anthracnose in various tropical fruits causing losses of
4 to 50% in postharvest. Control of the disease is treated with fungicides, however in Mexico
exist a few authorized products in postharvest, so that the objective of this research was to
evaluate the effect of imazalil in order to the control of Colletotrichum spp. in postharvest. The

experiment was performed in vitro and in vivo in a factorial design (4x6) in completely random,
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we assessed the fungicide imazalil (10,100,200,600 mg-L™), thiabendazole (commercial control)
and absolute control, four fruits (avocado cv. Hass, banana, mango cv. Manila and papaya cv.
Maradol). The result of in vitro tests indicated that imazalil controls Colletotrichum
gloeosporioides and Colletotrichum musae, with a lethal concentration 50% (LCs) of 1.54, 1.72,
2.41 and 3.59 in banana, avocado, mango and papaya respectively. In vivo test the best control
was obtained in bananas and the best dose fungicide was imazalil to 600 mg-L™ a.i., in the
interaction of these factors main showed symptom growth of 26 mm and an effectiveness of
64%, in case of papaya treated with the same dose showed symptom growth of 90 mm and an
effectiveness of 38% was superior to the commercial control (Thiabendazole) in 29%. Imazalil
presented an excellent effect in controlling C. gloeosporioides and C. musae on fruits, though not

yet approved for use in Mexico.
Additional key words: Colletotrichum spp., imazalil, CLs, effectiveness
1.3 Introduccion

El hongo del género Colletotrichum, es un patdgeno de distribucién cosmopolita y con
predominancia en los tropicos y subtrépicos (Xiao et al; 2004). Es el causante de la antracnosis
(YYakoby et al; 2001), se agrupa entre los patdgenos mas importantes en postcosecha (Abang,
2003), debido a la capacidad que tiene de provocar infecciones latentes, la enfermedad se
manifiesta con la presencia de manchas circulares café oscuras y hundidas en el pericarpio
(Prusky et al., 2001).

En frutos de papaya, Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc. causa pelado del
fruto, mancha chocolate y antracnosis (Alvarez y Nishijima, 1987); enfermedades que afectan el
exterior de los frutos y, por lo tanto, originan pérdidas econdmicas (Arauz, 2000). En aguacate
ocasiona pérdidas del 4 al 7% en postcosecha ; y en mango, las pérdidas fluctian de 15 a 50%
(Becerra-Leor, 1995). La antracnosis en banano es causada por Colletotrichum musae (Berk. y
Curt.) v. Arx afecta la calidad de la fruta, por lo que se tienen grandes pérdidas econémicas en
los trépicos (Derbyshire y Shipway, 1978; Jeffries et al., 1990; Okonkwo en al., 1990).

En el pasado, los fungicidas mas utilizados fueron los benzimidazoles como benomil y
tiabendazol (TBZ), pero se ha desarrollado resistencia a estos fungicidas (Griffee, 1973;
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Slabaugh y Grove, 1982; de Lapeyre de ellaire y Dubois, 1997). El fungicida imazalil controla a
Colletotrichum gloeosporioides (Nery-Silva et al., 2001), Colletotrichum acutatum (Garcia y
Mufioz, 2002), Penicillium digitatum y Penicillium italicum (Montesinos et al., 2011) y
Verticilium dahliae (Kurt et al., 2003), por lo que representa una opcién en postcosecha para el
control de antracnosis en frutos. Cuando el control de Colletotrichum spp se rompe, los
inhibidores de la biosintesis de ergesterol (IBE) como imazalil y bitertanol son usados por lo
general alternados con TBZ. (Eckert, 1990; Cox, 1996).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la efectividad bioldgica bajo condiciones in vitro e in
vivo de imazalil para el control de Colletotrichum spp. en aguacate cv Has, mango cv. Manila,

banano y papaya cv. Maradol.
1.4 Materiales y métodos

Origen y purificacion del aislamiento de Colletotrichum spp. Los aislamientos utilizado de
Colletotrichum spp. se obtuvieron de frutos con sintomas tipicos de antracnosis procedentes de la
zona productora de aguacate cv Hass de Michoacan (AghMic4); papaya cv Maradol (Carica
papaya) de Michoacan (PapMic6); Banano (Musa sapientum) de Veracruz (BanVer6) y Mango
(Mangifera indica) cv manila de Guerrero (MnmGro4). Se utilizo la técnica de cultivo
monoconidial en medio solido papa-dextrosa-agar (PDA) (Manandhar et al.,1995). Se realizaron
los postulados de Koch y el aislamiento fue identificado de acuerdo a algunas caracteristicas

morfoldgicas mediante claves taxondmicas de Agrios (2005) y Gutiérrez et al. (2001).

Determinacion de la concentracion letal media (CLsp) in vitro. Se preparo medio de cultivo en
PDA en cajas Petri (discos), con concentraciones de 0.01, 0.1, 1, 5, 10, 50, 100, 200, 400, 600,
800 y 1000 ppm de imazalil, 840 ppm de tiabendazol (producto comercial) y testigo absoluto,
cada tratamiento tuvo cinco repeticiones. Se uso el disefio experimental completamente al azar.
Después de 24 horas se inocularon los hongos, colocando bocados de 5 mm de diametro de PDA
con micelio y conidios en el centro de la caja Petri. Los discos se incubaron a 25 + 2°C y luz
fluorescente continua. Se evaluo el crecimiento de la colonia al medir didmetro polar y
ecuatorial, las evaluaciones se realizaron diariamente durante 8 dias. Con los datos, se calculo la

efectividad de los fungicidas mediante la formula de Abbott (1925). La efectividad se utiliz6 en
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el analisis Probit para el célculo de la CLsp y CL7g, mediante el paquete de analisis estadistico
SAS® System for Windows v9.0

Efectividad biologica de los fungicidas in vivo. Las pruebas de efectividad bioldgica se
realizaron en condiciones de laboratorio en frutos de aguacate cv Hass, banano, mango cv.
Manila y papaya cv Maradol en punto de madures fisiologica. Los frutos se desinfestaron con
hipoclorito de sodio al 3% durante 2 min, posteriormente se secaran y se colocaron en cdmaras
himedas, se realizaron dos heridas de 5 mm de profundidad con una aguja de diseccién estéril
(Gutiérrez, 2003), la inoculacion se realizo con 20uL de una suspension de conidios (1 x
10°conidios/mL) de los aislamientos AghMic4, BanVer6, MnmGro4 y PapMic6 sobre el
respectivo fruto de origen, después de 24 horas se aplicaron los tratamientos por inmersion a
concentraciones de 10, 100, 200 y 600 ppm de imazalil, 840 ppm de tiabendazol y el testigo
absoluto se sumergié solo en agua destilada estéril, una ves que los frutos se secaron fueron
conservados en camara himedas. Cada herida fue una repeticion y cada tratamiento tuvo 6
repeticiones. Después de aplicar los tratamientos, se realizaron las mediciones del didmetro polar
y ecuatorial cada 24 hrs, durante una semana. Los datos fueron sometidos a un andlisis de
varianza y a una prueba de comparacion de medias (Tukey, 0.05) mediante el paquete estadistico
SAS® para Windows (Version 9.0). El disefio experimental fue factorial completamente al azar
con cuatro frutos distintos (aguacate cv Hass, banano, mango cv. Manila y papaya cv Maradol) y
seia tratamientos para el control de la enfermedad (imazalil a 10, 100, 200 y 600 ppm,

tiabendazol a 840 ppm vy el testigo absoluto).
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1.5 Resultados

Se identifico morfoldgicamente que el patdgeno de los aislados PapMic6, MnmGro4 y AghMic4
fue Colletotrichum gloeosporioides y en el aislado BanVer6 el patogeno fue Colletotrichum
musae (Figura 2). Las CLso obtenidas fueron 1.72, 2.41, 2.54 y 5.59 mg-L™, y las CLy fueron
3.20, 6.82, 7.65 y 11.54 mg-L™ de ingrediente activo de imazalil en los aislados AghMic4,

MnmGro4, BanVer6 y PapMic6 respectivamente (Cuadro 1).

Figura 2. 1) Conidios germinados y formacion de apresorios; 2) Colonias de Colletotrichum spp.
de los aislados evaluados; A) Colletotrichum gloeosporioides aislado de papaya cv. Maradol
procedente de Michoacan PapMic6; B) Colletotrichum musae aislado de Banano de Veracruz
BanVer6; C) Colletotrichum gloeosporioides aislado de mango cv. Manila de Guerrero
MnmGro4; D) Colletotrichum gloeosporioides aislado de Aguacate Hass de Michoacan
AghMic4.

En las pruebas de efectividad bioldgica in vivo, el andlisis de varianza y la comparacion de
medias (Tukey, 0.05) detecto diferencia significativa entre tratamientos principales (Cuadro 2),
donde, el banano presento el mejor control de antracnosis y el menor control fue en papaya cv
Maradol. El mejor tratamiento se observa a 600 ppm de imazalil con efectividades de 38, 64, 25
y 46% en papaya cv. Maradol, banano, mango cv. Manila y aguacate cv. Hass respectivamente,
el tratamiento del testigo comercial (Tiabendazol a 840 ppm) muestra efectividades de 9, 61, 22
y 33% en papaya, banano, mango y aguacate respectivamente las cuales presentan diferencia
significativa (Tukey, 0.05) con el tratamiento de imazalil a 600 ppm.
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Cuadro 1. Patégeno causante de la antracnosis en papaya, banano, mango y aguacate, y
concentracion letal 50 y 70 en mg.L™.

Aislado Fruto Lugar de. Patogeno causante Ll‘l
procedencia DLs, DLy

PapMic6  papaya Michoacan Colletotrichum gloeosporioides 3.59 6.54
BanVer6  Banano Veracruz Colletotrichum musae 1.54 3.18
MnmGro4 Mango manila Guerrero Colletotrichum gloeosporioides 241 5.82
AghMic4  Aguacate hass Michoacan Colletotrichum gloeosporioides 1.72 3.20

En las interacciones de tipo de fruto por tratamiento también se obtuvo diferencia significativa,
donde el mejor tratamiento fue en banano sometido a una dosis de 600 ppm de imazalil, el cual
presento un crecimiento del sintoma de 26.37 mm y una efectividad del 64.5%, seguido del
Tiabendazol a 840 ppm en banano con un crecimiento del sintoma de 29.15 y una efectividad de
60.74%. Por otro lado el tratamiento con la menor efectividad fue en papaya a una dosis de 840
ppm de Tiabendazol, donde se obtuvo un crecimiento micelial de 132.15 mm y una efectividad
de 9.08%.

1.6 Discusion

El imazalil es del grupo de los imidazoles, que inhibe la biosintesis de ergosterol, el cual redujo
considerablemente el crecimiento micelial en las pruebas in vitro donde se obtuvo que las que las
concentraciones letales 50% (CLsp) oscilan entre 1.72 a 3.59 mg-L'l, los resultados de las CLsg
son menores en 15 mg-L™ a los reportado por Zavala et al. (2005) para el control de
Colletotrichum gloeosporioides en papaya, también Gutiérrez et al. ( 2003) reporta en cepas de
Colletotrichum gloeosporioides aisladas de mango una CLsy de 11.89 mg-L™* siendo 9.5
unidades mayor a lo obtenido en el presente experimento. Para el control de Colletotrichum
musae aislado de banano la CLs, fue de 1.54 mg-L™ lo cual es similar a lo reportado por Khan et
al. (2001) donde aplicaron tratamientos de imazalil solo y combinado con antioxidantes, la
recomendacion es el uso de ambos, los resultados también coinciden con los reportado por
Johanson y Blazquez (1992) en el control de in vitro de Colletotrichum spp. causante de

pudriciéon de corona en banano.
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En las pruebas in vivo se obtuvo que el tratamiento de 600 mg-L™ de i.a. de imazalil present6
mejor efectividad que a 840 mg-L™* de i.a. de tiabendazol (Cuadro 2), Zavala et al. (2005)
reporto efectividades 71.5% a 600 mg-L™ de imazalil para el control de antracnosis en papaya, lo
cual es mayor en 33% a los resultados obtenidos en la presente investigacion.

Cuadro 2. Efectividad de imazalil para el control de antracnosis en frutos de papaya, banano,
mango y aguacate.

- Concentracién  Crecimiento del Efectividad
Fruto Fungicida 1 ;
mg.L sintoma mm %

Testigo absoluto 0 a 145.34 a -
Imazalil 10 b 112.55 bc 22.56 + 9.18
bapaya a Imazal?l 100 c 104.29 cde 28.25 + 9.27
Imazalil 200 c 96.92 cdef 33.32 + 2.67
Imazalil 600 d 90.04 cdefg 38.05 + 2.14
Tiabendazol 840 C 132.15 ab 9.08 + 3.21

Testigo absoluto 0 74.28 fghij -
Imazalil 10 65.09 hijkl 12.37 + 4.44
Banano d Imazal?l 100 51.71 jklm 30.38 + 2.54
Imazalil 200 49.53 Kklmn 33.32 + 4.04
Imazalil 600 26.37 n 64.50 £ 2.98
Tiabendazol 840 29.15 mn 60.76 + 1.38

Testigo absoluto 0 108.02 cd -
Imazalil 10 95.87 cdefg 11.25 + 2.02
Mango b Imazal?l 100 92.17 cdefg 1468 + 2.19
Imazalil 200 84.99 defgh 21.32 + 1.19
Imazalil 600 81.39 efghi 24.66 + 1.79
Tiabendazol 840 83.98 efgh 22.26 + 8.07

Testigo absoluto 0 80.36 fghi -
Imazalil 10 72.41 ghijk 9.90 + 0.96
Aguacate ¢ Imazal!l 100 59.45 ijkl 26.03 + 2.42
Imazalil 200 49.38 kimn 38.55 + 3.54
Imazalil 600 43.25 Imn 46.18 + 2.42
Tiabendazol 840 53.54 jkI 33.37 + 9.61

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes en cada columna (Tukey, 0.05). Los
tratamientos principales se encuentran en la columna de fruto y fungicidas a sus concentraciones

correspondientes. La interaccion de los factoras es el crecimiento del sintoma en mm.
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En el caso de mango se obtuvo una efectividad de 24% a una dosis de 600 mg-L™ de i.a. de
imazalil, esto nos indica que el patdgeno presenta resistencia al fungicida, ya que la pérdida de
control de una enfermedad es el primer indicativo de adquisicion de resistencia (Brent, 1999),
esto se refuerza con efectividades de 0 y 21% en aislados de mango cv. Haden provenientes de
Sinaloa y Veracruz respectivamente (Gutiérrez et al.; 2003). En banano los resultados coinciden
con Khan et al, (2001), que encontré una efectividad del 58% a una concentracion de 500 mg-L"
! de imazalil, también Johanson y Blazquez (1992) concluye que que poseen un alto grado de
accion protectora que se mantendrd durante el periodo que abarca el almacenamiento y
transporte. En los factores principales se obtuvo que el fruto de banano presentd la efectividad
mas alta esto se lo podemos a tribuir al 3,4-dihidroxibenzaldehido (acido protocatéquico) que se
encuentra presente en la cascara de banano y tiene propiedades fungistaticas contra
Colletotrichum spp. No se encontraron antecedentes de experimentos de Colletotrichum
gloeosporioides aislado de aguacate por los resultados obtenidos en esta investigacion no se

pudieron comparar.

Es importante la implementacién de diferentes estrategias para disminuir el riesgo de induccion
de resistencia, desde una plan de manejo y aplicaciones de fungicidas para control de
enfermedades en campo, como la combinacion o alternacion con fungicidas de contacto (Brent,
1999), hasta el empleo de agentes fisicos (calor, LUV) y bioldgicos (bacterias, levaduras), para
obtener eficiencias de control aceptables (entre 95 y 98%) (Droby, 2000) en postcosecha.

1.7 Conclusiones

In vitro, imazalil obtuvo CLsy de 1.54 a 3.59 esto nos indica que se puede realizar un control
adecuado de la enfermedad antes de la infeccion, In vivo el mejor control se observo en banano
al lograr la mejor efectividad, aunque no deja de ser eficiente para el control de la antracnosis en

aguacate, mango y papaya.
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CAPITULO II. VARIABILIDAD GENETICA DE Colletotrichum spp. AISLADO DE
FRUTOS TROPICALES MEDIANTE EL USO DE MARCADORES
MOLECULARES RAPD

2.1 Resumen

Colletotrichum gloeosporioides, C. musae y C. acutatum presenta una alta variabilidad
morfoldgica, patogénica y genética, lo cual ha sido dificil de evaluar usando los métodos
tradicionales. En los dltimos afios, las técnicas moleculares han facilitado la separacion y
caracterizacion genética. En este trabajo se evalud la diversidad genética de 47 cepas
monosporicas de Colletotrichum spp. causante de antracnosis aislados de 12 frutos tropicales de
10 estados de México. Se evaluaron morfoldégicamente los aislados para su identificacion y se
confirmaron con la secuenciacion del producto de los espaciadores internos transcritos (ITS), la
variabilidad ge netica de determino utilizando las huellas gendmicas producidas por la técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a través del polimorfismo del ADN amplificado al
azar (RAPD) con 10 iniciadores de la serio OPM y OPX, El analisis de agrupamiento UPGMA
muestra grupos que se forman con base a localidades y fruto hospedero. El indice de variabilidad

genética es de 0.3537 el cual es un valor alto, comparado con plantas superiores.

Palabras claves adicionales

Colletotrichum spp., variabilidad genética, RAPD e ITS.
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2.3 Introduccion

El hongo del género Colletotrichum, es un patégeno de distribucién cosmopolita y con
predominancia en los tropicos y subtropicos (Xiao et al; 2004). Entre las diversas enfermedades,
la antracnosis causada es la enfermedad mas grave ampliamente distribuida en todas las regiones
de cultivo de frutales tropicales del mundo (Smooth, 1963 y Ploetz, 1999) y es un obstaculo
importante en la expansion del comercio de exportacion de mango (Jege, 1988). Este patdgeno
afecta tanto a las estructuras vegetativas como las reproductivas, se agrupa entre los patdgenos
mas importantes en postcosecha (Abang, 2003), debido a la capacidad que tiene de provocar
infecciones latentes, la enfermedad se manifiesta con la presencia de manchas circulares café

oscuras y hundidas en el pericarpio (Prusky et al., 2001).

En frutos de papaya, Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc. causa pelado del
fruto, mancha chocolate y antracnosis (Alvarez y Nishijima, 1987); enfermedades que afectan el
exterior de los frutos y, por lo tanto, originan pérdidas econémicas (Arauz, 2000). En aguacate
ocasiona pérdidas del 4 al 7% en postcosecha; y en mango, las pérdidas fluctian de 15 a 50%
(Becerra-Leor, 1995), en pitahaya Takahashi (2008) reporta perdidas del 5%. La antracnosis en
banano es causada por Colletotrichum musae (Berk. y Curt.) v. Arx afecta la calidad de la fruta,
por lo que se tienen grandes pérdidas econdmicas en los tropicos (Derbyshire y Shipway, 1978;
Jeffries et al., 1990; Okonkwo en al., 1990).

Es importante| la extraccion de DNA para su uso en andlisis de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), amplificacién de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP), amplificaciones de ADN al azar (RAPD, APPCR, Construccion DAF), y bibliotecas
gendmicas. Existen metodologias para la extraccion de ADN, Dellaporta et ‘al. (1983); Bahl y
Pfenninger (1996); Porebski et al. (1997) y Doyle y Doyle (1990), que han permitido trabajos en
la caracterizacion molecular (Adato et al., 1995, Lopez-Valenzuela et al., 1997; Ravishankar et
al., 2000), para facilitar la identificacion y caracterizacién de individuos, estimacion de
variabilidad genética, asi como la identificacion de genes de interés agronémico o ecoldgico. Los
marcadores RAPD’s muestran una tendencia mendeliana dominante (Correll y Guerber, 1993) y
se han utilizado con éxito para analizar la diversidad de cepas pertenecientes a una variedad de

especies de Colletotrichum (Kelemu et al., 1999;. Martinez-Culebras et al.,2002; Afanador-
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Kafuri et al., 2003), se uso también para identificar y diferenciar aislamientos de Colletotrichum
graminicola (Ces.) G.W. Wilson, agente causal de la antracnosis en sorgo [Sorghum bicolor (L.)
Moench.] (Guthrie et al., 1992); para identificar Colletotrichum lupini responsable de antracnosis
en chile (Riegel; 2010), en la caracterizacion de aislados de Colletotrichum gloeosporioides,
agente causal de la antracnosis en aguacate (Persea americana Mill.) (Morales et al.; 2009 y
Montero-Tavera et al.; 2010). Con estos antecedentes y debido a los pocos trabajos que existen
con relacion a la variacion genética de Colletotrichum spp. en México, se realizo el presente
trabajo con el objetivo de determinar la variabilidad genética de 47 aislados de Colletotrichum
spp. de 2 flores y 10 fruto diferentes de areas productoras de México, mediante el uso de

polimorfismos del DNA amplificados al azar (RAPD’s).

2.4 Materiales y métodos

Origen y purificacion del aislamiento de Colletotrichum spp. Los aislamiento utilizados de
Colletotrichum spp. fueron obtenidos de frutos de papaya (Carica papaya) cv Maradol;
Carambolo (Averrhoa carambola); Banano (Musa sapientum); Pitahaya (Hylocereus undatus);
Guanabana (Annona muricata); Maracuya (Passiflora edulis); Mango (Mangifera indica) cv
Kent, Manila, Ataulfo, Corriente; Aguacate (Persea americana) cv Fuerte, Hass; Limon
Mexicano (Citrus aurantifolia); Limon Persa (Citrus latifolia); Naranja (Citrus sinensis) y
Granada China (Passiflora ligularis) con sintomas tipicos de antracnosis, recolectados de las
zonas productoras de los estados de Oaxaca, Veracruz, Tabasco, Sinaloa, Nayarit, Guerrero,
Puebla, Chiapas, Michoacan y Colima. Los frutos se procesaron en el laboratorio de
enfermedades de frutos en postcosecha del Colegio de Postgraduados.

Se utilizo la técnica de cultivo monoconidial en medio solido papa-dextrosa-agar (PDA)
(Manandhar et al.,1995). Se realizaron los postulados de Koch y el aislamiento fue identificado
de acuerdo a algunas caracteristicas morfoldgicas mediante claves taxondémicas de Agrios (2005)
y Gutiérrez et al. (2001). Se obtuvieron 47 aislados (Cuadro 5)

Pruebas de agresividad. Se preparo medio de cultivo en PDA en cajas Petri, Después de 24
horas se inoculo el hongo de cada aislamiento, colocando bocados de 5 mm de diametro de PDA

con micelio y conidios en el centro de la caja Petri. Los discos se incubaron a 25 + 2°C y luz
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fluorescente continua. Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones. Se uso un disefio experimental
completamente al azar de 47 aislados de Colletotrichum spp. Se evaluo el crecimiento de la
colonia midiendo didmetro polar y ecuatorial, las evaluaciones se realizaron diariamente durante
8 dias. Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza y a una prueba de comparacion de

medias (Tukey, 0.05) mediante el paquete estadistico SAS® para Windows (Version 9.0).

Pruebas de patogenicidad. Para probar la patogenicidad de cada una de los aislados, se
procedio de la siguiente manera: Frutos en inicio de climaterio, se desinfestaron con hipoclorito
de sodio al 3% durante 2 min, posteriormente se secaron y se colocaron en camaras humedas, se
realizaron dos heridas de 5 mm de profundidad con una aguja de diseccién estéril (Gutiérrez,
2003), la inoculacién se realizé con 20pl de una suspension de conidios (1 x 10°conidios.mL™)
de cada aislado sobre el fruto correspondiente. Cada tratamientos tuvo 6 repeticiones, la unida
experimental fue una herida inoculada. Se uso un disefio experimental completamente al Azar de
42 tratamientos. El diametro ecuatorial y polar de cada una de las lesiones se midio durante 8
dias. Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza y a una prueba de comparacion de

medias (Tukey, 0.05) mediante el paquete estadistico SAS® para Windows (Version 9.0).

Extraccion del DNA genomico de Colletotrichum spp. La extraccion del DNA fue de 47
aislados monospéricas de Colletotrichum spp., el método de extraccion se adecud de acuerdo a
lo descrito por Doyle y Doyle (1990). Se colecté micelio a partir de un cultivo de PDA, con una
semana de crecimiento a temperatura ambiente, después el micelio fue molido con nitrégeno
liquido, se colect6 0.2 g de tejido del hongo en un tubo de microcentrifuga con capacidad de 2
mL, se agregd 1000 uL de buffer de extraccién (CTAB 2%, NaCl 1.4 M, EDTA+2H,0 200 mM,
Tris-HCL 100 mM pH 8.0), la suspensidn se agitd con vortex durante un minuto e incub6 a 65°C
durante 30 min. Después de enfriar la mezcla se agregd 250 uL de KCH3CO; 5 M, se agito6
durante 1 min y centrifug6 a 12 000 rpm durante 5 min a 4°C. Después de recuperar el
sobrenadante, fue extraido con 500 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1; v/v), se agitd 1
min y centrifugé a 12,000 rpm por 5 min a 4°C. Se recuper el sobrenadante y adicioné /3 partes
de isopropanol frio y 100 uL de NaC,H30, 3M pH 4.8, se mezclo suavemente y dejo reposar
durante 12 h a 4 °C. Posteriormente se centrifugd por 5 min a 12,000 rpm a 4 °C y elimind el
sobrenadante, el precipitado fue lavado con 200 ul de etanol al 70% y secado por 5 min a 37°C.
Los acidos nucleicos se resuspendieron en 300 uL agua desionizada estéril, se agregé RNAsa (3
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uL de RNAsa 10 mg/mL) incubandose a 37°C por 60 min, se elimind la RNAsa y las sales, y
finalmente el precipitado se resuspendié en 100 ul de TE 1X. EI ADN obtenido se observo
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (0.2ug/ul); los
resultados observados se documentaron a través de fotografias para posteriormente ser

analizados y la concentracion del ADN se calculé por densidad dptica

Amplificacion por PCR y secuenciacion de 5.8s-ITS del ADNr Los aislados de
Colletotrichum spp. se caracterizaron por analisis de secuencia de nucleotidos. Para esto, las
regiones ITS-5.8s fueron amplificados con los iniciadores universales ITS2 e ITS5. Las
reacciones de PCR se realizaron en volimenes de reaccion de 25uL (Cuadro 3) La amplificacion
se llevo a cabo en un termociclador C1000 Touch (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) con el
siguiente programa: 4 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de 1 min a 95°C, 2 min a52°C y 1 min a
72°C, y por ultimo 10 min a 70°C. Los productos de PCR obtenido se observaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (0.2ug/ul); los resultados
observados se documentaron a través de fotografias para posteriormente ser analizados. La
secuenciacion del ADN se realiz6 con dos iniciadores (ITS2 e ITS5) en ambas direcciones para
asegurarse de que no habia lectura erronea. Los productos de PCR fueron purificados y
secuenciados por el Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental
(LAMBAMA) del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica (IPICYT). La
alineacion y la edicion se llevaron a cabo con el programa BioEdit v 7.0.5 y visualmente
corregido. Las secuencias se compararon contra los que estan disponibles en la base de datos
GenBank.

Analisis con RAPD’s. La reaccién de RAPDs se llevo a cabo usando 10 oligonucle6tidos
decameros de secuencias al azar, comercializados por Sigma Aldrich® (USA). Las cantidades,
concentraciones finales y reactivos para preparar la mezcla de reaccion se presentan en el Cuadro
3. El peso molecular y secuencia de bases de los oligonucle6tidos utilizados se muestran en el
Cuadro 4. Se mezclaron todos los reactivos a las concentraciones indicadas agregando al final el
DNA, el volumen final de la reaccion fue de 25 pl. La amplificacion se llevd a cabo en un
termociclador C1000 Touch (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) con el siguiente programa: 5 min a
95°C, seguido de 45 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 39°C y 1.5 min a 72°C, y por ultimo 7 min
a 72°C. La separacion de productos amplificados, incluyendo un marcador de peso molecular
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conocido (100 bp DNA landder de Invitrogen, 100 bp y 1 bk DNA landder de Fermentas

molecular Biology), se realizo en un gel de agarosa al 1.5%. EI DNA amplificado fue tefiido con

bromuro de etidio (0.5 mg/mL) y se visualiz6 bajo luz ultravioleta; los resultados observados se

documentaron a través de fotografias para posteriormente ser analizados.

Cuadro 3. Compuestos y concentraciones necesarias para efectuar una reaccion de amplificacion

de-1ITS y RAPD’s.

. ITS RAPD's

Compuesto Concentracion Cantidad (ul) Cantidad (uL)
Buffer de reaccién (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KCl) 10X 2.5
MgClI2 50mM 2.0
dNTP’s (adenina, guanina, citocina y timina) 400mM 1.0
Oligonucleétido 2.5 uM 5.0
Master Mix 12.5
DNA gendmico de Colletotrichum spp. 15 pg 2.0 2.0
Taq polimerasa 1.5 unidades 1.0
Primer ITS 2 2.5 uM 1.0
Primer ITS 5 2.5 uM 1.0
Agua 8.5 11.5
TOTAL 25.0 25.0

Cuadro 4. Caracteristicas de los oligonucleétidos (Sigma Aldrich®) usados para determinar la

variabilidad genética de 47 cepas de Colletotrichum gloeosporioides.

Peso molecular

Peso molecular

Iniciador Secuencia (5'a 3') Iniciador Secuencia (5'a 3')
(Mol) (Mol)
OPM-01 GTTGGTGGCT 3090 OPM-06 CTGGGCAACT 3028
OPM-02 ACAACGCCTC 2957 OPM-07 CCGTGACTCA 2988
OPM-03 GGGGGATGAG 3173 OPM-08 TCTGTTCCCC 2930
OPM-04 GGCGGTTGTC 3075 OPX-01 CTGGGCACGA 3053
OPM-05 GGGAACGTGC 3108 OPX-13 ACGGGAGCAA 3086

Analisis de datos. El analisis inicia con la observacion directa de los polimorfismos que se

muestran en la fotografia como un patron de bandas especifico para cada individuo, en el cual,

dichas bandas han sido numeradas en relacion con su migracion en orden ascendente a partir de
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la de mayor peso molecular. Se asume que tales bandas o fragmentos amplificados en diferentes
individuos son idénticos si tienen el mismo peso molecular. La presencia y/o ausencia de cada
banda particular, se le asign6 un valor numérico: 1 para denotar presencia y 0 para ausencia. Las
distancias genéticas se estimaron usando el método de Skroch et al. (1992), el cual es un
coeficiente de apareamiento simple, que es igual a la proporcién de diferencias con respecto al
numero total de bandas comparadas. Con estas distancias se generd una matriz (esta matriz
contenia las distancias entre todos los posibles pares de individuos), la cual se usé para obtener el
dendrograma por el método de promedio aritmético de grupos de pares no ponderados
(UPGMA), usando el programa NTSYSpc 2.2 para Windows. Con estos datos se realizo el
analisis de robustez del dendrograma, mediante la obtencidn del coeficiente de confianza Dice
para cada agrupamiento (nodo); para lo cual, se obtuvieron 1000 muestras de remuestreo con las
cuales se hacen 1000 “réplicas bootstrap” de la matriz de disimilaridad, y con ellas se obtienen
1000 dendrogramas, para posteriormente comparar cada uno de ellos con el dendrograma
elaborado a partir de los datos originales, obteniendo de esta forma el porcentaje de veces que
cada nodo se repitié con el programa Free Tree (Hampl et al., 2001) y la edicion se realizo en le
programa Tree View 1.6.6.

2.5 Resultados

Se identifico morfolégicamente (Figura 2) que los patdgenos aislados corresponden a
Colletotrichum gloeosporioides, C. musae, C. acutatum y C. boninense y fueron confirmados
con la secuenciacion del producto de los espaciadores internos transcritos (ITS) (Figura 4) en
donde se observa que los fragmentos son aproximadamente de 600 pb, con el resultado de ambas
pruebas (Cuadro 5) se tuvo que C. gloeosporioides es el agente causal de la antracnosis de
papaya, carambolo, pitahaya, guanabana, maracuya, mango, aguacate, flor de naranja y granada;
C musae es responsable de la antracnosis en banano; C. acutatum en flor de limén mexicano y

limon persa, y C. boninense de granada china.
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Figura 3. 1) Conidios germinados y formacién de apresorios; 2) Colonias de Colletotrichum spp.
de los aislados evaluados; A) Colletotrichum gloeosporioides aislado de papaya cv. Maradol
procedente de Michoacan PapMic6; B) Colletotrichum musae aislado de Banano de Veracruz
BanVer6; C) Colletotrichum gloeosporioides aislado de mango cv. Manila de Guerrero
MnmGro4; D) Colletotrichum gloeosporioides aislado de Aguacate Hass de Michoacan
AghMic4.

Figura 4. Amplificacion con los iniciadores ITS2 e ITS5 para las muestras Oaxaca (PapOax1);
papaya de Oaxaca (PapOax2); papaya de Tabasco (PapTab3); papaya de Veracruz (PapVer4);
papaya de Guerrero (PapGro5); papaya de Michoacan (PapMic6); carambolo de Veracruz
(CarVerlA); carambolo de Veracruz (CarVerlB); carambolo de Veracruz (CarVerlC);
carambolo de Veracruz (CarVerlD); carambolo de Chiapas (CarChs2); banano de Tabasco
(BanTablA); banano de Tabasco (BanTablB); banano de Tabasco (BanTab2); banano de
Tabasco (BanTab3); banano de Chiapas (BanChs5); banano de Veracruz (BanVer6); banano de
Colima (BanCol7); pitahaya de Veracruz (PitVerl); pitahaya de Veracruz (PitVer2A); pitahaya
de Veracruz (PitVer2B); guanabana de Nayarit (GuaNayl); guanabana de Nayarit (GuaNay2);
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maracuya de Veracruz (MarVerlA) y Marcador de peso molecular 100 bp DNA landder de
Invitrogen (M).

Cuadro 5. Identificacion de los aislados y patdgeno responsable de la antracnosis identificado
morfoldgicamente y confirmado por ITS.

No. Aislado Fruto Lugar de procedencia Patogeno
1 PapOaxl Papaya Oaxaca Colletotrichum gloeosporioides
2 PapOax2 Papaya Oaxaca Colletotrichum gloeosporioides
3 PapTab3 Papaya Tabasco Colletotrichum gloeosporioides
4 PapVer4d Papaya Veracruz Colletotrichum gloeosporioides
5 PapGro5 Papaya Guerrero Colletotrichum gloeosporioides
6 PapMic6 Papaya Michoacdn Colletotrichum gloeosporioides
7 CarVerlA  Carambolo Veracruz Colletotrichum gloeosporioides
8 CarVerlB Carambolo Veracruz Colletotrichum gloeosporioides
9 CarVerlC Carambolo Veracruz Colletotrichum gloeosporioides
10 CarVerlD Carambolo Veracruz Colletotrichum gloeosporioides
11 CarChs2 Carambolo Chiapas Colletotrichum gloeosporioides
12 BanTablA Banano Tabasco Colletotrichum gloeosporioides
13 BanTablB Banano Tabasco Colletotrichum gloeosporioides
14 BanTab2 Banano Tabasco Colletotrichum musae
15 BanTab3 Banano Tabasco Colletotrichum musae
16 BanTab4 Banano Tabasco Colletotrichum musae
17 BanChs5 Banano Chiapas Colletotrichum musae
18 BanVer6 Banano Veracruz Colletotrichum musae
19 BanCol7 Banano Colima Colletotrichum gloeosporioides
20 PitVerl Pitahaya Veracruz Colletotrichum gloeosporioides
21 PitVer2A  Pitahaya Veracruz Colletotrichum gloeosporioides
22 PitVer2B Pitahaya Veracruz Colletotrichum gloeosporioides
23 GuaNayl Guanabana Nayarit Colletotrichum gloeosporioides
24 GuaNay2  Guanabana Nayarit Colletotrichum gloeosporioides
25 MarVerlA Maracuya Veracruz Colletotrichum gloeosporioides
26 MarVerlB Maracuya Veracruz Colletotrichum gloeosporioides
27 MnkGro2B Mango kent Guerrero Colletotrichum gloeosporioides
28 MnkGro2D Mango kent Guerrero Colletotrichum gloeosporioides
29 MnmSin3A Mango manila Sinaloa Colletotrichum gloeosporioides
30 MnmSin3B Mango manila Sinaloa Colletotrichum gloeosporioides
31 MnmSin3C Mango manila Sinaloa Colletotrichum gloeosporioides
32 MnmGro4 Mango manila Guerrero Colletotrichum gloeosporioides
33 MnaGro5 Mango ataulfo Guerrero Colletotrichum gloeosporioides
34 MncVer6  Mango corriente Veracruz Colletotrichum gloeosporioides
35 AgfSinlA  Aguacate fuerte  Sinaloa Colletotrichum gloeosporioides
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Cuadro 5. Continuacion.

No. Aislado Fruto Lugar de procedencia Patogeno
36 AgfSinlB  Aguacate fuerte  Sinaloa Colletotrichum gloeosporioides
37 AgfNay2 Aguacate fuerte  Nayarit Colletotrichum gloeosporioides
38 AghMic3A Aguacate hass Michoacdan Colletotrichum gloeosporioides
39 AghMic3B Aguacate hass Michoacdn Colletotrichum gloeosporioides
40 AghMic4  Aguacate hass Michoacdan Colletotrichum gloeosporioides
41 LimVerl Limén mexicano  Veracruz Colletotrichum acutatum
42 LimCol2 Limén mexicano  Colima Colletotrichum acutatum
43 LipOax3 Limén persa Oaxaca Colletotrichum acutatum
44 NarOax1l Naranja Oaxaca Colletotrichum gloeosporioides
45 NarOax2 Naranja Oaxaca Colletotrichum gloeosporioides
46 GrcPuelB Granada china Puebla Colletotrichum gloeosporioides
47 GrcPuelC Granada china Puebla Colletotrichum boninense

En las pruebas de agresividad el analisis de varianza (Cuadro 6) y la comparacion de medias
(Tukey, 0.05) detecto diferencia significativa entre tratamientos (Cuadro 8), mostrando que el
aislado banano de Veracruz (BanVer6) fue el mas agresivo en crecimiento micelial con una
acumulacién de 349.99 mm, en contraste con el aislado AghMic4 (Aguacate cv. hass procedente
de Michoacéan) en fruto, ya que el valor mas bajo pertenecio al aislado de flor de limén mexicano

de Veracruz (LimVerl) con una media de 165.06 mm.

Cuadro 6. ANOVA de prueba de agresividad.

FV GL SC CM Fc SIG
Tra 46  472,240.97 10,266.11 96.33 *
Error 188 20,034.71 106.57

Total 234 492275.6753

CcV 3.7490

R? 0.9593

*indica que las diferencias de los tratamientos que conforman esa fuente de variacién son
estadisticamente significativas (P < 0.05). NS*indica que las diferencias de los tratamientos que
conforman esa fuente de variacion no son estadisticamente significativas (P < 0.05). FV es la

fuente de variacion, Tra Aislados de Colletotrichum spp., CV coeficiente de variacion, GL
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grados de libertad, SC suma de cuadrado, CM cuadrado medio, Fc valor de f y SIG

significancia.

En las pruebas de patogenicidad también el analisis de varianza (Cuadro 7) y la comparacion de
medias (Tukey, 0.05) detecto diferencia significativa entre tratamientos, se obtuvo una incidencia
del 100%, y la cepa mas patogenica fue el aislado de pitahaya cultivado en Veracruz (Pit Ver2B)
con una acumulacion de crecimiento del sintoma de 206.52 mm, seguido del aislamiento
obtenido de papaya de Oaxaca (PapOax2) y pitahaya de Veracruz) PitVerl con un
acumulamiento de 206.49 y 204.79 mm respectivamente. El aislado con menor patogenicidad

fue el obtenido de Guanabana proveniente de Nayarit (GuaNay2) con un valor de 50.262mm.

Cuadro 7. ANOVA de prueba de patogenisidad.

FV GL SC CM Fc SIG
Tra 41 503,677.76  12,284.82 33.07 *
Error 210 78,015.41 371.50

Total 251  581,693.17

cVv 14.4325

R? 0.8659

*indica que las diferencias de los tratamientos que conforman esa fuente de variacion son
estadisticamente significativas (P < 0.05). NS*indica que las diferencias de los tratamientos que
conforman esa fuente de variacion no son estadisticamente significativas (P < 0.05). FV es la
fuente de variacién, Tra Aislados de Colletotrichum spp., CV coeficiente de variacion, GL
grados de libertad, SC suma de cuadrado, CM cuadrado medio, Fc valor de f y SIG

significancia.

Cuadro 8. Pruebas de agresividad y patégenicidad.

Pruebas Morfoldgicas Pruebas de Patogenicidad

No. Aislado iacié iacié
Media Desw?cnon Media Desw’auon

estandar estandar

1 PapOaxl 251.2169 MN 14.1124 113.9446 HIK 37.5503
2 PapOax2 235.3870 NOPQ 3.5642 206.4983 A 17.6962
3 PapTab3 223.1294 OPQR 9.2366 179.7921 ABCD 15.3094
4 PapVerd 237.7898 NOP 6.3907 178.4206 ABCD 13.0512
5 PapGro5 215.1669 PQR 4.8468 176.7539 ABCDE 9.6076
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Cuadro 8. Continuacion.

Pruebas Morfoldgicas

Pruebas de Patogenicidad

No. Aislado Media Desvi?cién Media Desvifacién
estandar estandar

6 PapMic6 307.0370 CDEFGHI 2.1997 156.2105 BCDEFGH 17.6120

7 CarVerlA 324.3045 ABCD 8.0041 70.7252 KL 6.9589

8 CarVerlB 319.9415 BCDE 12.1149 70.6979 KL 6.6927

9 CarVerlC 319.2470 BCDEF 10.4059 70.0281 KL 7.1555

10 CarVerlD 319.0990 BCDEF 13.0736 67.2167 L 2.4262
11 CarChs2 321.0225 BCDE 1.3754 66.5006 L 4.1198
12 BanTablA 296.8295 EFGHIJK 15.6439 135.9775 DEFGH 15.1595
13 BanTab1lB 293.1675 FGHIJK 12.1037 133.1025 EFGH 14.1993
14 BanTab2 345.3405 AB 3.4196 75.4041 JKL 9.3464
15 BanTab3 315.3819 CDEFG 14.0670 119.5520 GHlJ 26.9149
16 BanTab4 327.9644 ABC 4.6749 136.7500 DEFGH 14.4523
17 BanChs5 317.6725 CDEFG 11.2306 138.1525 CDEFGH 10.1196
18 BanVer6 349.9919 A 10.1852 138.1525 CDEFGH 10.1196
19 BanCol7 280.7444 |JKL 5.3772 72.4458 KL 11.5996
20 PitVerl 298.4435 DEFGHIJK 2.6373 204.7988 A 2.6591
21 PitVer2A 252.8780 MN 19.4863 178.5971 ABCD 26.3575
22 PitVer2B 300.1710 DEFGHU 13.0546 206.5213 A 22.0240
23 GuaNayl 311.4435 CDEFGH 11.9988 54.0529 L 4.8365
24 GuaNay2 274.3169 JKLM 30.1030 50.2629 L 4.9937
25 MarVerlA 323.1840 BCD 7.9823 122.0866 GHI 15.1576
26 MarVerlB 291.4495 GHIIK 8.8108 83.0751 1JKL 9.0921
27 MnkGro2B 305.7045 CDEFGHI 3.7645 181.3758 ABC 27.2986
28 MnkGro2D 286.8594 HIJK 15.1078 173.1446 ABCDEF 24.1030
29 MnmSin3A 259.7138 LMN 14.5028 183.2475 AB 10.0931
30 MnmSin3B 236.2731 NOPQ 13.7360 179.2988 ABCD 36.1540
31 MnmSin3C 219.1069 PQR 1.0632 162.9267 ABCDEFG 23.2250
32 MnmGro4 210.5475 QR 5.5720 160.2454 BCDEFG 18.9899
33 MnaGro5 246.6225 NO 2.4519 172.1013 ABCDEF 34.9723
34 MncVer6 218.4120 PQR 3.3127 149.3259 BCDEFGH 31.7342
35 AgfSinlA 319.4195 BCDEF 7.3338 141.0358 BCDEFGH 24.5171
36 AgfSin1B 311.0970 CDEFGH 3.8703 141.8692 BCDEFGH 24.9138
37 AgfNay2 298.2690 DEFGHIJK 4.2990 149.7875 BCDEFGH 19.4301
38 AghMic3A 257.8130 LMN 7.7532 140.1104 BCDEFGH 13.3667
39 AghMic3B 273.2940 KLM 9.1348 140.6089 BCDEFGH 19.1516
40 AghMic4 205.5131 R 13.1636 131.1383 FGH 27.1641
41 LimVerl 165.0690 S 11.0947 - - -
42 LimCol2 170.0200 S 14.2259 - - -

42



Cuadro 8. Continuacion.

Pruebas Morfoldgicas Pruebas de Patogenicidad

No. Aislado iacié iacid
Media Desw?cmn Media Deswfaaon

estandar estandar

43 LipOax3 248.9288 MNO 8.8712 - - -
44 NarOax1l 255.2519 LMN 1.1338 - - -
45 NarOax2 237.5444 NOP 2.9765 - - -
46 GrcPuelB 306.3270 CDEFGHI 3.2112 83.0751 KL 9.0921
47 GrcPuelC  257.7156 LMN 1.0314 114.0220 HUK 27.1255

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes en cada columna (Tukey, 0.05).

Se probaron doce iniciadores en el genoma de Colletotrichum spp., aislados de diferentes frutos
y colectados en diferentes lugares de México. Las huellas digitales generadas se evaluaron de
acuerdo a la claridad general del patron de bandas y fueron elegidos los iniciadores 10 OPM-01,
OPM-02, OPM-03, OPM-04, OPM-05, OPM-06, OPM-07, OPM-08, OPX-01 y OPX-13 ya que
son fiables y reproducibles, de los cuales se identificaron un total de 198 bandas, también se

detectaron polimorfismos entre los aislamientos seleccionados.
2.6 Discusion

Cada uno de los patrones RAPD obtenidos de los aislamientos de Colletotrichum spp. con los
iniciadores OPM-01, OPM-02, OPM-03 y OPM-05 (Figura 5) muestran una serie de amplicones
importantes que fueron compartidos por grupos de aislamientos, esto es visible en el grupo de los
aislamientos obtenidos de aguacate (AgfSin1A, AgfSinlB, AgfNay2, AghMic3A y AghMic3B),
flores de limon mexicano (LimVerl y LimCol2), flores de limén persa y naranja (LipOax3,
NarOax1l y NarOax2), carambolo (CarVerlA, CarVerlB, CarVerlC y CarVerlD), pitahaya
(PitVerl, PitVer2A y PitVer2B), guanabana (GuaNayl y GuaNay2), y mango manila
(MnmSin3A, MnmSin3B y MnmSin3C), en el caso de los aislados obtenidos de banano se nota
que se divide en dos grupos el primero lo constituye BanTab1lA y BanTablB el segundo grupo
esta constituido por BanTab2, BanTab3, BanTab4, BanChs5 y BanVer6, esto coincide con la
diferencia de especies que son Colletotrichum gloeosporioides y Colletotrichum musae
respectivamente, este comportamiento es similar a los descrito por Gupta et al. (2010) en mango.
Se nota que el patron de los marcadores depende de la especie y del hospedero. Kanchalika et al,
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(2010) sugiere que los marcadores RAPD puede ser una alternativa rapida y fiable para
diferenciar los aislamientos de C. gloeosporioides en su grupo respectivo patogeno, Weeds et al.
(2003) determina que con los polimorfismos identificados se establecen huellas de ADN, usados

para cracterizar razas.
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Figura 5. RAPD huellas digitales obtenido con los iniciadores seleccionados arbitrariamente A)
OPM-01; By C) OPM-02; D y E) OPM-03 y F) OPM-05.
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El analisis de medias (Tukey, 0.05) de los estudios de agresividad y patogenicidad se observo la
formacion de grupos de acuerdo al hospedero y especie de Colletotrichum spp., con esto se
muestra un comportamiento homogéneo similar al descrito en el andlisis de RAPD
anteriormente, la patogenicidad que se presenta in vitro e in vivo es diferente pero no pierde la
agrupacion, la patogenicidad fue una de las caracteristica que se usaron para la determinacion de
variabilidad en Colletotrichum gloeosporioides patogeno en agucate (Montero et al., 2010),
también Casarrubias et al. (2003) encontraron diversidad patogénica entre aislados de C.
gloeosporioides de fruto de papaya procedentes de Veracruz, Chiapas y Campeche, de la misma
manera Yy propusieron que esta caracteristica se puede correlacionar con grupos obtenidos en un

dendrograma, realizado con datos de marcadores moleculares RAPD.

El dendograma obtenido del analisis de agrupamiento UPGMA (Figura 6) muestra al separacién
en dos grandes grupos | y Il en el primer grupo se encuentran los aislados obtenidos de papaya,
carambolo y banano, en el segundo grupo encontramos los aislados obtenidos de mango,
piyahaya, guandbana, naranja, limén, maracuya y aguacate, estos grupos tiene una similitud del
30%, después se observan 5 grupos en los cuales la similitud se encuentra entre 35y 49% y por
ultimo encontramos 9 grupos pequefios (A, B, C, D, E, F, G, H e 1) de los cuales su valor de
similitud se encuentra entre 39 y 90%.donde se observa que la agrupacion es por la especie de
Colletotrichum sp. y el fruto de donde se obtuvo el aislamiento, También se obtuvo agrupaciones
especificas por el lugar de procedencia del fruto y la variedad, considerando que la especie es la

misma.

En el caso de los aislamientos obtenidos de banano el patégeno causante es C. gloeosporioides y
C. musae, en el dendograma se define claramente la agrupacion por especie con una similitud de
45%, en el caso de la similitud de cada especie es de 30 a 78% y de 70 a 82% para C.
gloeosporioides y C. musae respectivamente, los resultados coinciden con los reportados por
Zakaria et al. (2009) en e caso de C. musae. En el caso de los aislamientos obtenidos de citricos
(limén mexicano, limén persa y naranja) presentan un comportamiento similar al descrito
anteriormente. Cuatro de los cinco aislamientos de aguacate presentan una similitud de 63 a 87%
y el aislamiento AghMic4 presenta una similitud del 30% en comparacion al resto y coincide con
el analisis de agresividad, lo cual nos da un valor de variabilidad genetica de 0.5093 que es un
valor muy alto partiendo los trabajos desarrollados en Michoacan que arrojan un valor de 0.4101
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(Morales et al., 2009) y 0.344 (Montero et al., 2010). El indice de variabilidad genética es de
0.3537 el cual es un valor alto, comparado con plantas superiores como el tomate de cascara
silvestre que tiene un indice de 0.3828 y maiz criollo con un valor de 0.3500 (Montero et
al.,1998), también coincide con lo reportado por Braithawaite (1990) y Hodson (1993) mediante
el analisis del ADN ribosoma, mitocondrial y nuclear usando la técnica de RFLP en aislamientos
de C. gloeosporioides de diferente hospedante. Esta variabilidad genética tan amplia puede ser
debida a la gran patogenicidad y al amplio rango de hospedantes del patégeno observado en la

naturaleza.

Las poblaciones de Colletotrichum son muy variables genéticamente, la transferencia
intergenérica de genes ribosomicos reportada por Xie et al. (2008) es una posible fuente de
variabilidad genética, otra forma es el intercambio de material genético por la diseminacién
(esporas) de Colletotrichum spp. Los resultados proporcionan un conocimiento basico de la
estructura de la poblacion y la diversidad genética de Colletotrichum spp. asociado con la
antracnosis de los diferentes cultivares, el desarrollo de huellas genéticas ayudan a desarrollar
métodos eficaces de identificacién para el control de la enfermedad por medios quimicos
bioldgicos, e inclusive genéticos (cultivares resistentes). La estructura de la poblacion y la
diversidad genética de un patdgeno puede afectar a la capacidad del patdgeno para evolucionar

en respuesta a estas medidas de control (Abang.,2003).

2.7 Conclusiones

Las relaciones genéticas que se establecen entre las diferentes aislados mosporicos estan

influenciadas por el fruto hospedero, por la region de origen y por los sintomas que producen.

La variabilidad genética es muy amplia, lo cual se refleja en el alto valor del indice de
variabilidad genética obtenido.

Se concluye que Colletotrichum spp. es un hongo genéticamente variable.
Los iniciadores OPM-01, OPM-02, OPM-03 y OPM-05 son los més eficientes para caracterizar

las poblaciones de Colletotrichum spp.
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3. ANEXOS

3.1 Pruebas morfologicas.

3.2 Pruebas de efectividad bioldgica de imazalil en el control de Colletotrichum spp. in

vitro

MAGNATE

120 -

y =32.15In(x) + 3
2

100 -

== MAGNATE

—— Logaritmica (MAGNATE)
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20 A

0 T T T T T T T T T T T 1
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Figura 7. Curva de tendencia para el calculo de dosis letal en la prueba de efectividad bilogica de
imazalil in vitro.

Cuadro 9. Patégeno causante de la antracnosis en papaya, banano, mango y aguacate, y
concentracion letal 50 y 70 en mg.L-1 en experimento in vitro.

-1
Lugar de Patogeno causante mg.L

Aislado Fruto . . TYLE
procedencia DLsg DLy
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PapMic6
BanVer6
MnmGro4
AghMic4

Papaya Michoacan
Banano Veracruz
Mango manila Guerrero
Aguacate hass Michoacén

Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum musae

Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloeosporioides

3.59
1.54
241
1.72

6.54
3.18
5.82
3.20

Magnate

50 ppm

Tecto 60 Magnate
840 ppm 0.01 ppm

Magnate
100 ppm

Figura 8. Resultados de prueba de efectividad bioldgica in vitro, en Magnate.
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3.3 Pruebas de efectividad biologica de imazalil en el control de Colletotrichum spp. in

Vivo

3.3.1 Programacion en SAS ® de ANOVA y comparacion de medias (Tukey, 0.05) y

resultados

DATA F2CA;

DO F=1 TO 4;
DO D=1 TO 6;
DO R=1 TO 6;
COFD=10*F+D;

INPUT Y@QQ@;

OUTPUT;

END;

END;

END;

CARDS;
129.97 153.73
94.78 70.01
81.60 126.74
99.87 103.77
96.97 97.14
144.04 131.34
68.63 79.74
64.46 69.19
46.44 50.97
46.77 50.32
23.78 26.11
30.62 28.30
135.02 99.94
90.86 91.19
99.88 88.83
82.75 87.29
74.02 84.99
96.39 68.32
92.24 80.49
74.11 73.15
59.86 55.61
50.95 53.10
43.66 39.04

62 37.65

72.

PROC PRINT;

PROC UNIVARIATE

BY F D;

VAR

Y;

PROC ANOVA;
CLASS F D;
MODEL Y= F D F*D;
MEANS F D /TUKEY;
PROC ANOVA;

CLASS COFD;

MODEL Y=COFD;
MEANS COFD/TUKEY;

NORMAL;

156.30
139.90
68.
94.
91.
130.55
.59
54.
50.
49.
20.
30.
90.
97.
88.
- 2%
.76
64.
82.
.26
56.
.40
44 .
32.

71

83
81

71

52

00
54
33

43
48
07
84
13
20
97
69

67

97

93

46
01

139.64
131.87

92.
82.
83.

67
39
66

119.26

75.
.74
54.
54.
33.
31.

65

41

64
92
82
67

124.44

94.
87.
86.
83.

35
46
97
23

102.57

82

73.
58.
> N2
47.
60.

44

.27

90
68

19
07

142
129
129
101
88.
126
74.
74.
50.
56.
25
28.
88
100
94.
87.
81.
100
77.
71
66.
54.
47.
59.

.75
.93
.13
LT
11
.13
48
04
45
36

.29

17

.27

.06
37
62
06
.01
16

.74

75
91
06
78

149.67
108.84
127.59

99.
83.

17
01

141.57

75.
62.
.28
39.
.39

57

28

25.

82
67

74

99

110.29
100.79

93
82.
229
71.
67.
.28
58.
.20
38.
59.

83

70

40

78
02

91
04

84

12
14
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RUN;

SALIDA EN SAS

Sistema SAS 18:51 Thursday, February 24, 2012 1
Obs F D R COFD Y

1 1 1 1 11 129.97

2 1 1 2 11 153.73

3 1 1 3 11 156.30

4 1 1 4 11 139.64

5 1 1 5 11 142.75

6 1 1 6 11 149.67

7 1 2 1 12 94.78

8 1 2 2 12 70.01

9 1 2 3 12 139.90
10 1 2 4 12 131.87
11 1 2 5 12 129.93
12 1 2 6 12 108.84
13 1 3 1 13 81.60
14 1 3 2 13 126.74
15 1 3 3 13 68.00
16 1 3 4 13 92.67
17 1 3 5 13 129.13
18 1 3 6 13 127.59
19 1 4 1 14 99.87
20 1 4 2 14 103.77
21 1 4 3 14 94.54
22 1 4 4 14 82.39
23 1 4 5 14 101.77
24 1 4 6 14 99.17
25 1 5 1 15 96.97
26 1 5 2 15 97.14
27 1 5 3 15 91.33
28 1 5 4 15 83.66
29 1 5 5 15 88.11
30 1 5 6 15 83.01
31 1 6 1 16 144.04
32 1 6 2 16 131.34
33 1 6 3 16 130.55
34 1 6 4 16 119.26
35 1 6 5 16 126.13
36 1 6 6 16 141.57
37 2 1 1 21 68.63
38 2 1 2 21 79.74
39 2 1 3 21 71.59
40 2 1 4 21 75.41
41 2 1 5 21 74.48
42 2 1 6 21 75.82
43 2 2 1 22 64.46
44 2 2 2 22 69.19
45 2 2 3 22 54.43
46 2 2 4 22 65.74
47 2 2 5 22 74.04
48 2 2 6 22 62.67
49 2 3 1 23 46.44



Obs

50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98

-

WWWWWwWwwWwWwwuwwwwwwwwwwwwwwwwWwWwNNNNNNNNNNNNNMNNNNNNNNNODNDN

lw)

VUV AP EAERMDMNPWWWWWWNNNMNNMNNNRRRPRPRPROOCOCDCOOODODVIVTITUVIVIUVUUAEDDDIEDDWWWWW

Sistema SAS

R

NRPOUDRARWNROUUDRDWNROIOCUPDPDWNROUDWNROUPDWNROCUDWNROUUDWNROOCUVUDWN

COFD

23
23
23
23
23
24
24
24
24
24

18:51 Thursday, February 24, 2012

Y

50.
50.
54.
50.
57.
46.
50.
49.
54.
56.
39.
23.
26.
20.
33.
25.
28.
30.
28.
30.
31.
28.
25.
135.
99.
90.
124.
88.
11e.
90.
91.
97.
94.
100.
100.
99.
88.
88.
87.
94.
93.
82.
87.
83.
.97
87.
82.
74.
84.

97
48
64
45
28
77
32
o7
92
36
74
78
11
84
82
29
39
62
30
13
67
17
99
02
94
20
44
27
29
86
19
97
35
06
79
88
83
69
46
37
78
75
29
29

62
02
02
99

2
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Obs

99
100
lo1l
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144

-

PP EAALEAPLPDPDDDDDEPEALALLPLDPDDDDDALAALDLDDDDARAALARLAPWWWWWWWWWW

lw)

o000 VUVTUVTUVUVUVUEAEDRDRDRERERDRNWWWWWWNNNNNMNNRRREPRPRRPRRPRPOOOOOOOUVIUVIUVWUV

Sistema SAS

R

OV, WNROUUPDWNROIOCUVUPDWNROUDRDWNROOCUPDWNROCUDWNROUUDWNEROUVDAW

COFD

35
35
35
35
36
36
36
36
36
36
41
41
41
41
41
41
42
42
42
42
42
42
43
43
43
43
43
43
a4
a4
a4
a4
a4
44
45
45
45
45
45
45
46
46
46
46
46
46

18:51 Thursday, February 24, 2012

Y

81.
83.
81.
83.
96.
68.
64.
102.
100.
71.
92.
80.
82.
82.
77.
67.
74.
73.
71.
73.
71.
70.
59.
55.
56.
58.
66.
58.
50.
53.
52.
44.
54.
40.
43.
39.
44.
47.
47.
38.
72.
37.
32.
60.
59.
59.

76
23
06
29
39
32
67
57
o1
91
24
49
97
27
16
04
11
15
26
90
74
28
86
61
93
68
75
84
95
10
40
72
91
20
66
o4
46
19
06
12
62
65
o1
o7
78
14

3
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Sistema SAS 18:51 Thursday, February 24, 2012
Procedimiento ANOVA

Informacidon del nivel de clase

Clase Niveles Valores
F 4 1234
D 6 123456
Numero de observaciones 144
Sistema SAS 18:51 Thursday, February 24, 2012

Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Y

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 23 126650.4770 5506.5425 44.83 <.0001
Error 120 14738.4889 122.8207
Total correcto 143 141388.9659
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.895759 14.13102 11.08245 78.42639

Cuadrado de

Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F
F 3 93171.56145 31057.18715 252.87 <.0001
D 5 24824 .30422 4964 .86084 40.42 <.0001

F*D 15 8654.61135 576.97409 4.70 <.0001



Sistema SAS 18:51 Thursday, February 24, 2012 6
Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene
un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 120
Error de cuadrado medio 122.8207
Valor critico del rango estudentizado 3.68460
Diferencia significativa minima 6.8057

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N F
A 113.548 36 1
B 91.071 36 3
C 59.732 36 4
D 49.354 36 2
Sistema SAS 18:51 Thursday, February 24, 2012 7

Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene
un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 120
Error de cuadrado medio 122.8207
Valor critico del rango estudentizado 4.09599
Diferencia significativa minima 9.2659

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N D
A 102.003 24 1
B 86.480 24 2
C 76.903 24 3
C
« 74.705 24 6
«
« 70.205 24 4
D 60.264 24 5
Sistema SAS 18:51 Thursday, February 24, 2012 8

Procedimiento ANOVA
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Clase Niveles Valores

COFD 24

Variable dependiente: Y

Fuente
Modelo
Error

Total correcto

R-cuadrado

0.895759

Fuente

COFD

Informacidon del nivel de clase

Numero de observaciones

Sistema SAS

Procedimiento ANOVA

11 12 13 14 15 16 21 22 23 24 25 26 31 32 33 34 35 36 41 42 43 44 45 46

144

18:51 Thursday, February 24, 2012

Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
23 126650.4770 5506.5425 44.83 <.0001
120 14738.4889 122.8207
143 141388.9659
Coef Var Raiz MSE Y Media
14.13102 11.08245 78.42639
Cuadrado de
DF Anova SS la media F-Valor Pr > F
23 126650.4770 5506.5425 44 .83 <.0001

9
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Sistema SAS

Procedimiento ANOVA

18:51 Thursday, February 24, 2012 10

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene
un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa

Error de grados de libertad

Error de cuadrado medio

0.05
120
122.8207

Valor critico del rango estudentizado 5.26617
Diferencia significativa minima

23.826

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

[a 0l NnNa N Na oo N NaNaNaNa N NN

-

Tukey Agrupamiento

W W @

lvllvBvivivivivivivivlvlelvl

HHHKMHHKHHH H

b e e e e e e e e e e B M

~ R

A
A
A

sNeNaNaNaNeoNaNsNeNaNaNaNe!

I I I I I I I I I I I I T

mmmmmmmMmmMmmMmmMmTImTmimmm

gaua g aag

Media

145.

132.

112.

108.

104.

96.

95.

92.

90.

84.

83.

81.

80.

74.

72.

65.

343

148

555

027

288

918

870

168

037

990

978

392

362

278

407

088

N COFD
6 11
6 16
6 12
6 31
6 13
6 14
6 32
6 33
6 15
6 34
6 36
6 35
6 41
6 21
6 42
6 22
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Sistema SAS

Procedimiento ANOVA

18:51 Thursday, February 24, 2012 11

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

rmrrrrrr-rHrHrH~rH -

Tukey Agrupamiento

I
I

zZ2zZ2zzZzzZzzzz2z=22

ARARARARARARARARARARARARRAR

TEEEZEETETEXZEXEZX

LSS I G [ G Ry G [ S R SN |

Media

59.445

53.

51.

49,

49.

43.

29.

26.

545

710

530

380

255

147

372

N  COFD
6 43
6 46
6 23
6 24
6 44
6 45
6 26
6 25
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Figura 9. Prueba de efectividad biolégica de imazalil in vivo.

Cuadro 10. Concentracion letal 50, 70 y 90 en mg.L-1 de imazalil, para el control de antracnosis
en papaya, banano, mango y aguacate.

Fruto R? CLso Clyo Clgo
Papaya 0.8348 1,058.89 1,913.59 2,768.29
Platano 0.9585 409.81 655.21 900.60
Mango 0.8058 1,744.83 2,692.70 3,640.57
Aguacate 0.7429 605.45 986.40 1,367.35
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3.4 Programacion en SAS ® de ANOVA y comparacion de medias (Tukey, 0.05) y

resultados
3.4.1 Pruebas de agresividad
DATA CRECA;
DO TRA=1 TO 47;
DO R=1 TO 5;
INPUT YQ@;
OUTPUT;
END;
END;
CARDS;
255.2525 257.715 227.475 264.425 251.216875
236.14 234.795 241.1 232.4 232.5
238.5625 214.9475 221.7225 217.285 223.129375
244.955 234.0165 229.6975 243.4 236.88
222.9525 209.74 214.735 213.24 215.166875
306.695 304.785 307.0275 310.66 306.0175
314.3975 319.905 325.32 325.98 335.92
318.13 333.4825 329.1025 302.485 316.5075
327.4025 308.695 315.0075 312.19 332.94
328.3625 316.2 298.0325 322.115 330.785
319.6975 319.675 321.77 321.095 322.875
285.5425 287.46 284.3725 307.895 318.8775
311.17 284.8775 280.17 297.88 291.74
344.065 348.7375 347.9525 345.765 340.1825
338.9625 312.435 307.7025 302.4275 315.381875
320.6375 333.125 327.505 330.59 327.964375
307.23 314.6125 336.5675 312.28 317.6725
347.05 334.66 360.59 357.6675 349.991875
278.2575 275.315 289.635 279.77 280.744375
296.9225 295.255 300.885 297.7325 301.4225
279.52 232.1775 243.0375 243.0775 266.5775
300.9375 312.5275 278.1225 303.5275 305.74
292.235 315.7775 324.715 309.93 314.56
310.5875 297.5325 243.895 245.2525 274.316875
331.33 326.1875 313.1075 316.4275 328.8675
298.85 301.075 281.055 292.2 284.0675
299.95 307.8375 310.005 305.75 304.98
309.8825 289.88 278  269.675 286.859375
270.75 236.52 258.455 273.13 259.71375
245.0575 221.445 224.4725 254.1175 236.273125
218.14 220.2125 220.1225 217.9525 219.106875
207.495 205.795 208.89 220.01 210.5475
245.365 250.8525 244.8575 245.415 246.6225
220.72 215.165 222.215 214.805 219.155
328.3275 309.31 316.6 318.4675 324.3925
311.71 313.4625 306.9475 315.9275 307.4375
292.75 300.385 302.525 301.045 294.64
265.05 250.14 253.73 252.92 267.225
274.135 284.65 267.09 261.705 278.89
200.115 197.5 228.185 196.2525 205.513125
147.47 161.695 169.45 170.68 176.05
195.33 165.615 163.68 164.01 161.465
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245.6925 255.
255.51 256.
237.435 235.
302.48 304.

256.2675 259.

PROC PRINT;

PROC ANOVA;
CLASS TRA;

MODEL Y=TRA;
MEANS TRA;

MEANS TRA/TUKEY;
RUN;

2225
82
2975
525
1825

235.
255.
.4375
309.
257.

242

9975
0275

1125
76

258.
253.
235.
310.
257.

8025
65
0075
14
6525

248.
255.
237.
305.
257.

92875
251875
544375
3775
715625
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Sistema SAS

TRA
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R

PAWNRUDMNWNRUDNMWNRUDNMNWNRUDNMNWNRUDNMWNRUDNMNWNRUDNMNWNRUDNMWNRUDNWNER

255.
257.
227.
264.
251.
236.
234.
241.
232.
232.
238.
214.
221.
217.
223.
244,
234,
229.
243.
236.
222.
209.
214.
213.
215.
306.
304.
307.
310.
306.
314.
319.
325.
325.
335.
318.
333.
329.
302.
316.
327.
308.
315.
312.
332.
328.
316.
298.
322.

22:45 Saturday, May 19, 2012

253
715
475
425
217
140
795
100
400
500
563
948
723
285
129
955
017
698
400
880
953
740
735
240
167
695
785
028
660
018
398
905
320
980
920
130
483
103
485
508
403
695
008
190
940
363
200
033
115

1
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50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98

Sistema SAS

TRA

10
11
11
11
11
11
12
12
12
12
12
13
13
13
13
13
14
14
14
14
14
15
15
15
15
15
16
16
16
16
16
17
17
17
17
17
18
18
18
18
18
19
19
19
19
19
20
20
20

R

WNRUBRMWNRUBDMWNRUDMWNRUDNMWNRUDNMWNRUDMWNRUDNMNWNRUDNMNWNRUOUDNWNEREU

330.
319.
319.
321.
321.
322.
285.
287.
284.
307.
318.
311.
284.
280.
297.
291.
344.
348.
347.
345.
340.
338.
312.
307.
302.
315.
320.
333.
327.
330.
327.
307.
314.
336.
312.
317.
347.
334.
360.
357.
349.
278.
275.
289.
279.
280.
296.
295.
300.

22:45 Saturday, May 19, 2012

785
698
675
770
095
875
543
460
373
895
878
170
878
170
880
740
065
738
953
765
183
963
435
703
428
382
638
125
505
590
964
230
613
568
280
673
050
660
590
668
992
258
315
635
770
744
923
255
885

2
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99
100
1ol
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147

Sistema SAS

TRA

20
20
21
21
21
21
21
22
22
22
22
22
23
23
23
23
23
24
24
24
24
24
25
25
25
25
25
26
26
26
26
26
27
27
27
27
27
28
28
28
28
28
29
29
29
29
29
30
30

R

NRFUBMWNRUBMWNRUDMWNRUDMWNRUDMWNRUBMWNRUDNWNRUDMNWNRUOUDWNDRE VN

297.
301.
279.
232.
243.
243.
266.
300.
312.
278.
303.
305.
292.
315.
324.
309.
314.
310.
297.
243.
245.
274.
331.
326.
313.
316.
328.
298.
301.
281.
292.
284.
299.
307.
310.
305.
304.
309.
289.
278.
269.
286.
270.
236.
258.
273.
259.
245.
221.

22:45 Saturday, May 19, 2012

733
423
520
178
038
078
578
938
528
123
528
740
235
778
715
930
560
588
533
895
253
317
330
188
108
428
868
850
075
055
200
068
950
838
005
750
980
883
880
000
675
859
750
520
455
130
714
058
445

3
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148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196

Sistema SAS

TRA

30
30
30
31
31
31
31
31
32
32
32
32
32
33
33
33
33
33
34
34
34
34

R

RPUDWNRUDNWNRUDMDWNRUDMWNRUDMWNRUDMNWNRUDMWNRUDMWNRUDMWNRUUDAW

224.
254.
236.
218.
220.
220.
217.
219.
207.
205.
208.
220.
210.
245.
250.
244,
245.
246.
220.
215.
222.
214.
219.
328.
309.
316.
318.
324.
311.
313.
306.
315.
307.
292.
300.
302.
301.
294.
265.
250.
253.
252.
267.
274.
284.
267.
261.
278.
200.

22:45 Saturday, May 19, 2012

473
118
273
140
213
123
953
107
495
795
890
o10
548
365
853
858
415
623
720
165
215
805
155
328
310
600
468
393
710
463
948
928
438
750
385
525
045
640
050
140
730
920
225
135
650
090
705
890
115

4
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197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235

Sistema SAS

TRA

40
40
40
40
41
41
41
41
41
42
42
42
42
42
43
43
43
43
43
44
44
44
44
44
45
45
45
45
45
46
46
46
46
46
47
47
47
47
47

R

VP WNPRPURWNRPRPURMWNMNRPURAWNRUDMNWNRPUDWNMRERPUDMWNERERUDWN

197.
228.
196.
205.
147.
161.
169.
170.
176.
195.
165.
163.
164.
161.
245.
255.
235.
258.
248.
255.
256.
255.
253.
255.
237.
235.
242.
235.
237.
302.
304.
309.
310.
305.
256.
259.
257.
257.
257.

22:45 Saturday, May 19, 2012

500
185
253
513
470
695
450
680
050
330
615
680
o10
465
693
223
998
803
929
510
820
028
650
252
435
298
438
008
544
480
525
113
140
378
268
183
760
653
716

5
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Sistema SAS 22:45 Saturday, May 19, 2012 6
Procedimiento ANOVA
Informacién del nivel de clase
Clase Niveles Valores
TRA 47 1234567891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47

Numero de observaciones 235

Sistema SAS 22:45 Saturday, May 19, 2012 7
Procedimiento ANOVA

Variable dependiente: Y

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 46 472240.9674 10266.1080 96.33 <.0001
Error 188 20034.7080 106.5676
Total correcto 234 492275.6753
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.959302 3.748996 10.32316 275.3579

Cuadrado de
Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr > F

TRA 46 472240.9674 10266.1080 96.33 <.0001



Sistema SAS 22:45 Saturday, May 19, 2012 8

Procedimiento ANOVA

Nivel de = —------------- Yommmmmmo -
TRA N Media Dev std
1 5 251.216875 14.1124333
2 5 235.387000 3.5641542
3 5 223.129375 9.2366179
4 5 237.789800 6.3907215
5 5 215.166875 4.8468106
6 5 307.037000 2.1996629
7 5 324.304500 8.0041025
8 5 319.941500 12.1149276
9 5 319.247000 10.4058847
10 5 319.099000 13.0735698
11 5 321.022500 1.3754227
12 5 296.829500 15.6438514
13 5 293.167500 12.1036619
14 5 345.340500 3.4195839
15 5 315.381875 14.0669700
16 5 327.964375 4.6749353
17 5 317.672500 11.2306443
18 5 349.991875 10.1852405
19 5 280.744375 5.3771572
20 5 298.443500 2.6372740
21 5 252.878000 19.4863311
22 5 300.171000 13.0545664
23 5 311.443500 11.9988124
24 5 274.316875 30.1029561
25 5 323.184000 7.9822717
26 5 291.449500 8.8107953
27 5 305.704500 3.7644797
28 5 286.859375 15.1077772
29 5 259.713750 14.5028365
30 5 236.273125 13.7360384
31 5 219.106875 1.0631709
32 5 210.547500 5.5720334
33 5 246.622500 2.4519119
34 5 218.412000 3.3126719
35 5 319.419500 7.3338439
36 5 311.097000 3.8702513
37 5 298.269000 4.,2990165
38 5 257.813000 7.7531797
39 5 273.294000 9.1347656
40 5 205.513125 13.1636148
41 5 165.069000 11.0946780
42 5 170.020000 14.2258906
43 5 248.928750 8.8712002
44 5 255.251875 1.1337981
45 5 237.544375 2.9765255
46 5 306.327000 3.2111580
47 5 257.715625 1.0313513



Sistema SAS 22:45 Saturday, May 19, 2012 10
Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene
un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 188
Error de cuadrado medio 106.5676
Valor critico del rango estudentizado 5.70330
Diferencia significativa minima 26.33

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRA
A 349.992 5 18
A
B A 345.341 5 14
B A
B A C 327.964 5 16
B A C
B D A C 324.305 5 7
B D C
B D C 323.184 5 25
B D C
B D E C 321.023 5 11
B D E C
B D E C 319.942 5 8
B D E C
F B D E C 319.420 5 35
F B D E C
F B D E C 319.247 5 9
F B D E C
F B D E C 319.099 5 10
F D E C
F G D E C 317.673 5 17
F G D E C
F G D E « 315.382 5 15
F G D E C
F G D E C H 311.444 5 23
F G D E C H
F G D E C H 311.097 5 36
F G D E C H
F G D E I C H 307.037 5 6
F G D E I C H
F G D E I C H 306.327 5 46



Sistema SAS 22:45 Saturday, May 19, 2012 11
Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRA
F G D E I C H
F G D E I C H 305.705 5 27
F G D E I H
F G D E I J H 300.171 5 22
F G D E I J H
F G D K E I J H 298.444 5 20
F G D K E I J H
F G D K E I J H 298.269 5 37
F G K E I J H
F G K E I J H 296.830 5 12
F G K I J H
F G K I J H 293.168 5 13
G K I J H
G K I J H 291.450 5 26
K I J H
K I J H 286.859 5 28
K I J
K L I J 280.744 5 19
K L J
M K L J 274.317 5 24
M K L
M K L 273.294 5 39
M L
M L N 259.714 5 29
M L N
M L N 257.813 5 38
M L N
M L N 257.716 5 47
M L N
M L N 255.252 5 44
M N
M N 252.878 5 21
M N
M N 251.217 5 1
M N
M 0 N 248.929 5 43
0 N
0 N 246.623 5 33
0 N
P 0 N 237.790 5 4
P 0 N
P 0 N 237.544 5 45



Sistema SAS 22:45 Saturday, May 19, 2012 12
Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRA
P 0 N
P Q 0] N 236.273 5 30
P Q 0] N
P Q 0] N 235.387 5 2
P Q 0
P Q 0 R 223.129 5 3
P Q R
P Q R 219.107 5 31
P Q R
P Q R 218.412 5 34
P Q R
P Q R 215.167 5 5
Q R
Q R 210.548 5 32
R
R 205.513 5 40
S 170.020 5 42
S

S 165.069 5 41



3.4.2 Pruebas de patogenicidad

DATA PATOG;
DO TRA=1 TO 42;

DO R=1 TO 6;

INPUT YQ@@;
OUTPUT;
END;
END;
CARDS;
76.935

222
168
185
174
176

.42
.895
.75
.25
.025

72.3175
63.2125
73.2125
65.2125
69.2125

114
114

.3675
.3675

68.1175

114
114
148
148

.3675
.3675
.8775
.8775

68.1175

199
195
203

.9225
.9925
.3225

54.7325

46.67 54.

103

.684

80.006

185

147.
171.
215.
188.
140.

211

136.

112

112.
162.
153,
128.
104.

.235
805
045
04
4625
9475
.285
648
.5025
5025
4975
4725
4275
76

80.006

121

’

.6985

77

111
182
156
163.
163.
179.

.6375
.2375
.26

185
185
1355

70.3175

70.36375
69.36375
66.36375
67.36375

126.
125.

105
105

76.1525

128.
145.
145.
145.

105
53
1025
1025

58.4025

205.
149.
217.

52.46 59.

4625
18
7025

44,625

104.

3255

79.616

134.
189.
182.
165.
172
151.
197.
115.
114
114.
169.
141.
115.
122.

4075
4425
9725
6925

.0725

1225
3175
075

.195

195

0175
9375
1025
0325

79.616

128.

8055

58

186.
222.
177.
.4125
178.
144.

188

165
1325
145

6625
08

71.39875
66.275
67.275
69.275
72.275

147.
132.
73.57 63.
136.
149.
142.
142.
73.57 63.
206.
167.
225.

925
925

675
2775
665
665

225
295
89

45.805
46.475

121.

6985

69.332

207.
190.
198.
134.
.2975
143.
131.
139.
.1475
141.
168.
138.
145.
133.

174

141

3925
845
5775
44

8425
9725
8825

1475
88
8375
6275
27

69.332

135,

5265

95.0275

220.
188.

162
173

156.

5325
6125
.246
.496
6425

63.81 82
72.275
63.81 82
69.275
65.8625

148
148
452
148
133

121.
121.

452

207.
164.
210.

L4725
L4725

81.

.4725
.58

5825
5825

81.

48
2675
935

53.775
56.6525

128

.8055

93.791

192.
200.
185.
169.
167.
191.
162.
127.

142

146.
132.
126.
130.
112.

085
6975
8025
245
8575
15

7425
0525
o DL,

26

7175
0425
646
82

93.791

138

L4795

108
190

178
178

.6975
82.6975
.6975
63.81 69
63.7375

67

67

150.
150.

.3025
.5975
196.
.215
.215
142.

6925

0375

63.

63

92
92

89.4625

119.
150.
139.
139.

05
92
7025
7025

89.4625

203.
172.
217.

875
2875
01

57.965
52.385

135.

5265

92.4675

203.
166.
.7625
230.
.4975
.57

131.
.215
164.
164.
124.
156.
162.
132.

187

121
163

185

185
635

49

9725

6075
6075
9425
185
86
1175

92.4675
80.006

105.
201.
191.
192.
192.
139.

81

6

07
1475
715
715
3425

69.36375

.81
.36375

60.5525

128.
126.

075
825

70.642

126.
130.
130.

205.
.56
.2675

222
164

138.

825
985
985

8275

4795

83.238

165.
143.
.325
160.
.3725
170.
197.
192.
.2525
172.
140.
124.
160.
181.

173

153

171

95
4425

885

84
3175
0825

5025
67
1875
99
83

83.238
79.616
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PROC PRINT;
PROC ANOVA;
CLASS TRA;
MODEL Y=TRA;
MEANS TRA;

MEANS TRA/TUKEY;

RUN;
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Sistema SAS 22:53 Saturday, May 19, 2012 6
Obs TRA R Y
246 41 6 83.238
247 42 1 121.699
248 42 2 128.806
249 42 3 135.527
250 42 4 138.480
251 42 5 80.006
252 42 6 79.616
Sistema SAS 22:53 Saturday, May 19, 2012 7
Procedimiento ANOVA
Informacién del nivel de clase
Clase Niveles Valores
TRA 42 12345678910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
Numero de observaciones 252
Sistema SAS 22:53 Saturday, May 19, 2012 8

Variable dependiente: Y

Fuente
Modelo
Error

Total correcto

R-cuadrado

0.865882

Fuente

TRA

DF

41

210

251

DF

41

Procedimiento ANOVA

Suma de Cuadrado de
cuadrados la media F-Valor
503677.7609 12284.8234 33.07
78015.4059 371.5019
581693.1668
Coef Var Raiz MSE Y Media
14.43251 19.27439 133.5484
Cuadrado de
Anova SS la media F-Vvalor
503677.7609 12284.8234 33.07

Pr > F

<.0001

Pr > F

<.0001
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Sistema SAS 22:53 Saturday, May 19, 2012 9

Procedimiento ANOVA

Nivel de = —------------- Yommmmmmo -
TRA N Media Dev std
1 6 113.944583 37.5503441
2 6 206.498333 17.6961906
3 6 179.792083 15.3093549
4 6 178.420583 13.0512184
5 6 176.753917 9.6076298
6 6 156.210500 17.6119791
7 6 70.725208 6.9588973
8 6 70.697917 6.6927201
9 6 70.028125 7.1554812
10 6 67.216667 2.4262303
11 6 66.500625 4.1198280
12 6 135.977500 15.1595115
13 6 133.102500 14.1992884
14 6 75.404083 9.3463509
15 6 119.552000 26.9149230
16 6 136.750000 14.4523105
17 6 138.152500 10.1195972
18 6 138.152500 10.1195972
19 6 72.445750 11.5996092
20 6 204.798750 2.6590716
21 6 178.597083 26.3574970
22 6 206.521250 22.0239655
23 6 54.052917 4.8364787
24 6 50.262917 4.9937417
25 6 122.086583 15.1576032
26 6 83.075083 9.0921040
27 6 181.375833 27.2985962
28 6 173.144583 24.1029997
29 6 183.247500 10.0931144
30 6 179.298750 36.1540111
31 6 162.926667 23.2249520
32 6 160.245417 18.9899141
33 6 172.101250 34.9722866
34 6 149.325917 31.7341765
35 6 141.035833 24.5170859
36 6 141.869167 24.9138265
37 6 149.787500 19.4301224
38 6 140.110417 13.3666870
39 6 140.608917 19.1515501
40 6 131.138333 27.1641007
41 6 83.075083 9.0921040
42 6 114.022000 27.1254657



Sistema SAS 22:53 Saturday, May 19, 2012 10
Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene
un indice de error de tipo II mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 210
Error de cuadrado medio 371.5019
Valor critico del rango estudentizado 5.61527
Diferencia significativa minima 44.185

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRA
A 206.52 6 22
A
A 206.50 6 2
A
A 204.80 6 20
A
B A 183.25 6 29
B A
B A ¢ 181.38 6 27
B A ¢
B D A ¢ 179.79 6 3
B D A ¢
B D A ¢ 179.30 6 30
B D A ¢
B D A ¢ 178.60 6 21
B D A C
B D A C 178.42 6 4
B D A C
E B D A C 176.75 6 5
E B D A C
E B D A C F 173.14 6 28
E B D A C F
E B D A C F 172.10 6 33
E B D A C F
E B D A G C F 162.93 6 31
E B D G C F
E B D G C F 160.25 6 32
E B D G C F
E B D H G C F 156.21 6 6
E B D H G C F
E B D H G C F 149.79 6 37



Sistema SAS 22:53 Saturday, May 19, 2012 11
Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRA
E B D H G C F
E B D H G C F 149.33 6 34
E B D H G C F
E B D H G C F 141.87 6 36
E B D H G C F
E B D H G C F 141.04 6 35
E B D H G C F
E B D H G C F 140.61 6 39
E B D H G C F
E B D H G @ F 140.11 6 38
E D H G C F
E D H G @ F 138.15 6 17
E D H G C F
E D H G @ F 138.15 6 18
E D H G F
E D H G F 136.75 6 16
E D H G F
E D H G F 135.98 6 12
E H G F
E H G F 133.10 6 13
H G F
H G F 131.14 6 40
H G
I H G 122.09 6 25
I H G
I H G J 119.55 6 15
I H J
I K H J 114.02 6 42
I K H J
I K H J 113.94 6 1
I K J
I K L J 83.08 6 41
I K L J
I K L J 83.08 6 26
K L J
K L J 75.40 6 14
K L
K L 72.45 6 19
K L
K L 70.73 6 7
K L
K L 70.70 6 8



Sistema SAS 22:53 Saturday, May 19, 2012 12
Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRA

K L

K L 70.03 6 9
L
L 67.22 6 10
L
L 66.50 6 11
L
L 54.05 6 23
L
L 50.26 6 24



3.5 Extraccion de ADN

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder | GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
™ 0’GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder,
0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, | ¢,4y-to-use P
ready-to-use o i
bp ng/0.5 %
IIW v 000 280 56
72000 280 56 — 3000
5 — 2000
10000 300 60 /% %o 3% - 1500
00 300 60 25&20 0 160 B
ahey K00 48 s 7o s
o R D W
000 700 140 S 50 20 160
= — 2500 2560 50 g _ 400 300 60 500
%’ iy 2000 250 50 ; — 300 30,0 6,0 — 400
a% o 1500 250 50 5 [P
2 1000 60.0 120 L _ 300
g —750 250 50 2 — 100 300 60
S — 500 250 50 e
pre i - 200
g — 250 250 50 S5iobmBonkifiol
k= 1XTBE, 5Viem, 1h -
= E
3 I
*
0.5 pvlane, 8 cm length gel, e L
1XTAE, 7V/em, 45 min o ke

bp
- 2072

- |500

- 600

Duning 2% agarose gel electrophoresis with tris-
acetate (pH 7.6) as the nmnning buffer, bromophenol
blue migrates near the 100-bp fragment. The 100-bp
band mugrates behind the bromophenol blue marker on
6% polyacrylamide gels with tris-borate (pH 8.0) as

the running buffer.

Part of the 600-bp band may migrate anomalously
slowly 1n polyacrylamide gels (1.2.3). This band may
appear as an extra band near or on top of the 700-bp

band.

References:

- 100

100 bp DNA Ladder
0.5 pg/lane

1
2.
3.

Hsieh, C_, etal (1991) Mol. Gen. Genet. 225, 25.

Stellwagen. N.C. (1983) Biochemistry 22, 6186.
Jordan. H. and Hartley. J. (1997) Focus™ 19.9.

2% agarose gel stained with ethidium bromide.

Figura 10. Marcadores de peso molecular.
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Figura 11. Resultados de la extraccién de ADN de aislados de Colletotrichum spp. en papaya de
Oaxaca (PapOax1); papaya de Oaxaca (PapOax2); papaya de Tabasco (PapTab3); papaya de
Veracruz (PapVer4); papaya de Guerrero (PapGro5); papaya de Michoacan (PapMic6);
carambolo de Veracruz (CarVerlA); carambolo de Veracruz (CarVerlB); carambolo de
Veracruz (CarVerlC); carambolo de Veracruz (CarVerlD); carambolo de Chiapas (CarChs2);
banano de Tabasco (BanTablA); banano de Tabasco (BanTablB); banano de Tabasco
(BanTab2); banano de Tabasco (BanTab3); banano de Chiapas (BanChs5); banano de Veracruz
(BanVer6); banano de Colima (BanCol7); pitahaya de Veracruz (PitVerl); pitahaya de Veracruz
(PitVer2A); pitahaya de Veracruz (PitVer2B); guanabana de Nayarit (GuaNayl); guanabana de

Nayarit (GuaNay2); maracuya de Veracruz (MarVerlA); maracuya de Veracruz (MarVerlB) y
marcador molecular 1 kb landder, Fermentas (M).
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Figura 12. Resultados de la extraccién de ADN de aislados de Colletotrichum spp. en kent de
Guerrero (MnkGro2B); mngo kent de Guerrero (MnkGro2D); mango manila de Sinaloa
(MnmSin3A); mango manila de Sinaloa (MnmSin3B); mango manila de Sinaloa (MnmSin3C);
mango manila de Guerrero (MnmGro4); mango ataulfo de Guerrero (MnaGro5); mango
corriente de Veracruz (MncVer6); aguacate fuerte de Sinaloa (AgfSinlA); aguacate fuerte de
Sinaloa (AgfSin1B); aguacate fuerte de Nayarit (AgfNay2); aguacate hass de Michoacan
(AghMic3A); aguacate hass de Michoacan (AghMic3B); aguacate hass de Michoacan
(AghMic4); limén mexicano de Veracruz (LimVerl); limén mexicano de Colima (LimCol2);
limon persa de Oaxaca (LipOax3); naranja de Oaxaca (NarOax1); naranja de Oaxaca (NarOax2);
granada china de Puebla (GrcPuelB); granada china de Puebla (GrcPuelC); banano de Tabasco
(BanTab4) y marcador molecular 1 kb landder, Fermentas (M).
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3.6 RAPD’s
3.6.1 RAPD bandas polimdrficas con el iniciador OPM 01
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Figura 13. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPM 01 de aislados de
Colletotrichum spp. de papaya de Oaxaca (PapOax1); papaya de Oaxaca (PapOax2); papaya de
Tabasco (PapTab3); papaya de Veracruz (PapVer4); papaya de Guerrero (PapGro5); papaya de
Michoacan (PapMic6); carambolo de Veracruz (CarVerlA); carambolo de Veracruz
(CarVerlB); carambolo de Veracruz (CarVerlC); carambolo de Veracruz (CarVerlD);
carambolo de Chiapas (CarChs2); banano de Tabasco (BanTablA); banano de Tabasco
(BanTablB); banano de Tabasco (BanTab2); banano de Tabasco (BanTab3); banano de Chiapas
(BanChsb); banano de Veracruz (BanVer6); banano de Colima (BanCol7); pitahaya de Veracruz
(PitVerl); pitahaya de Veracruz (PitVer2A); pitahaya de Veracruz (PitVer2B); guanabana de

Nayarit (GuaNayl); guanabana de Nayarit (GuaNay2); maracuya de Veracruz (MarVerlA) y
marcador molecular 100 bp landder de Fermentas (M)
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Figura 14. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPM 01 de aislados de
Colletotrichum spp. de maracuya de Veracruz (MarVerlB); mango kent de Guerrero
(MnkGro2B); mngo kent de Guerrero (MnkGro2D); mango manila de Sinaloa (MnmSin3A);
mango manila de Sinaloa (MnmSin3B); mango manila de Sinaloa (MnmSin3C); mango manila
de Guerrero (MnmGro4); mango ataulfo de Guerrero (MnaGro5); mango corriente de Veracruz
(MncVer6); aguacate fuerte de Sinaloa (AgfSinlA); aguacate fuerte de Sinaloa (AgfSinlB);
aguacate fuerte de Nayarit (AgfNay2); aguacate hass de Michoacan (AghMic3A); aguacate hass
de Michoacan (AghMic3B); aguacate hass de Michoacan (AghMic4); limén mexicano de
Veracruz (LimVerl); limén mexicano de Colima (LimCol2); limén persa de Oaxaca (LipOax3);
naranja de Oaxaca (NarOaxl); naranja de Oaxaca (NarOax2); granada china de Puebla

(GrcPuelB); granada china de Puebla (GrcPuelC); banano de Tabasco (BanTab4) y marcador
molecular 100 bp landder de Fermentas (M).
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3.6.2 RAPD bandas polimorficas del iniciador OPM 02
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Figura 15. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPM 02 de aislados de
Colletotrichum spp. de papaya de Oaxaca (PapOax1); papaya de Oaxaca (PapOax2); papaya de
Tabasco (PapTab3); papaya de Veracruz (PapVer4); papaya de Guerrero (PapGro5); papaya de
Michoacan (PapMic6); carambolo de WVeracruz (CarVerlA); carambolo de Veracruz
(CarVerlB); carambolo de Veracruz (CarVerlC); carambolo de Veracruz (CarVerlD);
carambolo de Chiapas (CarChs2); banano de Tabasco (BanTablA); banano de Tabasco
(BanTab1B); banano de Tabasco (BanTab2); banano de Tabasco (BanTab3); banano de Chiapas
(BanChsb); banano de Veracruz (BanVer6); banano de Colima (BanCol7); pitahaya de Veracruz
(PitVerl); pitahaya de Veracruz (PitVer2A); pitahaya de Veracruz (PitVer2B); guanabana de

Nayarit (GuaNay1); guanabana de Nayarit (GuaNay2) y marcador molecular 100 bp landder de
Fermentas (M).
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Figura 16. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPM 02 de aislados de
Colletotrichum spp. de maracuya de Veracruz (MarVerlA); maracuya de Veracruz (MarVerlB);
mango kent de Guerrero (MnkGro2B); mngo kent de Guerrero (MnkGro2D); mango manila de
Sinaloa (MnmSin3A); mango manila de Sinaloa (MnmSin3B); mango manila de Sinaloa
(MnmSin3C); mango manila de Guerrero (MnmGro4); mango ataulfo de Guerrero (MnaGro5);
mango corriente de Veracruz (MncVer6); aguacate fuerte de Sinaloa (AgfSinlA); aguacate
fuerte de Sinaloa (AgfSinlB); aguacate fuerte de Nayarit (AgfNay2); aguacate hass de
Michoacan (AghMic3A); aguacate hass de Michoacdn (AghMic3B); aguacate hass de
Michoacan (AghMic4); limén mexicano de Veracruz (LimVerl); limén mexicano de Colima
(LimCol2); limén persa de Oaxaca (LipOax3); naranja de Oaxaca (NarOax1); naranja de Oaxaca
(NarOax2); granada china de Puebla (GrcPuelB); granada china de Puebla (GrcPuelC); banano
de Tabasco (BanTab4) y marcador molecular 100 bp landder de Fermentas (M).
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3.6.3 RAPD bandas polimorficas del iniciador OPM 03
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Figura 17. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPM 03 de aislados de
Colletotrichum spp. de papaya de Oaxaca (PapOax1); papaya de Oaxaca (PapOax2); papaya de
Tabasco (PapTab3); papaya de Veracruz (PapVer4); papaya de Guerrero (PapGro5); papaya de
Michoacan (PapMic6); carambolo de Veracruz (CarVerlA); carambolo de Veracruz
(CarVerlB); carambolo de Veracruz (CarVerlC); carambolo de Veracruz (CarVerlD);
carambolo de Chiapas (CarChs2); banano de Tabasco (BanTablA); banano de Tabasco
(BanTab1B); banano de Tabasco (BanTab2); banano de Tabasco (BanTab3); banano de Chiapas
(BanChsb); banano de Veracruz (BanVer6); banano de Colima (BanCol7); pitahaya de Veracruz
(PitVerl); pitahaya de Veracruz (PitVer2A); pitahaya de Veracruz (PitVer2B); guanabana de

Nayarit (GuaNayl); guanabana de Nayarit (GuaNay2) y marcador molecular 100 bp landder de
Fermentas (M).
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Figura 18. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPM 03 de aislados de
Colletotrichum spp. de maracuya de maracuyé de Veracruz (MarVerlA); Veracruz (MarVerlB);
mango kent de Guerrero (MnkGro2B); mngo kent de Guerrero (MnkGro2D); mango manila de
Sinaloa (MnmSin3A); mango manila de Sinaloa (MnmSin3B); mango manila de Sinaloa
(MnmSin3C); mango manila de Guerrero (MnmGro4); mango ataulfo de Guerrero (MnaGrob5);
mango corriente de Veracruz (MncVer6); aguacate fuerte de Sinaloa (AgfSinlA); aguacate
fuerte de Sinaloa (AgfSinlB); aguacate fuerte de Nayarit (AgfNay2); aguacate hass de
Michoacan (AghMic3A); aguacate hass de Michoacdn (AghMic3B); aguacate hass de
Michoacan (AghMic4); limén mexicano de Veracruz (LimVerl); limén mexicano de Colima
(LimCol2); limén persa de Oaxaca (LipOax3); naranja de Oaxaca (NarOax1); naranja de Oaxaca
(NarOax2); granada china de Puebla (GrcPuelB); granada china de Puebla (GrcPuelC); banano
de Tabasco (BanTab4) y marcador molecular 100 bp landder de Fermentas (M).
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3.6.4 RAPD bandas polimdrficas del iniciador OPM 04
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Figura 19. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPM 04 de aislados de
Colletotrichum spp. de papaya de Oaxaca (PapOax1); papaya de Oaxaca (PapOax2); papaya de
Tabasco (PapTab3); papaya de Veracruz (PapVer4); papaya de Guerrero (PapGro5); papaya de
Michoacan (PapMic6); carambolo de WVeracruz (CarVerlA); carambolo de Veracruz
(CarVerlB); carambolo de Veracruz (CarVerlC); carambolo de Veracruz (CarVerlD);
carambolo de Chiapas (CarChs2); banano de Tabasco (BanTablA); banano de Tabasco
(BanTabl1B); banano de Tabasco (BanTab2); banano de Tabasco (BanTab3); banano de Chiapas
(BanChsb5); banano de Veracruz (BanVer6); banano de Colima (BanCol7); pitahaya de Veracruz
(PitVerl); pitahaya de Veracruz (PitVer2A); pitahaya de Veracruz (PitVer2B); guanabana de

Nayarit (GuaNayl); guanabana de Nayarit (GuaNay2) y marcador molecular 100 bp landder de
Fermentas (M).
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Figura 20. RAPD Patrén de bandas polimorficas con el iniciador OPM 04 de aislados de
Colletotrichum spp. de maracuya de Veracruz (MarVerlA); maracuya de Veracruz (MarVerlB);
mango kent de Guerrero (MnkGro2B); mngo kent de Guerrero (MnkGro2D); mango manila de
Sinaloa (MnmSin3A); mango manila de Sinaloa (MnmSin3B); mango manila de Sinaloa
(MnmSin3C); mango manila de Guerrero (MnmGro4); mango ataulfo de Guerrero (MnaGro5);
mango corriente de Veracruz (MncVer6); aguacate fuerte de Sinaloa (AgfSinlA); aguacate
fuerte de Sinaloa (AgfSinlB); aguacate fuerte de Nayarit (AgfNay2); aguacate hass de
Michoacdn (AghMic3A); aguacate hass de Michoacan (AghMic3B); aguacate hass de
Michoacan (AghMic4); limén mexicano de Veracruz (LimVerl); limon mexicano de Colima
(LimCol2); limdn persa de Oaxaca (LipOax3); naranja de Oaxaca (NarOax1); naranja de Oaxaca
(NarOax2); granada china de Puebla (GrcPuelB); granada china de Puebla (GrcPuelC); banano
de Tabasco (BanTab4) y marcador molecular 100 bp landder de Fermentas (M).
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3.6.5 RAPD bandas polimorficas del iniciador OPM 05
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Figura 21. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPM 05 de aislados de
Colletotrichum spp. de papaya de Oaxaca (PapOax1); papaya de Oaxaca (PapOax2); papaya de
Tabasco (PapTab3); papaya de Veracruz (PapVer4); papaya de Guerrero (PapGro5); papaya de
Michoacan (PapMic6); carambolo de Veracruz (CarVerlA); carambolo de Veracruz
(CarVerlB); carambolo de Veracruz (CarVerlC); carambolo de Veracruz (CarVerlD);
carambolo de Chiapas (CarChs2); banano de Tabasco (BanTablA); banano de Tabasco
(BanTab1B); banano de Tabasco (BanTab2); banano de Tabasco (BanTab3); banano de Chiapas
(BanChsb); banano de Veracruz (BanVer6); banano de Colima (BanCol7); pitahaya de Veracruz
(PitVerl); pitahaya de Veracruz (PitVer2A); pitahaya de Veracruz (PitVer2B); guanabana de

Nayarit (GuaNayl); guanabana de Nayarit (GuaNay2) y marcador molecular 100 bp landder de
Fermentas (M).
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Figura 22. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPM 05 de aislados de
Colletotrichum spp. de maracuya de Veracruz (MarVerlA); maracuya de Veracruz (MarVerlB);
mango kent de Guerrero (MnkGro2B); mngo kent de Guerrero (MnkGro2D); mango manila de
Sinaloa (MnmSin3A); mango manila de Sinaloa (MnmSin3B); mango manila de Sinaloa
(MnmSin3C); mango manila de Guerrero (MnmGro4); mango ataulfo de Guerrero (MnaGrob5);
mango corriente de Veracruz (MncVer6); aguacate fuerte de Sinaloa (AgfSinlA); aguacate
fuerte de Sinaloa (AgfSinlB); aguacate fuerte de Nayarit (AgfNay2); aguacate hass de
Michoacan (AghMic3A); aguacate hass de Michoacan (AghMic3B); aguacate hass de
Michoacdn (AghMic4); limoén mexicano de Veracruz (LimVerl); limén mexicano de Colima
(LimCol2); limén persa de Oaxaca (LipOax3); naranja de Oaxaca (NarOax1); naranja de Oaxaca
(NarOax2); granada china de Puebla (GrcPuelB); granada china de Puebla (GrcPuelC); banano
de Tabasco (BanTab4) y marcador molecular 100 bp landder de Fermentas (M).
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3.6.6 RAPD bandas polimorficas del iniciador OPM 06
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Figura 23. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPM 06 de aislados de
Colletotrichum spp. de papaya de Oaxaca (PapOax1); papaya de Oaxaca (PapOax2); papaya de
Tabasco (PapTab3); papaya de Veracruz (PapVer4); papaya de Guerrero (PapGro5); papaya de
Michoacadn (PapMic6); carambolo de Veracruz (CarVerlA); carambolo de Veracruz
(CarVerlB); carambolo de Veracruz (CarVerlC); carambolo de Veracruz (CarVerlD);
carambolo de Chiapas (CarChs2); banano de Tabasco (BanTablA); banano de Tabasco
(BanTabl1B); banano de Tabasco (BanTab2); banano de Tabasco (BanTab3); banano de Chiapas
(BanChsb); banano de Veracruz (BanVer6); banano de Colima (BanCol7); pitahaya de Veracruz
(PitVerl); pitahaya de Veracruz (PitVer2A); pitahaya de Veracruz (PitVer2B); guanabana de
Nayarit (GuaNayl); guandbana de Nayarit (GuaNay2); maracuya de Veracruz (MarVerlA);
maracuya de Veracruz (MarVerlB); mango kent de Guerrero (MnkGro2B); mngo kent de
Guerrero (MnkGro2D) y marcador molecular 100 bp landder de Invitrogen (M).
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Figura 24. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPM 06 de aislados de
Colletotrichum spp. de mango manila de Sinaloa (MnmSin3A); mango manila de Sinaloa
(MnmSin3B); mango manila de Sinaloa (MnmSin3C); mango manila de Guerrero (MnmGro4);
mango ataulfo de Guerrero (MnaGro5); mango corriente de Veracruz (MncVer6); aguacate
fuerte de Sinaloa (AgfSin1A); aguacate fuerte de Sinaloa (AgfSin1B); aguacate fuerte de Nayarit
(AgfNay2); aguacate hass de Michoacan (AghMic3A); aguacate hass de Michoacan
(AghMic3B); aguacate hass de Michoacan (AghMic4); limon mexicano de Veracruz (LimVerl);
limon mexicano de Colima (LimCol2); limén persa de Oaxaca (LipOax3); naranja de Oaxaca
(NarOax1); naranja de Oaxaca (NarOax2); granada china de Puebla (GrcPuelB); granada china

de Puebla (GrcPuelC); banano de Tabasco (BanTab4) y marcador molecular 1 Kb landder de
Fermentas (M).
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3.6.7 RAPD bandas polimorficas del iniciador OPM 07
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Figura 25. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPM 07 de aislados de
Colletotrichum spp. de papaya de Oaxaca (PapOax1); papaya de Oaxaca (PapOax2); papaya de
Tabasco (PapTab3); papaya de Veracruz (PapVer4); papaya de Guerrero (PapGro5); papaya de
Michoacan (PapMic6); carambolo de Veracruz (CarVerlA); carambolo de Veracruz
(CarVerlB); carambolo de Veracruz (CarVerlC); carambolo de Veracruz (CarVerlD);
carambolo de Chiapas (CarChs2); banano de Tabasco (BanTablA); banano de Tabasco
(BanTablB); banano de Tabasco (BanTab2); banano de Tabasco (BanTab3); banano de Chiapas
(BanChsb); banano de Veracruz (BanVer6); banano de Colima (BanCol7); pitahaya de Veracruz
(PitVerl); pitahaya de Veracruz (PitVer2A); pitahaya de Veracruz (PitVer2B); guanabana de

Nayarit (GuaNay1); guandbana de Nayarit (GuaNay2) y y marcador molecular 100 bp landder de
Invitrogen (M).
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Figura 26. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPM 07 de aislados de
Colletotrichum spp. de maracuya de Veracruz (MarVerlA); maracuya de Veracruz (MarVerlB);
mango kent de Guerrero (MnkGro2B); mngo kent de Guerrero (MnkGro2D); mango manila de
Sinaloa (MnmSin3A); mango manila de Sinaloa (MnmSin3B); mango manila de Sinaloa
(MnmSin3C); mango manila de Guerrero (MnmGro4); mango ataulfo de Guerrero (MnaGrob5);
mango corriente de Veracruz (MncVer6); aguacate fuerte de Sinaloa (AgfSinlA); aguacate
fuerte de Sinaloa (AgfSinlB); aguacate fuerte de Nayarit (AgfNay2); aguacate hass de
Michoacan (AghMic3A); aguacate hass de Michoacan (AghMic3B); aguacate hass de
Michoacan (AghMic4); limén mexicano de Veracruz (LimVerl); limén mexicano de Colima
(LimCol2); limén persa de Oaxaca (LipOax3); naranja de Oaxaca (NarOax1); naranja de Oaxaca
(NarOax2); granada china de Puebla (GrcPuelB); granada china de Puebla (GrcPuelC); banano
de Tabasco (BanTab4) y marcador molecular 100 bp landder de Invitrogen (M).
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3.6.8 RAPD bandas polimorficas del iniciador OPM 08
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Figura 27. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPM 08 de aislados de
Colletotrichum spp. de papaya de Oaxaca (PapOax1); papaya de Oaxaca (PapOax2); papaya de
Tabasco (PapTab3); papaya de Veracruz (PapVer4); papaya de Guerrero (PapGro5); papaya de
Michoacan (PapMic6); carambolo de Veracruz (CarVerlA); carambolo de Veracruz
(CarVerlB); carambolo de Veracruz (CarVerlC); carambolo de Veracruz (CarVerlD);
carambolo de Chiapas (CarChs2); banano de Tabasco (BanTablA); banano de Tabasco
(BanTab1B); banano de Tabasco (BanTab2); banano de Tabasco (BanTab3); banano de Chiapas
(BanChsb); banano de Veracruz (BanVer6); banano de Colima (BanCol7); pitahaya de Veracruz
(PitVerl); pitahaya de Veracruz (PitVer2A); pitahaya de Veracruz (PitVer2B); guanabana de

Nayarit (GuaNayl); guanabana de Nayarit (GuaNay2) y marcador molecular 1 Kb landder de
Fermentas (M).
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Figura 28. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPM 08 de aislados de
Colletotrichum spp. de maracuya de Veracruz (MarVerlA), maracuya de Veracruz (MarVerlB);
mango kent de Guerrero (MnkGro2B); mngo kent de Guerrero (MnkGro2D); mango manila de
Sinaloa (MnmSin3A); mango manila de Sinaloa (MnmSin3B); mango manila de Sinaloa
(MnmSin3C); mango manila de Guerrero (MnmGro4); mango ataulfo de Guerrero (MnaGro5);
mango corriente de Veracruz (MncVer6); aguacate fuerte de Sinaloa (AgfSinlA); aguacate
fuerte de Sinaloa (AgfSinlB); aguacate fuerte de Nayarit (AgfNay2); aguacate hass de
Michoacdn (AghMic3A); aguacate hass de Michoacan (AghMic3B); aguacate hass de
Michoacan (AghMic4); limén mexicano de Veracruz (LimVerl); limén mexicano de Colima
(LimCol2); limén persa de Oaxaca (LipOax3); naranja de Oaxaca (NarOax1); naranja de Oaxaca
(NarOax2); granada china de Puebla (GrcPuelB); granada china de Puebla (GrcPuelC); banano
de Tabasco (BanTab4) y marcador molecular 1 Kb landder de Fermentas (M).
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3.6.9 RAPD bandas polimorficas del iniciador OPX 01
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Figura 29. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPX 01 de aislados de
Colletotrichum spp. de papaya de Oaxaca (PapOax1); papaya de Oaxaca (PapOax2); papaya de
Tabasco (PapTab3); papaya de Veracruz (PapVer4); papaya de Guerrero (PapGro5); papaya de
Michoacan (PapMic6); carambolo de Veracruz (CarVerlA); carambolo de Veracruz
(CarVerlB); carambolo de Veracruz (CarVerlC); carambolo de Veracruz (CarVerlD);
carambolo de Chiapas (CarChs2); banano de Tabasco (BanTablA); banano de Tabasco
(BanTab1B); banano de Tabasco (BanTab2); banano de Tabasco (BanTab3); banano de Chiapas
(BanChsb); banano de Veracruz (BanVer6); banano de Colima (BanCol7); pitahaya de Veracruz
(PitVerl); pitahaya de Veracruz (PitVer2A); pitahaya de Veracruz (PitVer2B); guandbana de
Nayarit (GuaNay1); y marcador molecular 100 bp landder de Fermentas (M).
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Figura 30. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPX 01 de aislados de
Colletotrichum spp. de maracuya de Veracruz (MarVerlA), maracuya de Veracruz (MarVerlB);
mango kent de Guerrero (MnkGro2B); mngo kent de Guerrero (MnkGro2D); mango manila de
Sinaloa (MnmSin3A); mango manila de Sinaloa (MnmSin3B); mango manila de Sinaloa
(MnmSin3C); mango manila de Guerrero (MnmGro4); mango ataulfo de Guerrero (MnaGro5);
mango corriente de Veracruz (MncVer6); aguacate fuerte de Sinaloa (AgfSinlA); aguacate
fuerte de Sinaloa (AgfSinlB); aguacate fuerte de Nayarit (AgfNay2); aguacate hass de
Michoacan (AghMic3A); aguacate hass de Michoacan (AghMic3B); aguacate hass de
Michoacdn (AghMic4); limon mexicano de Veracruz (LimVerl); limén mexicano de Colima
(LimCol2); limén persa de Oaxaca (LipOax3); naranja de Oaxaca (NarOax1); naranja de Oaxaca
(NarOax2); granada china de Puebla (GrcPuelB); granada china de Puebla (GrcPuelC); banano
de Tabasco (BanTab4) y marcador molecular 100 bp landder de Fermentas (M).
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3.6.10 RAPD bandas polimdrficas del iniciador OPM 13
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Figura 31. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPX 13 de aislados de
Colletotrichum spp. de papaya de Oaxaca (PapOax1); papaya de Oaxaca (PapOax2); papaya de
Tabasco (PapTab3); papaya de Veracruz (PapVer4); papaya de Guerrero (PapGro5); papaya de
Michoacan (PapMic6); carambolo de WVeracruz (CarVerlA); carambolo de Veracruz
(CarVerlB); carambolo de Veracruz (CarVerlC); carambolo de Veracruz (CarVerlD);
carambolo de Chiapas (CarChs2); banano de Tabasco (BanTablA); banano de Tabasco
(BanTablB); banano de Tabasco (BanTab2); banano de Tabasco (BanTab3); banano de Chiapas
(BanChsb); banano de Veracruz (BanVer6); banano de Colima (BanCol7); pitahaya de Veracruz
(PitVerl); pitahaya de Veracruz (PitVer2A); pitahaya de Veracruz (PitVer2B); guanabana de

Nayarit (GuaNayl); ); guanabana de Nayarit (GuaNay2) y marcador molecular 100 bp landder
de Fermentas (M).
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Figura 32. RAPD Patron de bandas polimorficas con el iniciador OPX 13 de aislados de
Colletotrichum spp. de maracuya de Veracruz (MarVerlA), maracuya de Veracruz (MarVerlB);
mango kent de Guerrero (MnkGro2B); mngo kent de Guerrero (MnkGro2D); mango manila de
Sinaloa (MnmSin3A); mango manila de Sinaloa (MnmSin3B); mango manila de Sinaloa
(MnmSin3C); mango manila de Guerrero (MnmGro4); mango ataulfo de Guerrero (MnaGro5);
mango corriente de Veracruz (MncVer6); aguacate fuerte de Sinaloa (AgfSinlA); aguacate
fuerte de Sinaloa (AgfSinlB); aguacate fuerte de Nayarit (AgfNay2); aguacate hass de
Michoacdn (AghMic3A); aguacate hass de Michoacan (AghMic3B); aguacate hass de
Michoacan (AghMic4); limén mexicano de Veracruz (LimVerl); limon mexicano de Colima
(LimCol2); limén persa de Oaxaca (LipOax3); naranja de Oaxaca (NarOax1); naranja de Oaxaca
(NarOax2); granada china de Puebla (GrcPuelB); granada china de Puebla (GrcPuelC); banano
de Tabasco (BanTab4) y marcador molecular 100 bp landder de Fermentas (M).
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3.7 Analisis de variabilidad

3.7.1 Matriz binaria de comparacion

Cuadro 11. Matriz binaria de comparacion.
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Cuadro 11. Continuacion.
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Cuadro 11. Continuacion.
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Cuadro 11. Continuacion.
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Cuadro 11. Continuacion.
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Cuadro 11. Continuacion.
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3.7.2 Matriz de distancia/similaridad

Cuadro 12. Matriz de resultados con distancias genéticas calculadas con frecuencias de
fragmentos de ADN tipo RAPD’s.

PapOax1 | PapOax2 | PapTab3 | PapVer4 | PapGro5 | PapMic6 | CarVerlA | CarVerlB | CarVerlC | CarVerlD | CarChs2
PapOax1 0.2642 | 0.4632| 0.4144| 0.4259| 0.3571 0.3967 0.3621 0.3762 0.3738 | 0.3130
PapOax2 0.2642 0.3218 | 0.3884| 0.2800| 0.3462 0.3363 0.2778 0.3011 0.3232| 0.4112
PapTab3 0.4632 0.3218 0.4348 | 0.3820| 0.4086 0.4118 0.4124 0.3415 0.2955| 0.2917
PapVer4d 0.4144 0.3884 | 0.4348 0.4762 | 0.4037 0.3898 0.4071 0.2857 0.2692 | 0.2857
PapGro5 0.4259 0.2800 | 0.3820 | 0.4762 0.4528 0.4348 0.4000 0.3579 0.3564 | 0.3486
PapMic6 0.3571 0.3462 | 0.4086 | 0.4037 | 0.4528 0.6555 0.6316 0.4444 0.4381| 0.4956
CarVerlA 0.3967 0.3363| 0.4118 | 0.3898 | 0.4348| 0.6555 0.7805 0.5000 0.5263 | 0.4754
CarVerlB 0.3621 0.2778 | 0.4124 | 0.4071 0.4000 | 0.6316 0.7805 0.5437 0.5321| 0.3932
CarVerlC 0.3762 0.3011| 0.3415| 0.2857| 0.3579| 0.4444 0.5000 0.5437 0.8936 | 0.2745
CarVerlD 0.3738 0.3232| 0.2955| 0.2692 0.3564 | 0.4381 0.5263 0.5321 0.8936 0.3148
CarChs2 0.3130 0.4112| 0.2917 | 0.2857 | 0.3486| 0.4956 0.4754 0.3932 0.2745 0.3148
BanTablA 0.3826 0.2430| 0.3125| 0.3750| 0.3486| 0.4248 0.4590 0.4103 0.2157 0.2778 | 0.3793
BanTab1B 0.2778 0.2400 | 0.2697 | 0.3429 0.3333 | 0.4528 0.4174 0.3818 0.2105 0.2376 | 0.3853
BanTab2 0.2970 0.3011| 0.2683 | 0.3469 0.3579 | 0.4242 0.4074 0.4466 0.3409 0.3192 | 0.2745
BanTab3 0.3333 0.3192| 0.2892| 0.3434| 0.3125| 0.3600 0.3486 0.3654 0.2921 0.2737 | 0.2718
BanTab4 0.2524 0.2947 | 0.2857| 0.3400| 0.3299| 0.3366 0.3455 0.3619 0.2222 0.2292 | 0.2308
BanChs5 0.2857 0.2680| 0.2791| 0.3726| 0.4040| 0.3884 0.3750 0.4299 0.2826 0.2449 | 0.2264
BanVer6 0.3333 0.4000| 0.2689| 0.3259 0.3636| 0.3824 0.4828 0.4286 0.3680 0.4122 | 0.4029
BanCol7 0.3802 0.3540| 0.2745| 0.3051 0.3652 | 0.3698 0.3750 0.3415 0.3333 0.3684 | 0.4262
PitVerl 0.3419 0.3119| 0.2245| 0.2983 0.2883 | 0.3130 0.3548 0.3361 0.3077 0.3091| 0.3220
PitVer2A 0.3462 0.3125| 0.2353| 0.2574| 0.2857 | 0.3333 0.2883 0.2453 0.2637 0.3093 | 0.3619
PitVer2B 0.2983 0.2642 | 0.2737| 0.2883 0.3333| 0.3571 0.3636 0.3276 0.2772 0.3178 | 0.4522
GuaNay1 0.3677 0.3750 | 0.2906 | 0.4511 0.3846 | 0.3134 0.3636 0.3478 0.3577 0.4186 | 0.3066
GuaNay2 0.3571 0.3077| 0.3441| 0.3486| 0.3019| 0.3636 0.3698 0.3333 0.2424 0.2286 | 0.3540
MarVerlA 0.3238 0.2680 | 0.1628 | 0.2745 0.3030 | 0.3107 0.2143 0.2056 0.2609 0.2449 | 0.3208
MarVer1B 0.2951 0.3684 | 0.1942 | 0.3529 0.3103 | 0.4167 0.3721 0.3387 0.3119 0.3304 | 0.4065
MnkGro2B 0.3333 0.3600 | 0.3820 | 0.3810| 0.3726| 0.3962 0.4000 0.4364 0.3158 0.2970 | 0.3486
MnkGro2D 0.3540 0.3048 | 0.3617 | 0.3455 0.3365| 0.3243 0.3000 0.3304 0.2600 0.2453 | 0.3333
MnmSin3A 0.2975 0.3894| 0.3529 | 0.3220| 0.2609 | 0.4034 0.3438 0.3089 0.2593 0.3158 | 0.3607
MnmSin3B 0.3636 0.2745| 0.3297 | 0.3551 0.2692 | 0.3704 0.2906 0.2143 0.2268 0.2524 | 0.2703
MnmSin3C 0.3265 0.2667 | 0.3544 | 0.3158 | 0.3044| 0.2917 0.2667 0.2000 0.3059 0.3077 | 0.2626
MnmGro4 0.3363 0.3429 | 0.2553 | 0.2909 0.2243 | 0.3964 0.3500 0.3478 0.3200 0.3396 | 0.3684
MnaGro5 0.2963 0.2992 | 0.3276| 0.3485 0.2946 | 0.3759 0.3521 0.3358 0.1967 0.2344 | 0.3529
MncVer6 0.2581 0.2931| 0.2857 | 0.3967 | 0.3729| 0.3443 0.4122 0.3968 0.1982 0.2051 | 0.3040
AgfSin1A 0.2222 0.2600 | 0.3146| 0.3810| 0.2941| 0.3019 0.3652 0.3091 0.1684 0.1782 | 0.3303
AgfSin1B 0.2642 0.2653 | 0.3678 | 0.4078 | 0.2800| 0.2885 0.3009 0.3148 0.2151 0.2020 | 0.3178
AgfNay2 0.2569 0.2970| 0.3111| 0.3585 0.2524 | 0.3551 0.3448 0.2883 0.2083 0.2157 | 0.2909
AghMic3A 0.2330 0.2526| 0.3095| 0.3400| 0.2474| 0.3366 0.3636 0.3048 0.2222 0.2292 | 0.2692
AghMic3B 0.3077 0.1687 | 0.3333| 0.3182 0.2824 | 0.2247 0.2653 0.3226 0.2821 0.2619 | 0.1957
AghMic4 0.4191 0.3093 | 0.3023 | 0.3333 0.3030| 0.2913 0.3214 0.3551 0.3478 0.3265 | 0.2264
LimVerl 0.4733 0.3577 | 0.2500 | 0.2969 0.3200 | 0.2946 0.3623 0.3459 0.3390 0.3871| 0.3030
LimCol2 0.3358 0.3411| 0.2203| 0.2537| 0.3359 | 0.3407 0.3056 0.2158 0.2258 0.2769 | 0.3478
LipOax3 0.3833 0.3214| 0.2574| 0.3248| 0.3509 | 0.2881 0.3150 0.2623 0.2804 0.2832 | 0.2810
NarOax1 0.3404 0.3308 | 0.2131| 0.2609 0.2815| 0.3309 0.3514 0.2238 0.2500 0.2985| 0.3099
NarOax2 0.4299 0.2828 | 0.2500 | 0.3269 0.2970 | 0.4000 0.3684 0.3303 0.2553 0.2600 | 0.3519
GrcPuelB 0.3729 0.2909| 0.2626 | 0.3304| 0.3214| 0.3103 0.4000 0.3333 0.2857 0.3243 | 0.3361
GrcPuelC 0.2991 0.2626 | 0.3182| 0.3654 | 0.3762| 0.3429 0.3509 0.3670 0.3192 0.3200 | 0.2593
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Cuadro 12. Continuacion.

BanTablA | BanTab1B | BanTab2 | BanTab3 | BanTab4 | BanChs5 | BanVer6 | BanCol7 | PitVerl | PitVer2A | PitVer2B
PapOax1 0.3826 0.2778 | 0.2970| 0.3333| 0.2524| 0.2857| 0.3333| 0.3802 | 0.3419| 0.3462| 0.2983
PapOax2 0.2430 0.2400| 0.3011| 0.3192| 0.2947| 0.2680| 0.4000| 0.3540 | 0.3119| 0.3125| 0.2642
PapTab3 0.3125 0.2697 0.2683 0.2892 0.2857 0.2791 0.2689 0.2745 0.2245 0.2353 0.2737
PapVerd 0.3750 0.3429 0.3469 0.3434 0.3400 0.3726 0.3259 0.3051 0.2983 0.2574 0.2883
PapGro5 0.3486 0.3333 0.3579 0.3125 0.3299 0.4040 0.3636 0.3652 0.2883 0.2857 0.3333
PapMic6 0.4248 0.4528 0.4242 0.3600 0.3366 0.3884 0.3824 0.3698 0.3130 0.3333 0.3571
CarVerlA 0.4590 0.4174 0.4074 0.3486 0.3455 0.3750 0.4828 0.3750 0.3548 0.2883 0.3636
CarVerlB 0.4103 0.3818 0.4466 0.3654 0.3619 0.4299 0.4286 0.3415 0.3361 0.2453 0.3276
CarVerlC 0.2157 0.2105 0.3409 0.2921 0.2222 0.2826 0.3680 0.3333 0.3077 0.2637 0.2772
CarVerlD 0.2778 0.2376 0.3192 0.2737 0.2292 0.2449 0.4122 0.3684 0.3091 0.3093 0.3178
CarChs2 0.3793 0.3853 0.2745 0.2718 0.2308 0.2264 0.4029 0.4262 0.3220 0.3619 0.4522
BanTablA 0.7706 | 0.4510| 0.4272| 0.4231| 0.4151| 0.3453| 0.3443| 0.3559| 0.3048| 0.3130
BanTab1B 0.7706 0.5263 | 0.4792| 0.5155| 0.4849| 0.3485| 0.3826| 0.4144| 0.2653| 0.3519
BanTab2 0.4510 0.5263 0.8315| 0.7111] 0.7391| 0.2880| 0.3519| 0.3462| 0.2857| 0.2772
BanTab3 0.4272 0.4792 | 0.8315 0.7033 | 0.7742| 0.2540| 0.3303| 0.2857 | 0.2609| 0.2549
BanTab4 0.4231 0.5155| 0.7111| 0.7033 0.7872| 0.3150| 0.3636| 0.3774| 0.2581| 0.3495
BanChs5 0.4151 0.4849 | 0.7391| 0.7742| 0.7872 0.2636 | 0.3214| 0.3333| 0.2737| 0.2857
BanVer6 0.3453 0.3485| 0.2880| 0.2540| 0.3150| 0.2636 0.7035 | 0.5106| 0.5625| 0.4928
BanCol7 0.3443 0.3826 | 0.3519| 0.3303| 0.3636| 0.3214| 0.7035 0.5807 | 0.6667 | 0.4793
PitVerl 0.3559 0.4144 | 0.3462 | 0.2857| 0.3774| 0.3333| 0.5106| 0.5807 0.5234 | 0.4957
PitVer2A 0.3048 0.2653 | 0.2857 | 0.2609 | 0.2581| 0.2737| 0.5625| 0.6667 | 0.5234 0.5385
PitVer2B 0.3130 0.3519| 0.2772| 0.2549| 0.3495| 0.2857| 0.4928 | 0.4793 | 0.4957| 0.5385
GuaNay1 0.4380 0.4308 | 0.3577| 0.3710| 0.3680| 0.4095| 0.5000| 0.4476 | 0.4460| 0.3968| 0.3971
GuaNay2 0.4071 0.3774| 0.2626| 0.2600| 0.2772| 0.3301| 0.4412| 0.4034| 0.4000| 0.4510| 0.4107
MarVer1lA 0.3019 0.2828 | 0.1739| 0.2151| 0.2340| 0.2708| 0.3566 | 0.3929 | 0.3519| 0.4211| 0.3048
MarVer1B 0.2602 0.3103| 0.1835| 0.2000| 0.2162| 0.2478| 0.5206 | 0.4496 | 0.3840| 0.3571| 0.3934
MnkGro2B 0.2202 0.2549 | 0.2316| 0.1875| 0.2268| 0.2626| 0.4849 | 0.5044 | 0.3964 | 0.3674| 0.4444
MnkGro2D 0.2632 0.2991| 0.2800| 0.2772| 0.3333| 0.3077| 0.3942| 0.4000 | 0.4483| 0.3495| 0.3717
MnmSin3A 0.3934 0.4000 | 0.3333| 0.3303| 0.3455| 0.3036| 0.4000| 0.3750 | 0.3226| 0.3063| 0.3306
MnmSin3B 0.3063 0.3462 | 0.2062 | 0.1837| 0.2626| 0.2574| 0.4179| 0.3761| 0.3894| 0.4200| 0.2727
MnmSin3C 0.2424 0.2391| 0.2118| 0.1861| 0.2759| 0.2697| 0.3279| 0.3429 | 0.2970| 0.3409| 0.2653
MnmGro4 0.3333 0.3178| 0.2600| 0.2574| 0.2941| 0.3077| 0.4088 | 0.4000 | 0.3448 | 0.4466| 0.3363
MnaGro5 0.3382 0.2946| 0.2131| 0.2439| 0.3065| 0.2540| 0.4277 | 0.3521| 0.3478| 0.3360| 0.2815
MncVeré 0.3680 0.3220| 0.2703| 0.2679| 0.3186| 0.3304| 0.4730| 0.3817 | 0.3780| 0.4035| 0.4032
AgfSin1A 0.4037 0.3137| 0.2105| 0.2083| 0.2474| 0.2222| 0.3485| 0.2957 | 0.3423| 0.3674| 0.4074
AgfSin1B 0.4112 0.3200| 0.2796| 0.2766| 0.2316| 0.2474| 0.2769 | 0.2832| 0.3303| 0.2917| 0.3585
AgfNay2 0.3455 0.3495| 0.1875| 0.1856| 0.2857 | 0.2400| 0.3609 | 0.2759 | 0.3750| 0.3232| 0.3853
AghMic3A 0.3269 0.3299| 0.1556| 0.1539| 0.2391| 0.1915| 0.3937| 0.3091| 0.3774| 0.3441| 0.3495
AghMic3B 0.2826 0.2824| 0.3077| 0.2532| 0.2500| 0.2927| 0.2783| 0.3265| 0.2979| 0.2716| 0.2637
AghMic4 0.2642 0.2424| 0.3261| 0.3441| 0.2340| 0.3542| 0.3721| 0.3393 | 0.3333| 0.2947 | 0.2667
LimVerl 0.2879 0.2880| 0.3051| 0.3193| 0.2167| 0.2951| 0.4258 | 0.3913 | 0.3284| 0.3306 | 0.3206
LimCol2 0.3623 0.3664 | 0.2903 | 0.3200| 0.2381| 0.2656| 0.4721| 0.4306 | 0.3714| 0.3622| 0.3650
LipOax3 0.3967 0.3684 | 0.3551| 0.3333| 0.3303| 0.3604| 0.3889 | 0.3780| 0.3577| 0.4182| 0.3333
NarOax1 0.3944 0.3407 | 0.2656| 0.2791| 0.2615| 0.2576| 0.4606 | 0.4054 | 0.2778| 0.3970| 0.3546
NarOax2 0.3704 0.4158 | 0.4043| 0.4421| 0.3542| 0.4082| 0.3359| 0.3684| 0.3636| 0.3093| 0.3738
GrcPuelB 0.4370 0.4286| 0.3429| 0.3396| 0.3551| 0.3670| 0.3521| 0.3520 | 0.3967 | 0.2593| 0.3220
GrcPuelC 0.3148 0.2574| 0.3617| 0.4000| 0.3333| 0.4082| 0.3053| 0.2807 | 0.3455| 0.2268| 0.3178
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Cuadro 12. Continuacion.

GuaNayl | GuaNay2 | MarVerlA | MarVerlB | MnkGro2B | MnkGro2D | MnmSin3A | MnmSin3B | MnmSin3C | MnmGro4
PapOax1 0.3677 0.3571 0.3238 0.2951 0.3333 0.3540 0.2975 0.3636 0.3265 0.3363
PapOax2 0.3750 0.3077 0.2680 0.3684 0.3600 0.3048 0.3894 0.2745 0.2667 0.3429
PapTab3 0.2906 0.3441 0.1628 0.1942 0.3820 0.3617 0.3529 0.3297 0.3544 0.2553
PapVer4 0.4511 0.3486 0.2745 0.3529 0.3810 0.3455 0.3220 0.3551 0.3158 0.2909
PapGro5 0.3846 0.3019 0.3030 0.3103 0.3726 0.3365 0.2609 0.2692 0.3044 0.2243
PapMic6 0.3134 0.3636 0.3107 0.4167 0.3962 0.3243 0.4034 0.3704 0.2917 0.3964
CarVerlA 0.3636 0.3698 0.2143 0.3721 0.4000 0.3000 0.3438 0.2906 0.2667 0.3500
CarVerlB 0.3478 0.3333 0.2056 0.3387 0.4364 0.3304 0.3089 0.2143 0.2000 0.3478
CarVerlC 0.3577 0.2424 0.2609 0.3119 0.3158 0.2600 0.2593 0.2268 0.3059 0.3200
CarVerlD 0.4186 0.2286 0.2449 0.3304 0.2970 0.2453 0.3158 0.2524 0.3077 0.3396
CarChs2 0.3066 0.3540 0.3208 0.4065 0.3486 0.3333 0.3607 0.2703 0.2626 0.3684
BanTablA 0.4380 0.4071 0.3019 0.2602 0.2202 0.2632 0.3934 0.3063 0.2424 0.3333
BanTab1B 0.4308 0.3774 0.2828 0.3103 0.2549 0.2991 0.4000 0.3462 0.2391 0.3178
BanTab2 0.3577 0.2626 0.1739 0.1835 0.2316 0.2800 0.3333 0.2062 0.2118 0.2600
BanTab3 0.3710 0.2600 0.2151 0.2000 0.1875 0.2772 0.3303 0.1837 0.1861 0.2574
BanTab4 0.3680 0.2772 0.2340 0.2162 0.2268 0.3333 0.3455 0.2626 0.2759 0.2941
BanChs5 0.4095 0.3301 0.2708 0.2478 0.2626 0.3077 0.3036 0.2574 0.2697 0.3077
BanVer6 0.5000 0.4412 0.3566 0.5206 0.4849 0.3942 0.4000 0.4179 0.3279 0.4088
BanCol7 0.4476 0.4034 0.3929 0.4496 0.5044 0.4000 0.3750 0.3761 0.3429 0.4000
PitVerl 0.4460 0.4000 0.3519 0.3840 0.3964 0.4483 0.3226 0.3894 0.2970 0.3448
PitVer2A 0.3968 0.4510 0.4211 0.3571 0.3674 0.3495 0.3063 0.4200 0.3409 0.4466
PitVer2B 0.3971 0.