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CARACTERIZACION FENOTIPICA, MOLECULAR, PATOGENICA Y
SENSIBILIDAD A FUNGICIDAS DE AISLADOS DE Colletotrichum spp. CAUSANTES
DE LA ANTRACNOSIS DEL MANGO EN MEXICO

Juan Manuel Tovar Pedraza, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2014

La antracnosis, causada por Colletotrichum spp., es la enfermedad pre- y postcosecha mas importante del
mango a nivel mundial y es controlada principalmente mediante el uso de fungicidas pertenecientes a las
clases metil-benzimidazol-carbamatos (MBC), inhibidores externos de la quinona (Qol) e inhibidores de
la demetilacion (DMI). En México, esta enfermedad se ha asociado Gnicamente a C. gloeosporioides y C.
asianum. En este estudio, se utilizd caracterizacion fenotipica, patogénica y andlisis de secuencias
Apn2/MAT IGS para identificar a las especies de Colletotrichum responsables de causar la antracnosis del
mango en México. Adicionalmente, se determind la sensibilidad in vitro a fungicidas MBC (benomil y
carbendazim), Qol (azoxystrobin y kresoxim-metil) y se estimé la sensibilidad base al procloraz (DMI),
en 100 aislados Colletotrichum colectados de 2010 a 2013 en huertos comerciales de mango distribuidos
en los principales estados productores de México. La caracterizacion morfoldgica y cultural indico que
todos los aislados pertenecieron al complejo de especies de Colletotrichum gloeosporioides. El analisis
filogenético reveld que C. dianesei, C. asianum, C. tropicale y C. fructicola son las especies asociadas a
esta enfermedad. Asi mismo, las pruebas de patogenicidad en frutos de mango mostraron que todos los
aislados indujeron la enfermedad. Los aislados presentaron valores de concentracion efectiva a la cual se
inhibe 50% del crecimiento micelial (CEsq) que variaron de 0.1123 a 0.3543, de 0.0880 a 0.1792, de
0.0016 a >1000, de 0.0335 a >1000 y de 0.0048 a 0.0851 pg mL* para benomil, carbendazim,
azoxystrobin, kresoxim-metil y procloraz, respectivamente. Estos resultados mostraron alta sensibilidad a
fungicidas MBC y DMI en especies de Colletotrichum causantes de la antracnosis del mango en Mexico.
Sin embargo, se detectd la existencia de aislados altamente resistentes a fungicidas Qol en huertos de
mango de México. Los datos determinados en este estudio permitiran monitorear variaciones posteriores

en la sensibilidad de poblaciones de Colletotrichum de mango a fungicidas MBC, Qol y DMI.

Palabras clave: Mangifera indica, Colletotrichum, Apn2/Mat IGS, fungicidas, resistencia.



PHENOTYPIC, MOLECULAR, AND PATHOGENIC CHARACTERIZATION AND
FUNGICIDE SENSITIVITY OF Colletotrichum SPECIES CAUSING MANGO
ANTHRACNOSE IN MEXICO

Juan Manuel Tovar Pedraza, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2014

Anthracnose, caused by Colletotrichum spp., is the most important pre- and postharvest disease of mango
worldwide and is controlled primarily by fungicides belonging to Methyl Benzimidazole Carbamates
(MBC), Quinone outside inhibitors (Qol) and Demethylation inhibitors (DMI) classes. In Mexico, only
C. gloeosporioides and C.asianum have previously been associated to this disease. In this study,
phenotypic and pathogenic characterizations as well as Apn2/MAT IGS sequence-data were used to
identify the Colletotrichum species causing mango anthracnose in Mexico. During the years 2010-2013, a
total of 100 Colletotrichum isolates were obtained from mango tissues with anthracnose symptoms across
the major mango production areas in Mexico. All isolates were screened for sensitivity to MBC (benomyl
and carbendazim) and Qol (azoxystrobin and kresoxim-methyl) fungicides and tested to determine their
baseline sensitivity to prochloraz. Isolates were tested using an in vitro assay to determine the effective
fungicide concentration at which 50% of mycelial growth was inhibited (ECso) for each isolate-fungicide
combination. Based on morphological and cultural characteristics, all isolates were identified in the C.
gloeosporioides species complex. While, the phylogenetic analysis generated from Apn2/MAT IGS
sequences revealed that C. dianesei, C. asianum, C. tropicale and C. fructicola were associated with
symptoms of mango anthracnose. Pathogenicity tests on mango fruits showed that all isolates from this
study could induce anthracnose lesions. ECso values ranged from 0.1123 to 0.3543, 0.0880 to 0.1792,
0.0016 to >1000, 0.0335 to >1000 and from 0.0048 to 0.0851 pg mL? for benomyl, carbendazim,
azoxystrobin, kresoxim-methyl and prochloraz, respectively. Our results revealed the existence in Mexico
of species of Colletotrichum from mango that are highly sensitive to benomyl, carbendazim and
prochloraz. Also, we determined the presence of resistance to Qol fungicides in species of Colletotrichum
from mango in Mexico. The data obtained here will serve to monitor future variations in sensitivities of

Colletotrichum populations from mango to MBC, Qol and DMI fungicides.

Keywords: Mangifera indica, Colletotrichum, Apn2/Mat 1GS, fungicides, resistance.
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INTRODUCCION GENERAL

El mango (Mangifera indica L.) es uno de los cinco cultivos econémicamente mas
importantes a nivel mundial, y se produce en paises del tropico y subtrépico (Mukherjee y Litz,
2009; Paull y Duarte, 2011). Durante el periodo 2000-2010, México se colocé como el cuarto
mayor productor y el principal exportador de mangos en el mundo (FAOSTAT, 2010). En
México, la produccion de mango se distribuye en 23 estados, sin embargo, més de 97% de la
produccion se concentra en 10 estados (Campeche, Chiapas, Colima, Guerrero, Jalisco,
Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa y Veracruz) (SIAP, 2013).

La antracnosis, causada por Colletotrichum spp., es la enfermedad més importante del
mango en casi todas las areas de produccion de este frutal, debido a que esta ocasiona dafios en
hojas, ramas, paniculas y frutos (Arauz, 2000; Ploetz, 2003; Ploetz y Freeman, 2009; Paull y
Duarte, 2011). Cuando la inflorescencia se infecta, la produccion se reduce de manera dréstica.
La enfermedad se encuentra como infeccion quiescente en frutos inmaduros y desde el punto de
vista econémico, el dafio que induce es significativo en la etapa de postcosecha (Prusky et al.,
2009). Asi mismo, la incidencia de la enfermedad puede llegar casi a 100% en frutos producidos
en areas con alta humedad durante el periodo de floracion, en particular en huertos de mango con
manejo deficiente (Arauz, 2000; Ploetz y Freeman, 2009).

Los sintomas de antracnosis en huertos de mango se pueden observar en hojas, ramas,
paniculas y frutos. En hojas, las lesiones son irregulares, necroticas, frecuentemente rodeadas por
halos clordticos y no delimitadas por las nervaduras. Las lesiones pueden coalecer y formar
largas areas necrdticas, especialmente a lo largo de los margenes. Bajo condiciones favorables se
pueden formar sobre las lesiones cuerpos fructiferos (acérvulos) del patdgeno de color salmén a

naranja. En ramas, los sintomas comienzan a manera de lesiones necroticas pequefias oval-



alargadas que se expanden y coalecen con el avance del tiempo. En infecciones severas, el hongo
puede invadir ramas y causar muerte descendente. En paniculas, las flores presentan pequefios
puntos negros que se amplian gradualmente y se unen hasta causar tizon de flores. Los frutos
pueden ser afectados en cualquier estado de su desarrollo. En tanto, la infeccién severa de frutos
jovenes se presenta a manera de momificacion. Mientras que las infecciones en frutos mas
grandes permanecen latentes hasta que los frutos maduran, y la enfermedad se observa con la
aparicion de lesiones negras, irregulares y hundidas en la superficie de los frutos (Arauz, 2000;
Ploetz, 2003; Prakash, 2004; Prusky et al., 2009; Ploetz y Freeman, 2009).

La identificacion apropiada de la especie del fitopatdgeno es critica para entender la
epidemiologia y el desarrollo de medidas efectivas de control de estas enfermedades (Cai et al.,
2009). La circunscripcion e identificacion de especies de Colletotrichum se habia basado
historicamente en el rango de hospedantes, sintomas de la infeccién sobre hospedantes
particulares, ademas de un conjunto de caracteres morfologicos (Hyde et al., 2009 a, b). Sin
embargo, el uso de caracteres taxondmicos convencionales en Colletotrichum ha sido
problematico y ha fallado para identificar a las diversas especies cripticas que presenta este
género de hongo fitopatdgeno, por lo que las herramientas moleculares se han empleado para
inferir las relaciones evolutivas de las especies de Colletotrichum (Hyde et al., 2009 a, b;
Phoulivong et al., 2010; Rojas et al., 2010; Damm et al., 2012 a, b; Cannon et al., 2012).

De acuerdo con algunos estudios previos, la taxonomia de especies de Colletotrichum
asociadas a tejidos de mango se habia clarificado por la adopcidon de analisis filogenéticos multi-
locus en conjunto con caracterizacion fenotipica. De esta manera se reporto a diferentes especies
cripticas, pertenecientes a los complejos gloeosporioides (C. asianum, C. gloeosporioides, C.
tropicale, C. fructicola, C. dianesei, C. siamense, C. endomangiferae) (Phoulivong et al., 2010;

Weir et al., 2012; Lima et al., 2013; Honger et al., 2014; Udayanga et al., 2013; James et al.,
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2014) acutatum (C. fioriniae y C. simmondsii) (Damm et al., 2012b) y boninense (C. karstii)
(Damm et al., 2012a; Lima et al., 2013). Asi mismo, en estudios realizados por Sharma et al.
(2013), Vieira et al. (2014) y Sharma et al. (2014), con aislados de Colletotrichum obtenidos de
tejidos de mango, se concluyd que los datos de la secuencia del locus Apn2/MAT IGS
proporcionan una mejor resolucion filogenética de la diversidad de clados terminales, comparada
con los seis genes concatenados (ACT, TUB2, CAL, CHS, GAPDH, ITS) para identificar
especies pertenecientes al complejo C. gloeosporioides.

En el caso de México, la antracnosis del mango se habia atribuido exclusivamente a C.
gloeosporioides (Gutiérrez-Alonso et al., 2003; Rojas-Martinez et al., 2008). Sin embargo, en un
estudio reciente realizado por Honger et al. (2014), se determind, mediante analisis filogenético
multilocus, que C. asianum se encuentra asociado a la antracnosis del mango en este pais.

Entre las herramientas basicas para el manejo de la antracnosis del mango en condiciones
de campo se encuentran los fungicidas sistémicos pertenecientes a las clases metil-benzimidazol-
carbamatos (MBC) e inhibidores externos de la quinona (Qol), asi como fungicidas de contacto
de la clase de los ditiocarbamatos y derivados de cobre (McMillan, 1984; Ploetz, 2003; Akem,
2006; Prusky et al., 2009; Pandey et al., 2012; Diedhiou et al., 2014).

Los fungicidas sistémicos pertenecientes a la clase MBC estan representados
principalmente por benomil, carbendazim, tiabendazol y tiofanato-metil. EI modo de accién de
estos se basa en inhibir la producciéon de microtibulos, mediante su union a las subunidades
heterodiméricas de la molécula tubulina (Peres et al., 2004). La resistencia a fungicidas MBC se
asocia a cambios en la secuencia de aminoacidos ocasionados por mutaciones en los codones 6,
50, 167, 198, 200 y 240 del gen B-tubulina (Ma y Michailides, 2005). Existen diversos reportes
de hongos fitopatdgenos que los han sefialado como resistentes a fungicidas MBC. En el caso de

aislados de Colletotrichum spp. de mango, el control de la antracnosis ha sido irregular en
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algunos huertos comerciales, en donde continuamente se han aplicado fungicidas MBC, esto
debido a la expresion de resistencia por parte del patégeno, como se reportd en EE.UU.
(Spalding, 1982), Tailandia (Farungsang y Farungsang, 1992; Nalumpang et al.,, 2010;
Kongtragoul et al., 2011), Sudafrica (Sanders et al., 2000), India (Kumar et al., 2007) y China
(Xu et al., 2004; Zhan et al., 2005; Yang et al., 2008; Zhang et al., 2013).

El procloraz es un fungicida DMI-imidazol, sistémico local con actividad erradicante y su
modo de accién se basa en la inhibicion de la ruta de la biosintesis del ergoesterol (Ma y
Michailides, 2005). Este fungicida se ha usado como un protectante o erradicante (Estrada et al.,
1996), ademas de utilizarse en combinacidn con agua caliente como un tratamiento postcosecha,
en frutos de mango con destino final a paises de la Union Europea (Arauz, 2000; Oosthuyse,
2000; Dang et al., 2008; Prusky et al., 2009; Swart et al., 2009). Segin Arauz (2000), la
efectividad de este fungicida bajo condiciones de campo puede variar de 65 a 94%, con una alta 'y
moderada presion de la enfermedad, respectivamente. En Taiwan, la frecuencia de aplicaciones
de procloraz por ciclo varia de 1 a 16, dependiendo de la incidencia de la enfermedad (Kuo,
2001). En contraste, en México, los fungicidas DMI practicamente no se usan para el control de
esta enfermedad en campo.

Actualmente, la resistencia a fungicidas Qol se ha reportado en al menos tres géneros de
oomicetes y 27 géneros de hongos (FRAC, 2012), incluyendo especies de Colletotrichum como
C. cereale, en pastos de golf, en Japon (Avila-Adame et al., 2003) y EE.UU. (Wong et al., 2007,
Mitkowski et al., 2009; Young et al., 2010), ademas de C. gloeosporioides en fresa en Japon
(Inada et al., 2008). En el caso de aislados de C. gloeosporioides de mango, se ha reportado la
presencia de aislados resistentes a fungicidas Qol en huertos comerciales de China (Zhang et al.,

2013).



Objetivos generales
1) Determinar la diversidad de especies de Colletotrichum causantes de la antracnosis del
mango en México, mediante caracterizacion fenotipica, pruebas de patogenicidad y
analisis de secuencias Apn2/MAT IGS.
2) Estimar la sensibilidad a los fungicidas benomil, carbendazim, azoxystrobin y
kresoxim-metil, en poblaciones de Colletotrichum spp. obtenidas de mango, asi como

establecer los valores de linea base de la sensibilidad al fungicida procloraz.

Objetivos especificos

1) Identificar las especies de Colletotrichum asociadas a tejidos de mango con sintomas
de antracnosis, mediante la combinacion de caracterizacion morfoldgica, cultural y
analisis de secuencias Apn2/MAT IGS.

2) Determinar las especies de Colletotrichum causantes de la antracnosis del mango en
México, mediante la realizacion de pruebas de patogenicidad en frutos.

3) Estimar los valores de sensibilidad a benomil y carbendazim en aislados de
Colletotrichum spp. con historial de aplicaciones en campo de estos fungicidas.

4) Establecer los valores de linea base de la sensibilidad al fungicida procloraz en
aislados de Colletotrichum spp. que no se han expuesto a este fungicida o cualquier
otro fungicida perteneciente a la clase de los inhibidores de la demetilacion.

5) Determinar la distribucién de la sensibilidad base a azoxystrobin y kresoxim-metil,
mediante prueba de inhibicion del crecimiento micelial, en poblaciones de campo de
aislados de Colletotrichum spp. de mango y determinar si se presenta resistencia a
azoxystrobin y kresoxim-metil, en aislados de campo del complejo C. gloeosporioides

de huertos de mango en México.



REVISION DE LITERATURA

Origen y distribucién del mango (Mangifera indica L.)

El mango (Mangifera indica L.) es originario de la India y Asia Sudoriental, donde este
frutal se ha cultivado por mas de 4000 afios. Probablemente, los comerciantes indios y sacerdotes
budistas introdujeron el mango a Malasia y otros paises de Asia oriental, durante el cuarto o
quinto siglo A. C., y a Filipinas, entre 1400 y 1450 D.C. Los portugueses fueron los primeros
europeos en establecer rutas comerciales con la India y transportaron el mango hacia el este de
Africa (Mozambique y Angola) y Brasil. Mientras que comerciantes espafioles tomaron el mango
de Filipinas y lo llevaron a la costa oeste de México, antes de que los ingleses llegaran a las islas
de Hawai, en 1778. Por lo que este frutal fue introducido a Hawai proveniente de la costa oeste
de Meéxico, entre 1800 y 1820, por el horticultor espafiol Don Francisco de Paula Marin.
Aparentemente, los mangos que se introdujeron a Brasil se extendieron a Barbados y otras islas
de la zona del Caribe (Mukherjee y Litz, 2009; Paull y Duarte, 2011). En la actualidad, el mango
se cultiva en todas las zonas tropicales, asi como muchas regiones subtropicales del mundo, lo
que demuestra su amplia adaptabilidad a un diverso rango de suelos, climas y altitudes, y
desempefia un papel vital en la dieta de millones de personas en las regiones tropicales de Africa,
América y Asia, en donde el consumo local es elevado (Prakash, 2004; Mukherjee y Litz, 2009;

Paull y Duarte, 2011).



Importancia del mango

El cultivo del mango ocupa el quinto lugar en el mundo después la banana, vid, manzana
y naranja, entre los frutales mas importantes en cuanto a la produccidn total (FAOSTAT, 2010).

En Meéxico, la produccion de mango se distribuye en 23 estados, sin embargo, mas de
97% de la produccién se concentra en solo 10 (Guerrero, Nayarit, Chiapas, Oaxaca, Sinaloa,
Michoacéan, Veracruz, Jalisco, Colima y Campeche) (SIAP, 2013). Es importante sefialar que
entre 2002 y 2008 la superficie total de mango en México se incrementd en 106%, pero en los
principales cultivares fue de 246, 565, 159, 283, 110 y 345% para ‘Ataulfo’, ‘Haden’, ‘Keitt’,
‘Kent’, ‘Manila’ y ‘Tommy Atkins’, respectivamente. Lo anterior, consider6 un rendimiento
promedio nacional de 10 t ha!, dado que la demanda se ha atendido aumentando la superficie

cultivada y no el rendimiento (Villegas-Monter y Mora-Aguilera, 2011).

Paises productores y exportadores de mango

En 2010, los mayores productores de mango fueron la India, China, Tailandia, Pakistan y
México, con 16.3, 4.3, 2.5, 1.7, y 1.6 millones de toneladas, respectivamente. Mientras que los
principales paises exportadores, en orden de importancia, fueron México, India y Brasil. En el
caso de México, este exportd casi 20% de su produccién (270000 t) principalmente a EE. UU.

(FAOSTAT, 2010).



Enfermedades del mango

El mango es afectado por varias enfermedades, durante todas las etapas de su desarrollo,
desde la planta en vivero hasta el almacenamiento de la fruta o transporte. Las enfermedades en
campo tienen como resultado la pérdida de la cosecha, mientras que las enfermedades en
postcosecha estan ligadas con pérdidas en la exportacion y en mercado interno. Cualquier 6rgano
de la planta es susceptible a ser infectado; tallos, ramas, raices, hojas, flores y frutas son
afectados por varias enfermedades que se manifiestan con sintomas de pudricion, muerte
descendente, tizon, necrosis, rofia, cenicilla, mancha foliar, marchitez, cancros, fumagina,
malformaciones y desérdenes de etiologia desconocida. Algunas de estas enfermedades han
Ilegado a ser el principal factor limitante en la produccion del cultivo del mango (Prakash, 2004).
Aunqgue la mayor parte de estas enfermedades son causadas por hongos, también existen otros
patdégenos importantes, como son algas y bacterias. Sin embargo, no se conoce ninguna

enfermedad del mango causada por fitoplasma, protozoarios, viroide o virus (Ploetz, 2003).

Enfermedades del mango causadas por bacterias

Las enfermedades causadas por bacterias que se ha reportado que inducen dafios
importantes en el cultivo del mango son: necrosis apical o mancha negra bacteriana
(Pseudomonas syringae pv. syringae) (Gagnevin y Pruvost, 2001), cancro bacteriano
(Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae (Ah-You et al., 2007), pudricion bacteriana del

fruto y tronco (Erwinia mangiferae y Erwinia carotovora) (Steyn et al., 1974).



Enfermedades del mango causadas por nematodos

El declinamiento de arboles de mango debido a nematodos se ha reportado en varias
regiones del mundo (Anita y Chaubey, 2003). Las infestaciones ocurren en areas con
temperaturas calidas y donde predominan los suelos himedos y arenosos Las principales especies
de nematodos que se han asociado a muestras de suelo y raices de mango son: Helicotylenchus
dihystera, Quinisulcius acutus, Rotylenchulus reniformis, Rotylenchulus macrodoratus,
Criconemella sphaerocephala, Pratylenchus brachyurus, Xiphinema americanum, Xiphinema
brevicolle, Macroposthonia xenoplax, Meloidogyne incognita y Hoplolaimus pararobustus. Sin
embargo, solo Hemicriconemoides mangiferae se ha reportado como patégeno serio (Ploetz et
al., 1994). Por otra parte, altas poblaciones de R. reniformis se han encontrado en muestras de
mango, pero ninguna correlacion se ha mostrado entre su densidad y la salud del arbol (Ploetz,

2003).

Enfermedades del mango causadas por algas y liquenes

La “roya roja” causada por una alga parasitica (Cephaleuros virescens) (sin. C. parasiticus,
C. mycoidea) se ha reportado en Sri Lanka, EE.UU. (Florida), Bangladesh, Sudéafrica y Brasil
(Lim y Khoo, 1985). Ademas, se han encontrado liquenes en &rboles grandes, en tronco, ramas y
ramitas, en areas donde prevalece una elevada humedad, riegos pesados y huertos con manejo
agronémico deficiente. Estos organismos no causan un dafio directo al arbol, pero dan una mala

apariencia (Ploetz, 2003).



Enfermedades del mango causadas por hongos y ommicetes

Existen varias enfermedades en mango inducidas por hongos y oomicetes que se ha
reportado que causan sintomas severos y reducion en la calidad y cantidad de la produccién en
condiciones de pre y postcosecha (Ploetz, 2003). Algunas de las enfermedades mas comunes en
precosecha son: antracnosis (Colletotrichum spp.), cenicilla (Pseudoidium anacardii), escoba de
bruja o malformaciéon (Fusarium spp.), muerte descendente (especies de Botryosphaeriaceae),
rofia (Denticularia mangiferae), mancha plateada (Pestalotiopsis mangiferae), secadera
(Ceratocystis fimbriata), marchitez (Verticillium albo-atrum), mancha negra (Alternaria spp.),
tizon negro (Meliola spp.), mancha foliar oval (Phoma spp.) pudricion de raiz y gomosis
(Phytophthora spp.), y marchitez de plantulas (Pythium spp. y Rhizoctonia solani). Mientras que,
las enfermedades méas importantes del mango en condiciones de postcosecha son: antracnosis
(Colletotrichum spp.), pudricién del pedunculo (especies de la familia Botryosphaeriaceae) y
pudricion del fruto (Alternaria spp.) (Ploetz et al., 1994; Ploetz, 2003, Prakash, 2004; Prusky et

al., 2009; Ploetz y Freeman, 2009).

Las principales enfermedades que afectan la produccién del cultivo de mango en México
son escoba de bruja, antracnosis, cenicilla y muerte descendente (Figura 1). Los dafios que estas
enfermedades originan dependen de las condiciones climaticas presentes en cada ciclo del
cultivo; si estas son adecuadas para los patdgenos, las enfermedades pueden ser muy destructivas

(Mora-Aguilera et al., 1998).
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Figura 1. Sintomas y signos de las principales enfermedades fungicas del mango
(Mangifera indica L.) en México. (A-C) Antracnosis (Colletotrichum spp.). (D-E) Cenicilla
(Pseudoidium anacardii). (F-G) Malformacién o escoba de bruja (Fusarium spp.). (H-J)
Muerte descendente y pudricion de pedinculo (especies de Botryosphaeriaceae).
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Importancia y distribucion de la antracnosis

La antracnosis, causada por Colletotrichum spp. es la enfermedad méas importante del
mango, en casi todas las areas de produccion de este frutal, debido a que esta enfermedad
ocasiona dafios en hojas, ramitas, paniculas y frutos (Arauz, 2000; Ploetz, 2003; Ploetz y
Freeman, 2009; Paull y Duarte, 2011). En los casos en las que la inflorescencia es infectada, la
produccion se reduce drésticamente. La enfermedad se encuentra como infeccion quiescente en
frutos inmaduros y el dafio que induce es significante econdmicamente, en la etapa de
postcosecha (Prusky et al., 2009). Asi mismo, la incidencia de la enfermedad puede llegar casi a
100% en frutos producidos en areas con alta humedad, durante el periodo de floracién, y en
particular, en huertos de mango con manejo deficiente (Arauz, 2000; Prusky et al., 2009; Ploetz y
Freeman, 2009).

La distribucion de la antracnosis del mango en el mundo es amplia y se presenta en todas
las &reas donde se cultiva este frutal, aunque su importancia varia, dependiendo de cada pais. En
México, se encuentra distribuida en todos los estados productores de mango, causando dafios
severos en floracion, fructificacion y postcosecha; llega a ocasionar pérdidas que varian de 15 a

50% (Rojas-Martinez et al., 2008).

Sintomas de la antracnosis

Los sintomas de antracnosis en huertos de mango se observan en hojas, ramas, paniculas y
frutos. En hojas, las lesiones son irregulares, necroticas, con frecuencias rodeadas por halos
cloréticos y no delimitadas por las nervaduras. Las lesiones pueden coalecer y formar largas areas

necroticas, en especial a lo largo de los margenes. Bajo condiciones favorables se pueden formar,
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sobre las lesiones, cuerpos fructiferos (acérvulos) del patogeno de color salmon a naranja. En
ramas, los sintomas comienzan a manera de lesiones necréticas pequefias oval-alargadas, que se
expanden y coalecen con el avance del tiempo. En infecciones severas, el hongo puede invadir
ramas y causar muerte descendente. Lesiones pequefias circulares, de color café oscuro a negro,
se pueden desarrollar sobre paniculas y pedunculos. En paniculas, las flores presentan pequefios
puntos negros que se amplian gradualmente y se unen hasta causar tizon de flores. En pedicelos y
pedunculos se observan pequefias manchas oscuras y circulares. Los frutos pueden ser afectados
en cualquier estado de su desarrollo. En tanto, la infeccion severa de frutos jovenes se presenta a
manera de momificacion, mientras que las infecciones en frutos mas grandes permanecen
latentes, hasta que los frutos maduran, y la enfermedad se observa con la apariciéon de lesiones
negras, irregulares y hundidas en la superficie de los frutos (Arauz, 2000; Ploetz, 2003; Prakash,

2004; Prusky et al., 2009; Ploetz y Freeman, 2009).

Agente causal de la antracnosis

La circunscripcion e identificacion de especies de Colletotrichum se habia basado
historicamente en el rango de hospedantes, sintomas de la infeccién sobre hospedantes
particulares, ademas de un conjunto de caracteres morfolégicos (Hyde et al., 2009 a, b). Estudios
de identificacion basados solo en caracterizacion morfolégica y cultural indicaron que las
especies de Colletotrichum que se ha reportado que infectan a mango son: C. gloeosporioides
(Cook, 1975; Snowdon, 1990; Ploetz, 2003), C. gloeosporioides var. minor (Simmonds, 1965),
C. acutatum (Fitzell, 1979; Taba et al., 2004) y C. boninense (Afanador-Kafuri et al., 2003). Sin
embargo, el uso de caracteres taxondmicos convencionales en Colletotrichum ha sido

problematico y ha fallado para identificar a las diversas especies cripticas que presenta este
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género de hongo fitopatdgeno, por lo que las herramientas moleculares se han empleado para
inferir las relaciones evolutivas de las especies de Colletotrichum (Hyde et al., 2009 a, b;

Phoulivong et al., 2010; Rojas et al., 2010; Damm et al., 2012 a, b; Cannon et al., 2012).

De acuerdo con algunos estudios previos, la taxonomia de especies de Colletotrichum
asociadas a tejidos de mango, se habia clarificado por la adopcion de analisis filogenéticos multi-
locus, en conjunto con caracterizacion fenotipica, reportando a diferentes especies cripticas
pertenecientes a los complejos gloeosporioides (C. asianum, C. gloeosporioides, C. tropicale, C.
fructicola, C. dianesei, C. siamense, C. endomangiferae) (Phoulivong et al., 2010; Weir et al.,
2012; Lima et al., 2013; Honger et al., 2014; Udayanga et al., 2013; James et al., 2014) acutatum
(C. fioriniae y C. simmondsii) (Damm et al., 2012b) y boninense (C. karstii) (Damm et al.,
2012a; Lima et al., 2013). Asi mismo, en estudios realizados por Sharma et al. (2013), Vieira et
al. (2014) y Sharma et al. (2014), con aislados de Colletotrichum obtenidos de tejidos de mango,
se concluyo que los datos de la secuencia del locus Apn2/MAT IGS proporcionan una mejor
resolucion filogenética de la diversidad de clados terminales comparada con los seis genes
concatenados (ACT, TUB2, CAL, CHS, GAPDH, ITS) para identificar especies pertenecientes al
complejo C. gloeosporioides.

En el caso de México, la antracnosis del mango se habia atribuido exclusivamente a C.
gloeosporioides (Gutiérrez-Alonso et al., 2003; Rojas-Martinez et al., 2008). Sin embargo, en un
estudio reciente, realizado por Honger et al. (2014), se determind mediante analisis filogenético

multilocus, que C. asianum se encuentra asociado a la antracnosis del mango en este pais.
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Condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad

La alta humedad relativa constituye uno de los factores primarios en la dispersion y
desarrollo de la enfermedad. Los conidios producidos en ramas terminales, inflorescencias
momificadas, brécteas florales y hojas son la principal fuente de inoculo (Fitzell y Peak, 1984;
Dodd et al., 1991; Arauz, 2000) y se producen abundantemente donde existen superficies
mojadas, aunque también a humedades relativas mayores de 90%. Los conidios se dispersan a
través del salpique de agua de lluvia hacia otras hojas y flores, donde estos causan infecciones
secundarias (Jeffries et al., 1990). En el caso de los sintomas en postcosecha, los frutos en
desarrollo se infectan en campo, pero las infecciones permanecen quiescentes hasta el inicio de
maduracion, la cual se produce después de la cosecha (Arauz, 2000; Ploetz, 2003; Prusky et al.,
2009). Los apresorios se melanizan y se fortalecen, lo que facilita la infeccion en la cuticula a
través de la hifa de penetracion. La presencia y prevalencia de apresorios melanizados se ha
utilizado para predecir la infeccidn por antracnosis y cuando se necesitan medidas para su control
(Fitzell y Peak, 1984; Dodd et al., 1991). En general, los estados iniciales de infeccion
(germinacion de conidios y formacién del apresorio) de Colletotrichum en frutos de mango son
favorecidos por temperaturas que oscilan de 20 a 30°C y humedad relativa (HR) > 95% por 12 h
(Fitzell y Peak, 1984; Dodd et al., 1991). Sin embargo, los conidios pueden sobrevivir de 1-2
semanas a baja humedad relativa y despyes germinar, cuando estos se exponen a HR 100 %
(Estrada et al., 1996). Por otra parte, Fitzell y Peak (1984) indicaron que el estado sexual del

hongo (Glomerella cingulata), aparentemente, no juega un rol en la dispersion de la enfermedad.
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Uso de cultivares tolerantes para el manejo de la antracnosis

A pesar de que todos los cultivares comerciales de mango son susceptibles a la infeccidn
por Colletotrichum spp., algunos presentan cierto nivel de tolerancia (Campbell, 1992; Dodd et
al., 1997). En el caso de los principales cultivares de mango que se producen en México, Dodd
et al. (1997) reportaron que los cultivares Keitt, Tommy Atkins y Manila son tolerantes a la
enfermedad, mientras que el cv. Haden es sensible y los cultivares Ataulfo y Kent son muy
sensibles. Esto debe estudiarse a profundidad, ya que el nivel de susceptibilidad de los cultivares
depende de otros factores, como condiciones ambientales y presion de indculo, los cuales varian

de un lugar a otro (Ploetz, 2003; Prakash, 2004).

Control cultural de la enfermedad

Si partimos del principio basado en que el desarrollo de la antracnosis en mango depende
de una humedad relativa alta, lo ideal seria establecer huertos en &reas con estaciones secas bien
definidas, con la finalidad de permitir el desarrollo del fruto en condiciones poco favorables para
que se presente la enfermedad. Sin embargo, en un area establecida, los arboles de mango pueden
florecer en cualquier momento durante la estacion seca, dependiendo de factores como: madurez
del arbol (Chacko y Ananthanarayanan, 1985), temperatura (Shu y Sheen, 1987) y estado
nutricional del arbol (Reddy y Majmudar, 1985). En caso de que se produzca la floracién
temprana, antes de que la estacion seca se establezca, flores y frutos jovenes pueden ser
infectados. Desde el punto de vista de manejo de la antracnosis, el peor escenario se produce
cuando los arboles florecen a finales de la estacion seca y la Ultima parte del desarrollo del fruto

se produce cuando la temporada de lluvias ya ha empezado. En este caso, la infeccion severa de
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fruta es probable. La incidencia de antracnosis de > 90% es comun en la fruta que se desarrolla

durante la temporada de lluvias (Arauz et al., 1994).

En éreas tropicales, una estrategia para evitar la enfermedad es el manejo de la floracién, a
fin de que la fruta se desarrolle durante la época menos lluviosa del afio (Arauz et al., 1994). La
incidencia y severidad de la antracnosis del mango puede ser casi nula en la fruta desarrollada en
la estacion seca, sin la aplicacion de alguna medida de control (Arauz, 2000). Esta estrategia no
es aplicable en areas subtropicales, donde el estimulo para la floracion es la baja temperatura,
mas que el déficit de agua, y la floracion no es seguida por periodos de sequia (Shu y Sheen,
1987). Ademas, en algunos paises tropicales, la fruta desarrollada en la estacion seca se cosecha
cuando los precios del mango en los mercados internacionales son elevados. Se ha hecho un
esfuerzo considerable para entender y manejar la floracion del mango. Esta se puede adelantar
por varias semanas, con aspersiones de nitrato de potasio (KNOs3) en el follaje maduro (Nunez-
Elisea, 1985; Mora-Aguilera et al., 1998). El retardador del crecimiento paclobutrazol también se
puede utilizar para adelantar la floracion, empleado de forma independiente (Nunez-Elisea et al.,

1993) o con aspersiones de KNOz (Miranda, 1995).

La sanidad en campo incluye la recoleccién e incineracion de frutos caidos de arboles para
el control de la antracnosis (Lim y Khoo, 1985). El saneamiento del arbol es dificil de practicar,
debido a que la eliminacién de paniculas secas y frutos momificados es laboriosa. Ademas, no se
ha encontrado diferencia en la severidad de antracnosis en frutos de los &rboles donde las
paniculas secas se eliminaron, en comparacion con los arboles sin eliminacién de paniculas, lo
que indicd que el indculo en la hoja es suficiente para dar lugar a altos niveles de enfermedad

(Arauz et al., 1994; Arauz, 1999).
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El desarrollo de la enfermedad en frutos, empleando bolsas de papel, se ha investigado en
Australia (Hofman et al., 1997) y Filipinas (Bugante y Lizada, 1996). Este tipo de manejo da
como resultado una reduccién en la severidad de la antracnosis, pero también reduce el color rojo
de la fruta, lo que puede tener un impacto negativo en el aspecto atractivo para el consumidor.
Dependiendo de las condiciones del mercado y la presion de la enfermedad, esto podria superarse
por el beneficio de reduccion de la morbilidad (Hofman et al., 1997) o la reduccion en el uso de
fungicidas. La rentabilidad de esta practica dependera del precio de mercado de la fruta (Arauz,

2000).

Control bioldgico de la enfermedad

Los agentes efectivos de control biolégico ofrecen un gran potencial para desarrollar
métodos alternativos econdémicos y adecuados para su adopcion por la industria del mango en
pequefia escala. Algunas de las bacterias que han mostrado los resultados méas promisorios son:
Bacillus licheniformis (Govender et al., 2005; Govender y Korsten, 2006), Bacillus subtilis
(Senghor et al., 2007), Brevundimonas diminuta y Stenotrophomonas maltophila (Kefialew y
Ayalew, 2008). Mientras que las levaduras Candida membranifasciens (Kefialew y Ayalew,
2008) y Rhodotorula minuta (Patifio-Vera et al., 2005) resultaron ser efectivas en tratamientos a
frutos con antracnosis. Sin embargo, se necesitan mas investigaciones sobre los mecanismos de
biocontrol que ejercen estos organismos y las implicaciones a la salud humana que puede traer su

aplicacion en frutos de mango.
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Control quimico de la antracnosis

La aplicacion de fungicidas en huertos de mango se enfoca basicamente a reducir el dafio
por antracnosis en frutos e inflorescencias, por lo que el control de la enfermedad se mejora
cuando las aplicaciones se realizan antes de la floracién, debido a que se elimina la fuente de
indculo presente en el follaje y en las ramas (Jeffries et al., 1990). En general, el uso de
fungicidas ha sido el unico método de control efectivo para la antracnosis del mango y se han
usado exitosamente en la mayoria de los paises donde se produce este cultivo. En situaciones
extremas, en las que la fruta se desarrolla en condiciones que favorecen la enfermedad, se han
reportado por ciclo hasta 25 aplicaciones de fungicidas sistémicos y de contacto (Dodd et al.,
1997). Sin embargo, pocos fungicidas se encuentran autorizados en los paises importadores para
su uso en mango. Por lo tanto, la eleccion de los fungicidas dependera del destino final de la fruta

(Arauz, 2000; Ploetz, 2003).

Respecto a los fungicidas de contacto, los ingredientes activos de clase de los
ditiocarbamatos son altamente efectivos para el control de la antracnosis, pero se utilizan en
paises especificos, mientras que los fungicidas a base de cobre se recomiendan ampliamente, pero
su efectividad es menor (Arauz, 2000). Asi mismo, se ha observado que el clorotalonil es
fitotoxico cuando se aplica a los frutos que tienen un tamafio mayor de una pelota de golf (Ploetz,

2003).

Los fungicidas con actividad sistémica para el control de la antracnosis del mango incluyen
a ingredientes activos pertenecientes a la clase metil-benzimidazol-carbamatos (MBC), como
son: benomil, carbendazim (Jadeja y Vaishnav, 1984; Kumar et al., 2007; Zhan y Huang, 2007;

Ray et al., 2009; Nalumpang et al., 2010; Kongtragoul et al., 2011; Hasan et al., 2014), tiofanato-
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metil y tiabendazol. Estos fungicidas representan una propuesta atractiva, en especial para
prevenir la infeccion en las flores. En el caso de aislados de Colletotrichum spp. de mango, el
control de la antracnosis ha sido irregular en algunos huertos comerciales en donde se han
aplicado continuamente fungicidas MBC, debido a la expresion de resistencia por parte del
patdgeno, como se reporté en EE.UU. (Spalding, 1982), Tailandia (Farungsang y Farungsang,
1992; Nalumpang et al., 2010; Kongtragoul et al., 2011), Sudafrica (Sanders et al., 2000), India
(Kumar et al., 2007) y China (Xu et al., 2004; Zhan et al., 2005; Yang et al., 2008; Zhang et al.,

2013).

El procloraz es un fungicida DMI-Imidazol con actividad erradicante, pero no sistémica, y
su modo de accidn se basa en la inhibicion de la ruta de la biosintesis del ergoesterol (Ma y
Michailides, 2005). Este fungicida se ha usado como un protectante o erradicante (Estrada et al.,
1996), ademas de usarse en combinacién con agua caliente como un tratamiento postcosecha en
frutos de mango con destino final a paises de la Union Europea (Arauz, 2000; Oosthuyse, 2000;
Dang et al., 2008; Prusky et al., 2009; Swart et al., 2009). Segun Arauz (2000), la efectividad de
este fungicida bajo condiciones de campo varia de 65 a 94%, con una alta y moderada presion de
la enfermedad, respectivamente. En Taiwan, la frecuencia de aplicaciones de procloraz por ciclo

es de 1 a 16, dependiendo de la incidencia de la enfermedad (Kuo, 2001).

Control postcosecha de la antracnosis

Tradicionalmente, el control postcosecha de la antracnosis del mango tiene como objetivo

la erradicacion de infecciones latentes de Colletotrichum presentes en los frutos. Esta
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erradicacion se alcanza con los tratamientos térmicos y quimicos, o una combinacién de ambos

(McMillan, 1987; Dodd et al., 1997; Arauz, 2000; Ploetz, 2003).

La inmersién de la fruta en agua caliente (50 - 55 °C durante 3 - 15 min) es un tratamiento
moderadamente eficiente. Sin embargo, una de las ventajas de este tratamiento se observa en la
ausencia de residuos quimicos en los frutos, por lo que es una opcién disponible para control de
la antracnosis en huertos de mango con produccion organica para mercados de EE.UU.
(McGuire, 1991). Es importante considerar que los diversos cultivares de mango varian en su
nivel de tolerancia al agua caliente, por lo que las temperaturas y los tiempos son criticos, ya que
los frutos pueden dafarse facilmente por la sobreexposicion al calor (Ploetz, 2003; Prusky et al.,

2009).

Cuando los tratamientos de agua caliente se combinan con fungicidas, la temperatura del
agua debe oscilar entre 52 y 53 °C. Los tratamientos de inmersion en fungicidas con agua fria han

mostrado menor efectividad (Ploetz, 2003; Prusky et al., 2009).

Varias clases quimicas de fungicidas se han aplicado en condiciones postcosecha para el
control de la antracnosis del mango. En el caso de los fungicidas pertenecientes a la clase MBC,
el benomil y el tiabendazol han mostrado ser altamente efectivos a concentraciones de 500 - 1000
ug mLt y 1000-2000 pug mL:, respectivamente, aunque el uso del benomil no esta permitido en
la actualidad (Arauz, 2000). Otra ventaja del uso de fungicidas MBC en tratamiento postcosecha,
es que esta clase de fungicidas también son efectivos para el control de la pudricién postcosecha
del pedinculo (Estrada et al., 1996), la cual es causada por diversas especies de la familia

Botryosphaeriaceae (Sandoval-Sanchez et al., 2012). Por otra parte, el fungicida DMI-procloraz

21



esta registrado para usarse en frutos de mango con destino a paises de la Unién Europea (Arauz,

2000).

La aplicacion de boratos es otra alternativa que ha mostrado efectos positivos en el control
postcosecha de la antracnosis del mango, ya que este tratamiento estimula la acumulacion de
oxigeno reactivo en las esporas del hongo, resultando en dafio mitocondrial y, por ende, en la

inhibicidn de la germinacién de esporas (Shi et al., 2011, 2012).

Otros tratamientos postcosecha que han exhibido cierto control sobre la antracnosis son la
aplicacion de acido salicilico (Zeng et al., 2006), acido oxalico (Zheng et al., 2007) y quitosan
(Alla-Abd y Haggag, 2010). Sin embargo, se necesita mayor investigacion para determinar el

mecanismo de accion que estos compuestos ejercen sobre este hongo fitopatdgeno.
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CAPITULO I

DIVERSIDAD DE ESPECIES DE Colletotrichum CAUSANTES DE LA ANTRACNOSIS

DEL MANGO EN MEXICO

RESUMEN
La antracnosis del mango, causada por Colletotrichum spp., es la enfermedad pre- y postcosecha
mas importante de este frutal en la mayoria de las areas productoras del mundo. En México, la
antracnosis del mango se ha asociado solo a C. gloeosporioides y C. asianum. En este estudio, se
utilizé caracterizacion fenotipica, patogénica y analisis de secuencias Apn2/MAT IGS con el
objetivo de identificar las especies de Colletotrichum responsables de causar la antracnosis del
mango en México. De 2010 a 2013 se obtuvo un total de 100 aislados de Colletotrichum, a partir
de tejidos de mango sintomaticos recolectados en los principales estados productores de México.
Los resultados de la caracterizacion morfoldgica y cultural indicaron que todos los aislados
usados en este estudio pertenecen al complejo de especies de Colletotrichum gloeosporioides. El
analisis filogenético generado con las secuencias Apn2/MAT IGS de 38 aislados revel6 que C.
dianesei, C. asianum, C. tropicale y C. fructicola son las especies asociadas a los sintomas de
esta enfermedad. Las especies C. dianesei, C. tropicale y C. fructicola, identificadas en este
estudio, se reportan por primera vez en asociacion con sintomas de antracnosis en tejidos de
mango en México. Las pruebas de patogenicidad en frutos de mango cv. Manila mostraron que

todos los aislados en este estudio fueron capaces de inducir lesiones tipicas de antracnosis.

Palabras clave: Mangifera indica, Colletotrichum, Apn2/Mat IGS, filogenia, patogenicidad.
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CHAPTER I

DIVERSITY OF Colletotrichum SPECIES CAUSING MANGO ANTHRACNOSE IN

MEXICO

ABSTRACT
Mango anthracnose, caused by Colletotrichum spp., is the most significant disease of mango in
almost all production areas around the world. In Mexico, mango anthracnose has been only
attributed to C. gloeosporioides y C asianum. In this study, phenotypic and pathogenic
characterizations as well as Apn2/MAT IGS sequence-data were used to identify the
Colletotrichum species associated to mango anthracnose. During the years 2010-2013, a total of
100 Colletotrichum isolates were obtained from mango tissues with typical anthracnose lesions
across the major mango production areas in Mexico. Based on morphological and cultural
characteristics, all isolates were identified in the C. gloeosporioides species complex. While, the
phylogenetic analysis generated from Apn2/MAT IGS sequences of 38 isolates revealed that C.
dianesei, C. asianum, C. tropicale and C. fructicola were associated with symptoms of mango
anthracnose. In this study, C. dianesei, C. tropicale and C. fructicola are reported for the first
time in association with mango tissues in Mexico. Pathogenicity tests on mango fruits cv. Manila

showed that all isolates from this study could to induce anthracnose lesions.

Key words: Mangifera indica, Colletotrichum, Apn2/Mat IGS, phylogeny, pathogenicity.
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INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.) es uno de los cinco cultivos econdmicamente mas
importantes a nivel mundial y se produce en paises del tropico y subtropico (Mukherjee y Litz,
2009; Paull y Duarte, 2011). Durante el periodo 2000-2010, México se colocé como el cuarto
mayor productor y el principal exportador de mango en el mundo (FAOSTAT, 2010). En
México, la produccién de mango se distribuye en 23 estados, sin embargo, mas de 97% de la
produccién se concentra en 10 (Campeche, Chiapas, Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan,
Nayarit, Oaxaca, Sinaloa y Veracruz) (SIAP, 2013).

La antracnosis, causada por Colletotrichum spp., es la enfermedad méas importante del
mango en casi todas las areas de produccién de este frutal, debido a que esta ocasiona dafios en
hojas, ramas, paniculas y frutos (Arauz, 2000; Ploetz, 2003; Ploetz y Freeman, 2009; Paull y
Duarte, 2011). Cuando la inflorescencia se infecta, la produccion se reduce de manera dréastica.
La enfermedad se encuentra como infeccion quiescente en frutos inmaduros y desde el punto de
vista economico, el dafio que induce es significativo en la etapa de postcosecha (Prusky et al.,
2009). Asimismo, la incidencia de la enfermedad puede llegar casi a 100% en frutos producidos
en areas con alta humedad durante el periodo de floracion y en particular en huertos de mango
con manejo deficiente (Arauz, 2000; Ploetz y Freeman, 2009).

Los sintomas de antracnosis en huertos de mango se observan en hojas, ramas, paniculas y
frutos. En hojas, las lesiones son irregulares, necrdticas, con frecuencia rodeadas por halos
cloréticos y no delimitadas por las nervaduras. Las lesiones pueden coalecer y formar largas areas
necroticas, en especial a lo largo de los margenes. Bajo condiciones favorables se pueden formar
sobre las lesiones cuerpos fructiferos (acérvulos) del patdgeno de color salmon a naranja. En
ramas, los sintomas comienzan a manera de lesiones necrdticas pequefias oval-alargadas que se

expanden y coalecen con el avance del tiempo. En infecciones severas, el hongo invade ramas y
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causa muerte descendente. Lesiones pequefias circulares, de color café oscuro a negro se
desarrollan sobre paniculas y pedunculos. En paniculas, las flores presentan pequefios puntos
negros que se amplian gradualmente y se unen hasta causar tizon de flores. Los frutos pueden ser
afectados en cualquier estado de su desarrollo. En tanto, la infeccion severa de frutos jovenes se
presenta a manera de momificacion. Mientras que las infecciones en frutos mas grandes
permanecen latentes, hasta que los frutos maduran y la enfermedad se observa con la aparicion de
lesiones negras, irregulares y hundidas en la superficie de los frutos (Arauz, 2000; Ploetz, 2003;
Prakash, 2004; Prusky et al., 2009; Ploetz y Freeman, 2009).

La identificacion apropiada de la especie del fitopatdgeno es critica para entender la
epidemiologia y el desarrollo de medidas efectivas de control de estas enfermedades (Cai et al.,
2009). La circunscripcion e identificacion de especies de Colletotrichum se ha basado
historicamente en el rango de hospedantes, sintomas de la infeccién sobre hospedantes
particulares, y en un conjunto de caracteres morfoldgicos (Hyde et al., 2009 a, b). Sin embargo,
el uso de caracteres taxondmicos convencionales en Colletotrichum ha sido problemaético y ha
fallado para identificar a las diversas especies cripticas que presenta este género de hongo
fitopatdgeno, por lo que las herramientas moleculares se han empleado para inferir las relaciones
evolutivas de las especies de Colletotrichum (Hyde et al., 2009 a, b; Phoulivong et al., 2010;
Rojas et al., 2010; Damm et al., 2012 a, b; Cannon et al., 2012).

De acuerdo con estudios previos, la taxonomia de especies de Colletotrichum asociadas a
tejidos de mango, habia sido clarificada por la adopcidon de analisis filogenéticos multi-locus en
conjunto con caracterizacion fenotipica, reportando principalmente a diferentes especies cripticas
pertenecientes a los complejos gloeosporioides (C. asianum, C. gloeosporioides, C. tropicale, C.
fructicola, C. dianesei, C. siamense, C. endomangiferae) (Phoulivong et al., 2010; Weir et al.,

2012; Lima et al., 2013; Honger et al., 2014; Udayanga et al., 2013; James et al., 2014) acutatum
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(C. fioriniae y C. simmondsii) (Damm et al., 2012b) y boninense (C. karstii) (Damm et al.,
2012a; Lima et al., 2013). Asimismo, en estudios realizados por Sharma et al. (2013), Vieira et
al. (2014) y Sharma et al. (2014), con aislados de Colletotrichum obtenidos de tejidos de mango,
se concluyo que los datos de la secuencia del locus Apn2/MAT IGS proporcionan una mejor
resolucion filogenética de la diversidad de clados terminales, comparada con los seis genes
concatenados (ACT, TUB2, CAL, CHS, GAPDH, ITS) para identificar especies pertenecientes al
complejo C. gloeosporioides.

En el caso de México, la antracnosis del mango se habia atribuido exclusivamente a C.
gloeosporioides (Gutiérrez-Alonso et al., 2003; Rojas-Martinez et al., 2008). Sin embargo, en un
estudio reciente realizado por Honger et al. (2014), se determind, mediante analisis filogenético
multilocus, que C. asianum se encuentra asociado a la antracnosis del mango en México. Por
ello, el objetivo de este estudio fue determinar la diversidad de especies de Colletotrichum
asociadas a tejidos de mango con sintomas de antracnosis mediante caracterizacion fenotipica,

analisis de secuencias Apn2/MAT IGS y pruebas de patogenicidad.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de muestras
Durante muestreos realizados en el periodo de 2010 a 2013 se recolectaron tejidos de
mango (hojas, ramas y frutos) con sintomas tipicos de antracnosis (Figura 1) en 100 huertos
comerciales de los 10 principales estados productores (Campeche, Chiapas, Colima, Guerrero,
Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa, Tabasco y Veracruz) (Figura 2) y cultivares de mango

(Ataulfo, Manila, Haden, Tommy Atkins, Kent y Keitt) en México.
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Figura 1. Sintomas y signos causados por Colletotrichum spp. en tejidos de mango de los cultivares
Tommy Atkins (A), Ataulfo (B-F, H), Manila (I y J) y Haden (K y L). (A) Hoja con lesiones necrdticas

irregulares con halo amarillento, (B-C) hojas con atizonamiento, (D) acérvulos desarrollados sobre lesion
foliar, (E) tizon en flores, (F) rama con lesiones necroticas, (G) rama con muerte descendente, (H-L)

frutos con lesiones necréticas irregulares y hundidas.
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Figura 2. Localizacion en México de huertos comerciales de mango a partir de los cuales se

recolectaron tejidos de mango con sintomas de antracnosis para la obtencion de aislados de

Colletotrichum spp. usados en este estudio. n = nimero de aislados obtenidos de cada estado.

Aislamiento, purificacion y conservacién de aislados

Los aislados de Colletotrichum spp. se obtuvieron mediante los procedimientos descritos
por Cai et al. (2009) y Prihastuti et al. (2009), con algunas modificaciones. Se cortaron piezas de
5 x 5 mm a partir del area de avance de las lesiones en el tejido enfermo, se desinfestaron por
inmersion en hipoclorito de sodio (NaClO) a 1% por 3 min, se enjuagaron tres veces en agua

destilada estéril y se secaron en papel absorbente estéril. Posteriormente, las piezas desinfestadas
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se colocaron en cajas Petri con medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA, Difco®, Becton
Dickinson, Francia) a 2% con 100 pg mL™ de estreptomicina (SIGMA®, EE.UU.).

Las cajas Petri se mantuvieron en incubacién a 25 °C bajo condiciones de oscuridad, por 72
h. Despues, se transfirieron discos miceliales (5 mm de didmetro) del borde de los crecimientos
fangicos activos asepticamente a nuevas cajas Petri con medio PDA vy se incubaron a 25 °C por 7
dias. Cultivos monoconidiales se obtuvieron mediante la transferencia de esporas germinadas en
medio de cultivo agua—agar (AA) a cajas Petri con medio PDA fresco. Para las muestras de
tejidos que presentaban esporulacion abundante, cultivos monoconidiales se obtuvieron siguiendo
la técnica recomendada por Goh et al. (1999).

Los aislados de Colletotrichum usados en este estudio se encuentran en la coleccion de
cultivos de hongos fitopatdégenos del Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad
Auténoma Chapingo. Los cultivos se conservaron como suspension de esporas y discos

miceliales en 15% de glicerol a -80 °C.

Cuadro 1. Sitio, fecha de colecta, cultivar y tejido infectado de mango de los aislados de
Colletotrichum incluidos en este estudio para caracterizacion fenotipica, patogénica y anélisis de
secuencia Apn2/MAT IGS.

Cadigo del Localidad Fecha de colecta Cultivar Tejido
aislado infectado
CHIS 1-3 Mazatan, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo hoja
CHIS 2-2 Huehuetéan, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo hoja
CHIS 3-4 Huehuetan, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo fruto
CHIS 4-1 Mazatan, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo hoja
CHIS 5-3 Metapa de Dominguez, Chiapas  Diciembre 2010 Ataulfo hoja
CHIS 6-1 Tuxtla Chico, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo fruto
CHIS 7-1 Frontera Hidalgo, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo hoja
CHIS 8-2 Ciudad Hidalgo, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo rama
CHIS 9-1 Ciudad Hidalgo, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo fruto
CHIS 10-1 Ciudad Hidalgo, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo fruto
CHIS 12-1 Tapachula, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo fruto
CHIS 13-5 Tapachula, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo hoja
CHIS 14-1 Villa Comaltitlan, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo hoja
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Continuacion del Cuadro 1

CHIS 15-2
CHIS 16-4
CHIS 17-2
CHIS 18-5
CHIS 19-3
CHIS 20-3
VER 1-3
VER 2-1
VER 3-3
VER 4-3
VER 5-1
VER 6-2
VER 7-3
VER 8-1
VER 9-1
VER 10-1
VER 11-1
VER 12-1
MICH 2-2
MICH 3-1
MICH 6-1
MICH 7-2
MICH 8-2
MICH 9-2
MICH 10-1
MICH 11-2
MICH 14-2
MICH 15-2
GRO 2-2
GRO 4-2
GRO 5-2
GRO 8-2
GRO 10-2
GRO 12-1
GRO 13-2
GRO 15-2
GRO 16-1
GRO 18-1
COL 1-3
COL 2-3
COL 3-1
COL 4-2
COL 5-2
OAX 2-2
OAX 3-2
OAX 4-1

Tonal4, Chiapas

Mapastepec, Chiapas
Metapa de Dominguez, Chiapas
Puente Nacional, Veracruz
Puente Nacional, Veracruz
Actopan, Veracruz

Actopan, Veracruz

Actopan, Veracruz

Jamap4, Veracruz

Tierra blanca, Veracruz
Tierra blanca, Veracruz
Tierra blanca, Veracruz
Tierra blanca, Veracruz
JesUs Carranza, Veracruz
JesUs Carranza, Veracruz
Paracuaro, Michoacan
Paracuaro, Michoacan
Paracuaro, Michoacan
Apatzingén, Michoacan
Nueva lItalia, Michoacan
Nueva lItalia, Michoacan
Nueva Italia, Michoacan
Nuevo Urecho, Michoacan
Nuevo Urecho, Michoacan
Nuevo Urecho, Michoacan
Tecpan de Galeana, Guerrero
Tecpan de Galeana, Guerrero
Tecpan de Galeana, Guerrero
Tecpan de Galeana, Guerrero
Tecpan de Galeana, Guerrero
Cuajinicuilapa, Guerrero
Cuajinicuilapa, Guerrero
Arcelia, Guerrero

Arcelia, Guerrero

Arcelia, Guerrero

Armeria, Colima

Armeria, Colima

Armeria, Colima

Armeria, Colima

Armeria, Colima

Zanatepec, Oaxaca
Zanatepec, Oaxaca
Zanatepec, Oaxaca

Diciembre 2010
Diciembre 2010
Diciembre 2010
Diciembre 2010
Diciembre 2010
Diciembre 2010
Marzo 2011
Marzo 2011
Marzo 2011
Marzo 2011
Marzo 2011
Marzo 2011
Marzo 2011
Marzo 2011
Marzo 2011
Marzo 2011
Abril 2012
Abril 2012
Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Julio 2011

Julio 2011

Julio 2011

Julio 2011

Julio 2011

Julio 2011

Julio 2011

Julio 2011

Julio 2011

Julio 2011
Mayo 2012
Mayo 2012
Mayo 2012
Mayo 2012
Mayo 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
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Manililla
Manililla
Ataulfo

Manila
Manililla
Ataulfo
Tommy Atkins
Manila

Manila

Manila

Manila

Manila
Tommy Atkins
Manila

Manila

Manila

Manila

Manila

Haden

Haden

Tommy Atkins
Haden

Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Haden

Haden

Haden

Haden

Haden

Tommy Atkins
Tommy Atkins
Haden

Tommy Atkins
Tommy Atkins
Haden

Haden

Haden

Haden

Ataulfo
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins

fruto
fruto
fruto
rama
hoja
rama
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
rama
rama
hoja
rama
hoja
hoja
hoja
hoja
fruto
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja



Continuacion del Cuadro 1

OAX 5-2
OAX 6-3
OAX 9-2
OAX 12-1
OAX 13-2
NAY 2-2
NAY 3-1
NAY 4-1
NAY 7-2
NAY 8-3
NAY 9-1
NAY 10-2
NAY 13-3
NAY 14-3
NAY 15-2
NAY 17-3
NAY 18-3
NAY 19-3
NAY 20-1
NAY 21-3
NAY 22-3
SIN 1-3
SIN 2-1
SIN 3-4
SIN 4-1
SIN 5-1
SIN 13-3
SIN 14-1
SIN 16-2
SIN 17-3
SIN 18-2
SIN 19-1
SIN 20-3
SIN 22-3
SIN 23-3
SIN 24-1
TAB 1
TAB 2
CAM 1
CAM 2
CAM 4

Zanatepec, Oaxaca
Zanatepec, Oaxaca
Zanatepec, Oaxaca
Zanatepec, Oaxaca
Jalapa de Marquez, Oaxaca
Tepic, Nayarit
Tepic, Nayarit
Tepic, Nayarit
Tepic, Nayarit
Tepic, Nayarit
Tepic, Nayarit
Tepic, Nayarit
Tepic, Nayarit
Tepic, Nayarit
Tepic, Nayarit

San Blas, Nayarit
San Blas, Nayarit
San Blas, Nayarit
San Blas, Nayarit
San Blas, Nayarit
San Blas, Nayarit
Ahome, Sinaloa
Ahome, Sinaloa
Ahome, Sinaloa
Ahome, Sinaloa
Ahome, Sinaloa
Ahome, Sinaloa
Ahome, Sinaloa
Ahome, Sinaloa
Ahome, Sinaloa
Ahome, Sinaloa
Ahome, Sinaloa
Ahome, Sinaloa
Ahome, Sinaloa
Ahome, Sinaloa
Ahome, Sinaloa
Frontera, Tabasco
Frontera, Tabasco
Campeche, Campeche
Champotdn, Campeche
Cd. del Carmen Campeche

Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Abril 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Abril 2012
Abril 2012
Abril 2012
Abril 2012
Abril 2012
Abril 2012
Abril 2012
Abril 2012
Abril 2012
Abril 2012
Abril 2012
Abril 2012
Abril 2012
Abril 2012
Abril 2012
Mayo 2013
Mayo 2013
Mayo 2013
Mayo 2013
Mayo 2013

Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Ataulfo
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Ataulfo
Tommy Atkins
Ataulfo
Ataulfo
Ataulfo
Ataulfo
Tommy Atkins
Ataulfo
Ataulfo
Ataulfo
Ataulfo
Ataulfo

Kent

Kent

Kent

Kent

Kent

Keitt

Keitt

Kent

Kent

Keitt

Keitt

Keitt

Kent

Keitt

Keitt

Manila
Tommy Atkins
Manila

Manila
Tommy Atkins

hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
hoja
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Caracterizacion morfoldgica y cultural

Los caracteres macroscopicos y microscopicos se examinaron para los 100 aislados de
Colletotrichum de mango. Todos los aislados se cultivaron en medio PDA a partir de
suspensiones conidiales y discos miceliales que se encontraban almacenadas en glicerol al 15% a
-80 °C.

Para determinar la tasa de crecimiento micelial de cada aislado, discos miceliales (5 mm de
diametro) de cada aislado monoconidial, obtenidos del margen de cultivos con crecimiento activo
de 5 dias, se transfirieron asépticamente a medio de cultivo PDA y MEA (Difco®, Becton
Dickinson, Francia). Los cultivos se incubaron a 28 °C bajo oscuridad continta. El diametro del
crecimiento micelial de cada colonia se midi6 perpendicularmente y se registré cada 24 h durante
6 dias. Se analizaron tres repeticiones de cultivos de cada aislado. En el periodo de incubacion se
midié el didmetro micelial para estimar la tasa de crecimiento (k), la cual se calculé con la
funcién de crecimiento lineal y = k x + ¢ (donde y es la distancia, x es el tiempo y c el factor
constante) y se expresd en milimetros por dia (mm dia?) (Zeravakis et al., 2001). Las colonias
con 6 dias de crecimiento se caracterizaron visualmente y se registro el color de la colonia y las
masas conidiales. EI experimento completo se realizd dos veces.

Para estudiar la morfologia conidial, se realizaron montajes de esporas en acido lactico, a
partir de las colonias con crecimiento de 10 dias, y se examinaron en un microscopio compuesto
(Nikon Eclipse E400®, EE.UU.). El sistema de analisis de imagenes Motic Image Plus v. 3.0
(Motic Group Co.®, China) se uso para determinar la forma y el tamafio (largo x ancho) de 50
conidios de cada aislado. De la medida de los conidios se calculo la media y la desviacion

estandar.
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Extraccion de DNA, amplificacion por PCR y secuenciacion

ElI DNA genomico se extrajo usando el método del bromuro de cetil-trimetil-amonio
(CTAB) descrito por Doyle y Doyle (1987, 1990) con algunas modificaciones. Para esto, 38
aislados de Colletotrichum se seleccionaron aleatoriamente y se cultivaron en medio PDA por 7
dias a 28 °C en oscuridad. Una pequefia cantidad de micelio aéreo se raspo de la superficie de la
colonia, usando una punta estéril de micropipeta, y se suspendié en 1 mL de la solucién
amortiguadora de extraccion de bromuro de cetil-trimetil-amonio (100 mM tris-HCI (pH 8.0), 1.4
M NaCl, 25 mM EDTA, 2% CTAB) (CTAB; SIGMA® Chemicals, EE.UU.). Los microtubos se
pasaron por vortex durante 10 s y se incubaron a 60 °C por 60 min. Después, se agregaron 500 uL
de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 v/v) (Sigma® Chemicals, EE.UU.) a la mezcla, se dio un
vortex por 10 s y se centrifugd por 10 min a 10000 rpm. Posteriormente, se transfirié una porcién
de 600 uL de la fase superior a un nuevo tubo de microcentrifuga esteéril de 1.5 mL y se
agregaron 500 pL de isopropanol absoluto frio. La mezcla se incubd a 37 °C por 30 min. El
DNA se precipito con la adicion de un volumen igual de isopropanol y se almacené durante 12 h,
a -20 °C. Después, el DNA se sedimentd mediante centrifugacion a 10000 rpm por 30 min, se
descart6 el sobrenadante, se lavo la pastilla con 70% de etanol, se centrifugd nuevamente a 10000
rpm por 30 min y se resuspendio en 50 pL de agua libre de nucleasas. La calidad y concentracion
del DNA se verifico mediante espectrofotometria usando un NanoDrop 2000 UV-Vis (Thermo
Scientific®, EE.UU.), en el cual los valores de las relaciones 260/280 y 230/260 variaron de 1.6 a
2. Finalmente, el DNA se almaceno a -20 °C para su uso posterior.

La amplificacion de la secuencia Apn2/MAT IGS se realizé de acuerdo con los parametros
de ciclado e iniciadores especificados por Doyle et al. (2013). Los productos de PCR se
limpiaron mediante una reaccion enzimatica con ExoSAP-ITTM (Affymetrix®, EE.UU.). Se

mezclaron 5 pL del producto de PCR con 2 pL de ExoSAP, obteniendo un volumen final de 7
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uL; posteriormente se incubaron en un termociclador (Biorad®, México) a 37 °C por 15 min, para
que las enzimas de ExoSAP degradaran el remanente de iniciadores y nucleo6tidos no utilizados
en la reaccién de PCR. A continuacion se inactivaron las enzimas de ExoSAP a 80 °C por 15 min
y se determind la concentracion final de DNA en el producto de PCR, por espectrofotometria.

A partir de la concentracion del producto de PCR se calcul6 la cantidad del templado a usar
en una reaccion de secuenciacion. Para cada una de las reacciones (Forward y Reverse), se
colocaron 18 pL del la solucion amortiguadora BigDye Terminator v3.1 (1X) (Applied
Biosystems®, EE.UU.) mas 2 pL de cada una de las muestras en los pozos de la placa de
secuenciacion. Después, se colocé la placa en el termociclador (Biorad®, México), con un
programa que consistio en un ciclo a 96 °C por 1 min seguido de 25 ciclos a 96 °C por 10 s, 50
°C por 50 s, 60 °C por 4 min, finalmente a 4 °C. Los productos de secuenciacion se lavaron por el
método de precipitacion con etanol/EDTA y finalmente la placa se coloco en el 3130 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems®, EE.UU.).

Analisis filogenetico

La calidad de la secuencia de nucleotidos y del ensamblado de secuencias contiguas se
Ilevé a cabo utilizando el paquete de Staden (Staden et al., 1998). Los alineamientos de secuencia
multiple de cada gen se generaron con ClustalW, usando el software MEGA 5 (Tamura et al.,
2011), y se ajustaron manualmente para permitir la maxima similitud de secuencias.

La inferencia bayesiana se uso para reconstruir los arboles filogenéticos, usando Mr.Bayes
3. 2.1 (Ronquist et al., 2012), debido a que esta tiene ventajas significativas sobre otros métodos
de analisis, como maxima verosimilitud y maxima parsimonia (Archibald et al., 2013), ademas

de que provee medidas de apoyo de clado como probabilidades posteriores, en lugar de muestreos
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aleatorios (Weir et al., 2012). EI jModelTest 0. 1. 1 se utilizd para llevar a cabo la seleccion
estadistica de los modelos de mejor ajuste de sustitucion de nucledtidos, utilizando el criterio de
informacién bayesiana (Modelo TPM3uf) (Posada, 2008). Los alineamientos de secuencia
multiple de nucledtidos y el analisis de conjunto de datos se corrieron dos veces durante 5 x 107
generaciones. Las muestras se tomaron de la parte posterior de 1000 generaciones. La
convergencia de los pardmetros se comprobd por medio del programa de Tracer (Rambaut y
Drummond, 2007), descartando el primer 25% de las generaciones. Las secuencias tipo de las
especies de Colletotrichum obtenidas del GenBank se incluyeron en los analisis (Rojas et al.,
2010; Silva et al., 2012; Lima et al., 2013; Sharma et al., 2013; Viera et al., 2014). La secuencia

de C. horii se us6 como grupo externo en el analisis.

Prueba de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad para los 100 aislados de Colletotrichum se realizaron en
frutos de mango cv. Manila, los cuales se encontraban en la primera fase de color de inicio de
maduracion. Ciento diez frutos se lavaron en agua corriente; se desinfestaron en una solucién de
hipoclorito de sodio a 1% por 2 min; se sumergieron en etanol a 70% por dos min, se enjuagaron
dos veces en agua destilada estéril y se secaron en una campana de flujo laminar. Posteriormente,
se realizaron dos heridas en cada fruto, con el uso de un palillo estéril (0.5 mm de didametro) y se
coloco una gota (20 pL) de una suspension de conidios (10° esporas mL™1) de un aislado sobre la
superficie de cada herida. Diez frutos que se inocularon Unicamente con agua destilada estéril,
sirvieron como testigo. Todos los frutos se incubaron a 25 °C en charolas de plastico que
presentaban dos capas de papel humedecido con agua destilada estéril, y se guardaron en una
bolsa de plastico. Después de 6 dias de incubacion, se registro la presencia de lesiones en los

frutos.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Morfologia y caracteres de las colonias
Los caracteres morfologicos y las caracteristicas de las colonias de los 100 aislados de

Colletotrichum obtenidos de mango, en México, se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas morfoldgicas y culturales de 100 aislados de Colletotrichum obtenidos

de tejidos de mango con sintomas de antracnosis en huertos comerciales de México.

Colonia Conidio (n = 50)
Aislado Color TC?* (mmdia™) Longitud (um) Ancho (um) c
PDAP MEA¢  PDA MEA media (min-max)  media (min-max) orma
CHIS 1-3 G G 10.15 14.24 14.23 (11.6-15.9) 3.67 (3.2-4.2) Cilindrica
CHIS 2-2 G G 10.10 14.07 14.52 (12.6-18.7) 3.73 (3.2-4.2) Cilindrica
CHIS 3-4 G G 10.02 13.98 14.80 (12.6-16.9) 3.80 (3.4-4.5) Cilindrica
CHIS 4-1 Ble G 10.53 13.88 13.88 (11.5-17.1) 3.64 (3.1-4.2) Cilindrica
CHIS 5-3 G G 10.32 13.22 14.07 (12.3-17.6) 4.01 (3.5-4.3) Cilindrica
CHIS 6-1 G Bef 9.60 12.68 17.22 (14.2-19.8) 3.61 (3.2-4.1) Cilindrica
CHIS 7-1 G Be 10.04 10.67 16.52 (13.8-18.8) 3.88 (3.4-4.5) Cilindrica
CHIS 8-2 G G 10.37 14.21 15.50 (12.9-18.8) 3.62 (3.1-4.2) Cilindrica
CHIS 9-1 G G 10.59 13.55 15.00 (12.8-17.8) 3.73(3.2-4.2) Cilindrica
CHIS 10-1 G G 10.63 13.92 15.25 (11.6-18.3) 3.77 (3.2-4.3) Cilindrica
CHIS 12-1 G G 10.48 14.24 15.25 (13.4-17.9) 3.91 (3.4-4.4) Cilindrica
CHIS 13-5 G G 9.54 13.55 15.09 (13.1-17.7) 3.75 (3.2-4.4) Cilindrica
CHIS 14-1 G G 10.83 14.39 14.38 (12.8-17.2) 4.01 (3.6-4.4) Cilindrica
CHIS 15-2 G G 10.58 13.23 15.71 (12.9-17.9) 3.92 (3.2-4.3) Cilindrica
CHIS 16-4 BI BI 10.35 14.01 15.89 (13.3-19.3) 4.01 (3.5-4.4) Cilindrica
CHIS 17-2 G G 10.86 14.31 15.09 (12.8-17.4) 3.81(3.3-4.4) Cilindrica
CHIS 18-5 BI BI 9.91 13.41 15.11 (12.8-17.3) 3.86 (3.3-4.4) Cilindrica
CHIS 19-3 G G 10.53 14.33 14.35 (12.6-16.8) 3.61 (3.2-4.3) Cilindrica
CHIS 20-3 G G 10.32 14.28 14.55 (12.8-16.5) 3.80 (3.2-4.3) Cilindrica
VER 1-3 BI BI 8.87 14.87 15.93 (13.2-19.2) 3.70 (3.4-4.1) Cilindrica
VER 2-1 G G 9.71 12.98 14.47 (12.3-17.2) 3.63 (3.2-4.1) Cilindrica
VER 3-3 G G 10.87 14.04 14.82 (13.2-18.6) 3.71 (3.2-4.3) Cilindrica
VER 4-3 G Be 10.41 12.19 15.88 (14.7-18.1) 3.99 (3.7-4.3) Cilindrica
VER 5-1 G G 10.64 14.79 15.77 (12.4-18.2) 3.66 (3.3-4.2) Cilindrica
VER 6-2 G G 10.69 14.62 16.78 (13.1-18.9) 3.90 (3.4-4.3) Cilindrica
VER 7-3 G BI 10.60 11.89 17.85 (13.8-20.3) 3.58 (3.1-4.1) Cilindrica
VER 8-1 G G 10.25 14.41 14.21 (12.3-16.5) 3.82 (3.2-4.4) Cilindrica
VER 9-1 G G 10.98 14.87 13.85 (11.2-15.9) 3.61(3.1-4.2) Cilindrica
VER 10-1 G G 10.66 14.85 17.13 (14.3-21.9) 3.93 (3.4-4.4) Cilindrica
VER 11-1 G G 11.53 14.77 15.48 (12.6-20.3) 3.76 (3.3-4.2) Cilindrica
VER 12-1 G G 10.76 14.73 14.03 (12.3-17.5) 3.73 (3.2-4.5) Cilindrica
MICH 2-2 G B 9.43 12.85 14.72 (12.0-17.5) 3.66 (3.2-4.4) Cilindrica
MICH 3-1 G G 10.56 14.22 13.26 (11.2-15.9) 3.55 (3.2-4.2) Cilindrica
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Continuacion del Cuadro 2

MICH 6-1
MICH 7-2
MICH 8-2
MICH 9-2
MICH 10-1
MICH 11-2
MICH 14-2
MICH 15-2
GRO 2-2
GRO 4-2
GRO 5-2
GRO 8-2
GRO 10-2
GRO 12-1
GRO 13-2
GRO 15-2
GRO 16-1
GRO 18-1
COL 1-3
COL 2-3
COL 3-1
COL 4-2
COL 5-2
OAX 2-2
OAX 3-2
OAX 4-1
OAX 5-2
OAX 6-3
OAX 9-2
OAX12-1
OAX 13-2
NAY 2-2
NAY 3-1
NAY 4-1
NAY 7-2
NAY 8-3
NAY 9-1
NAY 10-2
NAY 13-3
NAY 14-3
NAY 15-2
NAY 17-3
NAY 18-3
NAY 19-3
NAY 20-1
NAY 21-3
NAY 22-3
SIN 1-3
SIN 2-1
SIN 3-4
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10.88
8.99
9.51

10.10

10.52
9.92

10.67

10.44

10.09
9.21
9.64

10.45

10.66

11.66

10.25
9.35

10.40

10.75

10.89

10.92

10.31
9.98

10.53
9.93

10.72

10.10

10.07

10.06
9.73

10.08
9.29

10.54
9.35
9.55

10.18

10.69

10.44

11.01

10.76

11.09

10.98

10.84

10.45

11.02

11.04

10.64

11.56

10.48

10.69

10.59

13.47
13.18
13.92
13.74
13.42
13.85
14.93
14.79
13.86
14.90
13.12
14.36
13.49
15.03
14.36
12.89
13.87
13.21
13.64
14.27
14.01
13.22
14.72
14.29
14.46
13.46
13.60
14.12
13.21
12.20
13.98
14.75
11.52
11.13
13.09
14.11
13.29
13.19
12.76
14.85
14.08
14.27
14.39
13.33
14.11
13.74
14.64
13.97
13.97
13.93

51

12.74 (11.3-16.3)
13.30 (11.2-17.2)
17.14 (14.2-19.7)
14.92 (12.5-19.3)
1354 (12.1-15.5)
14.56 (12.0-19.3)
18.45 (15.4-20.8)
15.50 (13.3-17.9)
14.71 (12.2-17.6)
14.49 (12.4-17.0)
14.91 (12.8-17.1)
15.74 (13.7-17.5)
13.33 (11.9-16.5)
14.39 (12.4-17.0)
13.73 (12.3-16.2)
14.30 (12.4-17.0)
14.39 (12.5-16.4)
16.74 (14.8-19.1)
14.73 (12.3-17.8)
13.91 (12.3-16.7)
13.79 (11.7-16.5)
13.97 (11.6-16.7)
13.22 (11.5-15.2)
13.90 (12.6-16.1)
17.34 (14.7-19.7)
14.45 (12.8-17.2)
15.34 (12.8-18.8)
12.50 (11.1-13.7)
13.65 (11.9-16.4)
15.01 (12.7-19.5)
16.49 (13.9-19.1)
14.45 (12.3-18.6)
14.71 (12.2-17.6)
15.52 (12.6-18.2)
14.76 (12.0-17.3)
14.43 (12.8-17.1)
14.14 (12.1-17.7)
14.41 (12.8-18.1)
16.27 (12.6-19.5)
14.99 (12.2-18.2)
14.66 (12.4-17.5)
15.22 (12.2-17.4)
16.01 (13.4-18.7)
14.06 (12.5-15.9)
14.60 (12.6-18.4)
16.74 (13.4-19.7)
15.15 (12.4-20.6)
14.34 (13.1-16.6)
15.83 (12.1-19.9)
15.29 (12.9-17.9)

3.62 (3.2-4.1)
3.52 (3.0-4.1)
4.09 (3.6-4.4)
3.83 (3.2-4.4)
3.59 (3.0-4.2)
3.78 (3.2-4.4)
4.48 (3.8-5.4)
3.80 (3.0-4.5)
3.69 (3.1-4.5)
351 (3.2-4.2)
3.72 (3.3-4.4)
3.66 (3.2-4.2)
3.69 (3.2-4.5)
3.66 (3.2-4.2)
3.82 (3.2-4.4)
3.66 (3.2-4.2)
3.70 (3.2-4.4)
3.72 (3.4-4.3)
3.80 (3.2-4.3)
3.64 (3.1-4.3)
3.81 (3.2-4.3)
3.62 (3.1-4.2)
3.64 (3.2-4.2)
3.68 (3.3-4.2)
3.79 (3.3-4.3)
3.70 (3.1-4.2)
3.85 (3.4-4.3)
3.61(3.2-4.2)
3.61(3.1-4.1)
3.63(3.3-4.2)
3.84(3.3-4.3)
3.76 (3.2-4.4)
3.81(3.2-4.3)
3.76 (3.1-4.2)
3.70 (3.2-4.3)
3.79 (3.4-4.3)
3.88 (3.4-4.5)
3.78 (3.2-4.4)
3.66 (3.1-4.2)
3.75 (3.2-4.3)
3.68 (3.2-4.3)
3.65 (3.2-4.4)
3.65 (3.2-4.2)
3.76 (3.4-4.4)
3.83 (3.1-4.5)
3.93 (3.4-4.5)
3.84 (3.2-4.4)
3.75 (3.4-4.4)
353 (3.1-4.2)
3.62 (3.0-4.5)

Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica
Cilindrica



Continuacion del Cuadro 2

SIN 4-1 G G 10.02 1354 15.83 (13.7-18.6) 3.71(3.2-4.2) Cilindrica
SIN 5-1 G G 10.34 14.09 14.25 (12.2-16.9) 3.63 (3.2-4.2) Cilindrica
SIN 13-3 G G 1054 13.76 1459 (11.9-18.1) 3.91 (3.4-4.4) Cilindrica
SIN 14-1 G G 9.36 13.60 15.92 (12.3-19.6) 3.88 (3.2-4.3) Cilindrica
SIN 16-2 G G 10.10 14.92 17.77 (14.8-20.7) 3.87 (3.4-4.2) Cilindrica
SIN 17-3 BI G 8.38 11.53 16.68 (13.9-20.9) 3.69 (3.2-4.2) Cilindrica
SIN 18-2 BI G 10.43 14.23 17.23 (13.7-20.1) 3.90 (3.1-4.5) Cilindrica
SIN 19-1 G G 10.54 13.18 13.64 (12.1-15.9) 3.98 (3.4-4.6) Cilindrica
SIN 20-3 G G 9.24 14.27 17.12 (13.7-19.6) 3.93 (3.1-4.5) Cilindrica
SIN 22-3 G G 8.99 14.89 16.94 (13.9-19.7) 3.91 (3.4-4.4) Cilindrica
SIN 23-3 G G 9.07 14.87 16.35 (12.6-19.4) 3.89 (3.1-4.5) Cilindrica
SIN 24-1 G G 10.43 14.91 15.36 (13.9-17.1) 4.05 (3.6-4.5) Cilindrica
TAB 1 G G 9.24 1355 14.37 (12.4-17.4) 3.80 (3.2-4.2) Cilindrica
TAB 2 G G 9.59 13.25 14.54 (12.3-20.6) 3.78 (3.3-4.4) Cilindrica
CAM 1 G G 8.96 12.19 15.25 (12.8-18.6) 3.79 (3.2-4.3) Cilindrica
CAM 2 G G 10.12 1437 14.44 (11.7-19.4) 3.87 (3.2-4.3) Cilindrica
CAM 4 G G 11.02 14.67 14.20 (12.5-16.9) 3.89 (3.3-4.4) Cilindrica

2= Tasa de crecimiento micelial (incubacion a 28 °C en oscuridad continua).
b= Medio de cultivo papa dextrosa agar (incubacion a 28 °C en oscuridad continua).

¢ = Medio de cultivo extracto de malta agar (incubacion a 28 °C en oscuridad continua).

d= Color gris.
€= Color blanco.
f= Color beige.

En medio de cultivo PDA, las colonias generalmente mostraron crecimiento denso, blanco
a grisaceo y con una tasa de crecimiento micelial que vario de 8.38 a 11.66 mm dia* (media =
10.24 mm dia™) (Figura 3). Mientras que en medio de cultivo MEA, las colonias presentaron una
tasa de crecimiento micelial que fluctué de 10.67 a 15.03 mm dia (media = 13.77 mm dial),
ademas de que exhibieron mayor variacion en la coloracion, ya que se observaron colonias con
crecimiento blanco, gris y beige (Figura 4). Aunque el coeficiente de crecimiento de las colonias
cultivadas en medio PDA coincidié con los rangos reportados por Weir et al. (2012), Lima et al.
(2013), Sharma et al. (2013) y Vieira et al. (2014), para el caso de aislados de especies del
complejo C. gloeosporioides, no fue posible comparar los caracteres de las colonias debido a la
gran variacion e inconsistencia en las metodologias seguidas en los diversos estudios de

identificacion de especies de Colletotrichum, como lo mencionaron Cai et al. (2009).
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GRO 18-1

SIN 17-3 SIN 19-1 CHIS 16-4 CHIS 18-5

VER 10-1 MICH 2- 2 MICH 7-2

Figura 3. Colonias de Colletotrichum con 6 dias de crecimiento en medio de cultivo papa

dextrosa agar (PDA), aisladas de tejidos de mango con sintomas de antracnosis.

GRO 2-2 GRO 5-2 COL 5-2

‘\ . .

MICH 9-2 MICH 2-2 SIN 13-3 SIN 20-3 OAX 3-2

CHIS 7-1

Figura 4. Colonias de Colletotrichum con 6 dias de crecimiento en medio de cultivo extracto
de malta agar (MEA), aisladas de tejidos de mango con sintomas de antracnosis.
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Todos los aislados presentaron conidios hialinos, unicelulares, cilindricos, con los
extremos redondeados y con el hilo incospicuo (Figura 5). Asimismo, el intervalo de medidas
promedio de los conidios de los aislados fue de 12.50-18.45 x 3.51-4.48 um. Estos caracteres
morfoldgicos coinciden con los intervalos reportados por Lima et al. (2013), Weir et al. (2012),
Sharma et al. (2013) y Vieira et al. (2014), para el caso de aislados de especies pertenecientes al

complejo C. gloeosporioides.

A MICHT7-2 B GRO 10-2 C MICH 10-1
D CHIS 8-2 E GRO 5-2 F SIN 20-3
G VER 4-3 H SIN 4-1 I VER 6-2

Figura 5. Conidios de Colletotrichum formados en medio de cultivo papa dextrosa agar
(PDA) después de 10 dias de incubacion a 28 °C y en oscuridad continua. (A-E) Microscopia

de contraste de fases. (F-1) Microscopia de luz de campo brillante. Barras = 10 pum.
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Ninguno de los caracteres morfoldgicos de las estructuras de reproduccion asexual y de las
colonias registrados en este trabajo sirvid para distinguir entre las diferentes especies dentro del
complejo C. gloeosporioides. Lo anterior coincidio con lo reportado por Phoulivong et al. (2010),
Weir et al. (2012) y Udayanga et al. (2013), quienes indicaron que el complejo C.
gloeosporioides comprende especies indistinguibles morfologicamente y es necesario el uso de
analisis de filogenéticos para detectar las diversas especies cripticas dentro de este complejo.
Ademas de que los caracteres morfologicos de las especies de Colletotrichum varian bajo
diferentes condiciones de incubacion (medios de cultivo, luz y temperatura) o por el continuo
proceso de transferencias y obtencion de subcultivos (Cannon et al., 2000; Cai et al., 2009;
Damm et al., 2012b). Por lo que la forma y tamafio de los conidios, asi como los caracteres de las
colonias, deben evaluarse y usarse con precaucion, ya que estos son altamente dependientes de
las condiciones de crecimiento (Cai et al., 2009).

En este estudio, ninguno de los aislados presentd caracteristicas tipicas de aislados
pertenecientes a los complejos C. acutatum y C. boninense. Esto es importante, ya que diversos
estudios basados en la combinacion de caracterizacion morfologica y analisis de secuencias han
indicado que C. gloeosporioides, C. acutatum y C. boninense son los complejos de especies que
se encuentran asociados a tejidos de mango, siendo C. gloeosporioides el complejo mas
comunmente encontrado a nivel mundial (Lima et al., 2013; Sharma et al., 2013; Vieira et al.,
2014; Honger et al. 2014). Estos complejos pueden distinguirse morfolégicamente mediante
caracterizacion de forma y tamafio de los conidios. En el caso de los aislados del complejo C.
gloeosporioides, estos producen conidios cilindricos. Las especies del complejo C. boninense
presentan conidios similares a los del complejo C. gloeosporioides, pero con un hilo (cicatriz)
prominente en la base del conidio (Damm et al., 2012a). Mientras que las especies dentro del

complejo C. acutatum generalmente forman conidios fusiformes con uno o ambos extremos
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agudos (Phoulivong et al., 2010; Damm et al., 2012b). Asimismo, se ha reportado que los
caracteres morfologicos y de las colonias, solo son Utiles para discriminar a nivel de complejos de
Colletotrichum, pero no sirven para determinar a nivel de especie dentro de estos (Damm et al.,

2010; Cannon et al., 2012; Weir et al., 2012).

Analisis filogenético

El arbol filogenético generado en este estudio con 65 secuencias Apn2/Mat IGS, proveyd
suficiente informacion para distinguir las especies de Colletotrichum de 38 aislados obtenidos de
tejidos de mango con sintomas de antracnosis (Figura 6). Se identifico a 23 aislados como C.
dianesei, 9 como C. asianum, 4 como C. tropicale y 2 como C. fructicola.

Colletotrichum dianesei fue la especie encontrada con mayor frecuencia (60%) en México
segun el andlisis de secuencias Apn2/MAT IGS. Asimismo, no se observo preferencia de esta
especie con algan tejido, cultivar o sitio de colecta, debido a que C. dianesei se obtuvo a partir de
hojas y frutos de mango, asi como de diversos cultivares (Ataulfo, Haden, Kent, Keitt, Manila y
Tommy Atkins) y sitios de colecta de los principales estados productores de México (Chiapas,
Colima, Guerrero, Michoacan, Oaxaca, Sinaloa y Veracruz). Ademas, no fue posible inferir su
especificidad a tejidos y cultivares de mango, debido a que el nimero de aislados analizados fue
pequefio. Esta misma situacién se reportd en los estudios realizados por Lima et al. (2013) y
Vieira et al. (2014), para el caso de aislados de especies de Colletotrichum identificadas en
tejidos de mangos de la region nordeste de Brasil. Por otra parte, también se ha reportado que C.

dianesei causa la antracnosis del mango en la India (Sharma et al., 2014).
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LC0220 Fragaria EE.UU.

[ GJS08_50 TheobromaPanama
GJS08_43 Theobroma Panama

Colletotrichum dianesei
(sin. C. melanocaulon)

C. hymenocallidis

C. salsolae
C. queenslandicum

C. asianum

C. tropicale

C. nupharicola

C. fructicola

C. musae

C. gloeosporioides

C. fragariae

C. theobromicola
C. horii

Figura 6. Arbol filogenético reflejo de la inferencia bayesiana de 65 aislados de Colletotrichum usando datos de
secuencias Apn2/MAT IGS. El arbol muestra las relaciones filogenéticas de las especies de Colletotrichum aisladas
de tejidos de mango (Mangifera indica L.) y de las especies seleccionadas del “clado Musae” sensu. Los valores
bayesianos de probabilidad posterior > 0.5 se muestran en cada nodo. Las secuencias exepitipo estan enfatizadas en
negritas. Los nimeros de acceso, hospedante y origen geogréafico de los cultivos estan enlistados. La secuencia de C.

horii se utilizd como grupo distinto. La barra indica el nimero de cambios esperados por sitio.



Colletotrichum asianum fue la segunda especie encontrada con mayor prevalencia (23.6%)
en este estudio. Esta se detectd en aislados provenientes de los estados de Chiapas, Michoacan,
Veracruz y Nayarit. En este mismo sentido, Honger et al. (2014) registraron, recientemente, la
presencia de C. asianum asociada a sintomas de frutos de mango a provenientes de México. De
manera similar, Lima et al. (2013) y Vieira et al. (2014) sefialaron que C. asianum fue la segunda
especie mas frecuentemente aislada en sus estudios, realizados con especies de Colletotrichum
obtenidas de tejidos de mango, en Brasil. Otros paises en los que se ha reportado la presencia de
C. asianum asociada a mango son Australia, Filipinas, Panama (Weir et al., 2012), Tailandia
(Phoulivong et al., 2010; Weir et al., 2012), India (Sharma et al., 2013) y Ghana (Honger et al.,
2014), colocando a esta especie como la mas ampliamente distribuida en los principales paises
productores de mango.

Colletotrichum tropicale se detectd en 10.5% de los aislados identificados en este estudio,
mediante analisis de secuencias Apn2/MAT IGS. Esto coincidi6 con los estudios publicados por
Lima et al. (2013) y Vieira et al. (2014), quienes reportaron a C. tropicale con porcentajes de
prevalencia menores que C. dianesei y C. asianum, en tejidos de mango.

Colletotrichum fructicola se identificO Unicamente en 5.2% del total de los aislados
analizados molecularmente. De manera similar, esta especie se reportd en Brasil (Lima et al.,
2013) e India (Sharma et al., 2013), causando la antracnosis del mango, mientras que Vieira et al.

(2014) reportaron a este hongo como un endéfito de tejidos de mango en el nordeste de Brasil.
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Prueba de patogenicidad
Seis dias de después de la inoculacion, todos los frutos inoculados desarrollaron lesiones

necrdticas hundidas en el pericarpio, mientras que los frutos testigo permanecieron libres de la

enfermedad (Figura 7), lo que confirmé la patogenicidad de los 100 aislados de Colletotrichum.

CHIS 14-1 CHIS 17-2 GRO 5-2 GRO 18-1 NAY 8-3

NAY 17-3 MICH 6-1 MICH 10-1 SIN 13-3 SIN 17-3

VER 1-3 VER 7-3 OAX 5-2 COoL3-1 TESTIGO

Figura 7. Lesiones necroticas y hundidas tipicas de antracnosis en frutos de mango cv. Manila, resultado
de la prueba de patogenicidad de diferentes aislados de Colletotrichum spp. a 6 dias después de la
inoculacion artificial con una suspension de conidios con una concentracion de 1 x 10° esporas mL™.
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Los resultados de las pruebas de patogenicidad confirmaron que C. dianesei, C. asianum,
C. tropicale y C. fructicola son las especies responsables de causar la antracnosis del mango en
México. Lo anterior demuestra la amplia diversidad de especies de Colletotrichum que se pueden
encontrar causando esta enfermedad en un solo pais, como se registrd en Brasil (Lima et al.,
2013) e India (Sharma et al., 2013).

En este trabajo no se estimd la virulencia de aislados de las diferentes especies de
Colletotrichum causantes de la antracnosis del mango en México, dado que los sintomas
desarrollados en frutos de mango pueden variar considerablemente, de acuerdo con distintos
factores como cultivar, condicion del fruto, humedad y temperatura, asi como concentracién de
inoculo (Freeman et al., 1998; Sanders y Korsten, 2003; Giblin et al., 2010). Por lo que se
sugiere la realizacién de investigaciones posteriores, con la finalidad de determinar el potencial
de virulencia de las especies de Colletotrichum, de acuerdo con datos generados con infecciones
naturales en lugar de infecciones artificiales, como lo mencionaron Prihastuti et al. (2009) Lima
et al. (2013) y Viera et al. (2014). Asimismo, es necesario evaluar la respuesta a la infeccion por
Colletotrichum spp. en los principales cultivares de mango que se producen en México, con la
finalidad de determinar cuales son los cultivares que presentan tolerancia a esta enfermedad, bajo
los diferentes ambientes en los que se desarrolla este frutal.

Finalmente, este estudio tiene amplia relevancia en diversos aspectos relacionados con la
enfermedad ocasionada por C. dianesei, C. asianum, C. tropicale y C. fructicola en tejidos de
mango en Meéxico, dado que la identificacion apropiada de las especies de Colletotrichum es
importante para la toma de decisiones cuarentenarias y en la busqueda de fuentes genéticas de
resistencia a este hongo fitopatdgeno. Asimismo, la deteccion exacta del patogeno es crucial para

entender la epidemiologia y las estrategias que se plantearan para el manejo de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

La caracterizacion morfoldgica y cultural indicé que todos los aislados obtenidos de tejidos
de mango con sintomas de antracnosis pertenecen al complejo de especies de Colletotrichum
gloeosporioides. Sin embargo, los caracteres morfolégicos de las estructuras de reproduccion
asexual y de las colonias no fueron utiles para discriminar a nivel de especie en este complejo.

El analisis filogenético generado con las secuencias Apn2/MAT IGS de 38 aislados, reveld
que C. dianesei, C. asianum, C. tropicale y C. fructicola son las especies asociadas a los sintomas
de esta enfermedad. Asimismo, las especies C. dianesei, C. tropicale y C. fructicola identificadas
en este estudio, se reportan por primera vez en asociacion con sintomas de antracnosis en tejidos
de mango en México.

La pruebas de patogenicidad confirmaron que C. dianesei, C. asianum, C. tropicale y C.

fructicola son las especies responsables de causar la antracnosis del mango en México.
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CAPITULO 11

SENSIBILIDAD A FUNGICIDAS MBC Y SENSIBILIDAD BASE A PROCLORAZ EN
ESPECIES DEL COMPLEJO Colletotrichum gloeosporioides CAUSANTES DE LA

ANTRACNOSIS DEL MANGO EN MEXICO

RESUMEN

La antracnosis, causada por Colletotrichum spp., es la enfermedad pre- y postcosecha mas
importante del mango a nivel mundial y se controla principalmente mediante, el uso de
fungicidas sistémicos pertenecientes a la clase metil-benzimidazol-carbamatos (MBC). En
México, esta enfermedad es causada por C. dianesei, C. asianum, C. tropicale y C fructicola, los
cuales pertenecen al complejo de especies C. gloeosporioides. En este estudio, se determind la
sensibilidad a fungicidas MBC (benomil y carbendazim) y se estimé la sensibilidad base al
procloraz, en 100 aislados de especies del complejo Colletotrichum gloeosporioides colectados
en huertos comerciales de mango en los mayores estados productores de Meéxico. Todos los
aislados de Colletotrichum se consideraron como poblacién con sensibilidad base a los fungicidas
de la clase DMI (inhibidores de la demetilacion), debido a que estos se colectaron en huertos de
mango que no habian sido expuestos a aplicaciones de procloraz, o cualquier otro fungicida de
esta clase. Los aislados se evaluaron usando una prueba in vitro para determinar la concentracion
efectiva del fungicida a la cual se inhibe 50% del crecimiento micelial (CEso) para cada
combinacion de aislado-fungicida. Los aislados presentaron valores de CEso de benomil que
variaron de 0.1123 a 0.3543 pg mL?* (media = 0.2184 ug mL™?). Mientras que, los valores de
CEso para carbendazim variaron de 0.0880 a 0.1792 pg mL™ (media = 0.1409 pug mL™?). Los
valores CEso de sensibilidad base al procloraz variaron de 0.0048 a 0.0851 pg mL? (media =
0.0331 pg mL). Nuestros resultados revelaron la presencia en México de aislados del complejo
Colletotrichum gloeosporioides de mango sensibles a fungicidas MBC. Los datos determinados
este estudio serviran para monitorear variaciones posteriores en la sensibilidad de poblaciones de

Colletotrichum de mango a fungicidas MBC y DMI.

Palabras clave: Colletotrichum spp., Mangifera indica, sensibilidad, fungicidas.
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CHAPTER Il

SENSITIVITY TO MBC FUNGICIDES AND BASELINE SENSITIVITY TO
PROCHLORAZ IN SPECIES OF Colletotrichum gloeosporioides COMPLEX CAUSING

MANGO ANTHRACNOSE IN MEXICO

ABSTRACT

Anthracnose, caused by Colletotrichum spp., is the most important pre- and postharvest disease
of mango worldwide and is controlled primarily by systemic fungicides belonging to methyl
benzimidazole carbamate (MBC) class. In México, this disease is caused by C. dianesei, C.
asianum, C. tropicale and C. ignotum. In this study, 100 isolates of species of Colletotrichum
gloeosporioides complex collected in 2010-2013 from 100 commercial orchards in the major
mango growing states of Mexico were screened for sensitivity to MBC fungicides (benomyl and
carbendazim) and tested to determine their baseline sensitivity to prochloraz. All isolates were
collected from orchards with a history of benomyl sprays. Whereas, due to all the Colletotrichum
isolates were collected from mango orchards that had not been exposed to prochloraz, or any
other DMI fungicide. Thus, these isolates were considered baseline populations to this fungicide
class. All Isolates were tested using an in vitro assay to determine the effective fungicide
concentration at which 50% of mycelial growth was inhibited (ECso) for each isolate-fungicide
combination. ECso values ranged from 0.1123 to 0.3543 pg mL* (mean = 0.2184 pg mL™?) for
benomyl and from 0.0880 to 0.1792 pug mL™* (mean = 0.1409 pug mL) for carbendazim. Baseline
ECso values of prochloraz ranged from 0.0048 to 0.0851 pug mL (mean = 0.0331 pg mL™Y). Our
results revealed the existence in Mexico of isolates of Colletotrichum gloeosporioides complex
from mango highly sensitive to MBC fungicides. The data obtained here will serve to monitor
future variations in sensitivities of Colletotrichum populations from mango to MBC and DMI

fungicides.

Key words: Colletotrichum spp., Mangifera indica, sensitivity, fungicide.
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INTRODUCCION

La antracnosis, causada por Colletotrichum spp., es la enfermedad pre- y postcosecha mas
importante del mango a nivel mundial (Ploetz 2003; Paull y Duarte, 2011). La incidencia de esta
enfermedad puede llegar a 100% en fruta producida en condiciones de alta humedad (Arauz,
2000; Prusky et al., 2009). En México, la antracnosis del mango es causada por C. dianesei, C.
asianum, C. tropicale y C. ignotum, las cuales pertenecen al complejo de especies C.
gloeosporioides (Tovar-Pedraza, 2014). Entre las herramientas basicas para el manejo de la
antracnosis del mango, en condiciones de campo, se encuentran los fungicidas sistémicos
pertenecientes a la clase metil-benzimidazol-carbamatos (MBC), asi como fungicidas de contacto
de la clase de los ditiocarbamatos y derivados de cobre (McMillan, 1984; Ploetz et al., 2003;
Akem, 2006; Prusky et al., 2009; Pandey et al., 2012).

Los fungicidas sistémicos pertenecientes a la clase MBC estan representados
principalmente por benomil, carbendazim, tiabendazol y tiofanato-metil. EI modo de accion de
estos fungicidas se basa en inhibir la produccion de microtibulos mediante su unién a las
subunidades heterodiméricas de la molécula tubulina (Peres et al., 2004). La resistencia a
fungicidas MBC se asocia a cambios en la secuencia de aminoacidos ocasionados por mutaciones
en los codones 6, 50, 167, 198, 200 y 240 del gen B-tubulina (Ma y Michailides, 2005). Existen
diversos reportes de hongos fitopatdgenos que se han encontrado como resistentes a fungicidas
MBC. En el caso de aislados de Colletotrichum spp. de mango, el control de la antracnosis ha
sido irregular en algunos huertos comerciales en donde se han aplicado continuamente fungicidas
MBC, debido a la expresion de resistencia por parte del patogeno, como se reporté en EE.UU.
(Spalding, 1982), Tailandia (Farungsang y Farungsang, 1992; Nalumpang et al., 2010;
Kongtragoul et al., 2011), Sudafrica (Sanders et al., 2000), India (Kumar et al., 2007) y China

(Xu et al., 2004; Zhan et al., 2005; Zhang et al., 2005; Yang et al., 2008; Zhang et al., 2013).
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Por otra parte, el procloraz es un fungicida DMI-imidazol, sistétmico local con actividad
erradicante y su modo de accidén se basa en la inhibicion de la ruta de la biosintesis del
ergoesterol (Ma y Michailides, 2005). Este fungicida se ha usado como un protectante o
erradicante (Estrada et al., 1996), ademas de usarse en combinacion con agua caliente como un
tratamiento postcosecha en frutos de mango con destino final a paises de la Union Europea
(Arauz, 2000; Oosthuyse, 2000; Dang et al., 2008; Prusky et al., 2009; Swart et al., 2009). Segun
Arauz (2000), la efectividad de este fungicida bajo condiciones de campo puede variar de 65 a
94%, con una alta y moderada presion de la enfermedad, respectivamente. En Taiwan, la
frecuencia de aplicaciones de procloraz por ciclo varia de 1 a 16, dependiendo de la incidencia de
la enfermedad (Kuo, 2001). En contraste, en México los fungicidas DMI practicamente no se
usan para el control de esta enfermedad en campo.

En México, la mayoria de los productores de mango realizan aplicaciones continuas de
fungicidas de contacto a base de cobre (oxicloruro de cobre o hidroxido clprico) durante el
periodo de lluvias, para el control de la antracnosis. Pocos agricultores realizan aplicaciones de
fungicidas con accion sistémica de la clase MBC, entre 1 a 3 aplicaciones por afio, en contraste
con el elevado nimero de aplicaciones de esta clase de fungicidas en otros paises productores,
como EE.UU. (McMillan, 1984), Australia (Fitzell, 1981), India (Kumar et al., 2007) y China
(Xu et al., 2004; Zhan et al., 2005; Zhang et al., 2005; Yang et al., 2008).

Para la investigacién y manejo de resistencia a fungicidas, la linea base de la sensibilidad
puede definirse como un perfil de la sensibilidad del hongo objetivo a un fungicida, construido
mediante el uso de técnicas biologicas o de bioldgica molecular, para evaluar la respuesta de
individuos o poblaciones fungicas que no se han expuesto a fungicidas de una determinada clase
quimica. En la practica, la linea base establece un punto de referencia para aceptar la sensibilidad

de un hongo a un fungicida. Aislados o poblaciones fungicas que se encuentran con un perfil de
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sensibilidad que cae fuera de la repuesta de la linea base normalmente se consideran como menos
sensibles o resistentes al fungicida (Russell, 2004). Asimismo, la determinacion de la sensibilidad
base es el paso inicial en el establecimiento de programas de monitoreo de la resistencia a
fungicidas para detectar cambios en la sensibilidad de hongos, asi como para evaluar el impacto
de su uso en la produccion del cultivo (Brent, 1992).

En México no existen estudios publicados enfocados a determinar la distribucion de la
sensibilidad a fungicidas MBC en especies de Colletotrichum aislados de mango. En la
actualidad, es necesario conocer la sensibilidad de estas especies asociadas a la antracnosis del
mango, para definir estrategias de aplicacion en pre- y postcosecha para el manejo de la
enfermedad. Los objetivos de este estudio fueron: i) determinar la distribucion de la sensibilidad
a benomil y carbendazim, en poblaciones de Colletotrichum spp. aisladas de mango vy ii)

determinar la linea base de la sensibilidad al fungicida procloraz.

MATERIALES Y METODOS

Origen y coleccion de aislados de Colletotrichum spp.

Los 100 aislados de especies del complejo Colletotrichum gloeosporioides (C. dianesei,
C. asianum, C. tropicale y C. ignotum) usados en este estudio se identificaron previamente,
mediante caracterizacion morfologica, pruebas de patogenicidad y anélisis de secuencias
Apn2Mat IGS, como causantes de la antracnosis del mango en México (Tovar-Pedraza, 2014).
Estos aislados se obtuvieron a partir tejidos sintomaticos de mango y se recolectaron en 100
huertos comerciales distribuidos en los principales estados productores en México, durante

muestreos realizados de 2010 a 2013 (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Origen geografico, afio de colecta y numero de aislados del complejo C.
gloeosporioides obtenidos de mango, para determinar la sensibilidad in vitro a benomil,

carbendazim y procloraz.

Origen geogréafico  Clave de aislados  Afo de colecta  NUmero de aislados

Chiapas CHIS 2010 19
Nayarit NAY 2012 16
Sinaloa SIN 2012 15
Veracruz VER 2011 12
Michoacén MICH 2011 10
Guerrero GRO 2011 10
Oaxaca OAX 2012 8
Colima CoL 2012 5
Campeche CAM 2013 3
Tabasco TAB 2013 2

Todos los 100 aislados se obtuvieron a partir de huertos con historial de aplicacion del
fungicida benomil. Asimismo, debido a que todos los aislados usados en este estudio se
colectaron en huertos de mango que no habian recibido a aspersiones con procloraz, o cualquier
otro fungicida DMI, estos aislados se consideraron como poblaciones con sensibilidad base a esta
clase de fungicidas.

Los aislados se mantuvieron como suspension de esporas y discos miceliales en glicerol al
20% y bajo temperatura de -80 °C para largo almacenamiento; Para almacenamiento a corto
tiempo, se almacenaron en agua destilada estéril a 4 °C. Subcultivos frescos se obtuvieron
mediante transferencia de discos miceliales a cajas Petri con medio de cultivo papa-dextrosa-agar

(PDA; Difco®, Francia).
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Fungicidas
En este estudio se utilizaron formulaciones comerciales de benomil (Benomil®, DUPONT),
carbendazim (Bavistin®, BASF) y procloraz (Sportak®, BAYER CROPSCIENCE). Las

concentraciones evaluadas de los fungicidas se basaron en el ingrediente activo.

Sensibilidad de Colletotrichum spp. al benomil

La sensibilidad al benomil se determind con base en ensayos de inhibicion del crecimiento
micelial de 100 aislados. Se prepard una suspension madre de benomil con agua destilada estéril
y se agregO al medio de cultivo PDA, después de la esterilizacion, para obtener las siguientes
concentraciones: 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, y 2.5 pg mL™. Cajas Petri con medio PDA sin
fungicida sirvieron como testigo. Todas las cajas con medio PDA con fungicida se prepararon 24
h antes de usarlas en la prueba y se mantuvieron en oscuridad continua a 10°C. Del margen con
crecimiento activo de una colonia de 5 dias de edad se tomaron discos miceliales de 5 mm de
diametro y se colocaron en el centro de las cajas Petri con medio PDA y benomil a cada una de
las concentraciones sefialadas anteriormente. Las cajas se incubaron durante 6 dias a 28°C en
oscuridad continua. Para cada aislado, se usaron tres repeticiones por concentracion. El diametro
de la colonia de cada caja Petri se midié perpendicularmente en dos direcciones y se promedi6. El
diametro del disco de agar (5 mm de diametro) se restd del diametro de la colonia, antes de
realizar el analisis de datos. El experimento completo se realizé dos veces.

Para cada aislado, la concentracion efectiva que inhibe 50% del crecimiento micelial (CEsp)
se calculé mediante una regresion lineal del porcentaje de inhibicion relacionado con el
crecimiento micelial del testigo contra la transformacion del logio, para cada una de las siete
concentraciones de benomil, usando PROC REG de SAS (Statistical Analysis System, version

9.1.3 SAS Institute, Cary, NC, EE.UU.). El promedio de los valores de CEso de los dos
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experimentos para cada aislado, se uso en el andlisis de datos y se verificd que no hubiera

diferencia significativa (P >0.05) entre ambos experimentos.

Sensibilidad cruzada entre fungicidas MBC

Veinticinco aislados de Colletotrichum spp. se seleccionaron aleatoriamente para
determinar la sensibilidad a carbendazim, usando la prueba de inhibicion del crecimiento micelial
descrita para el benomil. La determinacion de la sensibilidad cruzada entre el benomil y el
carbendazim se realizd con un analisis de correlacion Pearson, entre los valores de CEso de ambos
fungicidas, usando PROC CORR de SAS (P = 0.05). Previamente, se realizé una prueba de

normalidad, a fin de cumplir con los supuestos estadisticos.

Determinacion de la sensibilidad base al procloraz

Para determinar la linea base de la sensibilidad de aislados del complejo Colletotrichum
gloeosporioides al procloraz, todos los aislados se precultivaron en cajas Petri con PDA bajo
condiciones de oscuridad continua, a 28 °C durante 5 dias. Despues, el volumen apropiado de una
solucion madre de procloraz se afiadié antes de la solidificaciébn a medio de cultivo PDA
esterilizado, para obtener concentraciones finales de 0, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1y 5 pg mL™.

Los valores de CEso se determinaron como ya se describio para el caso de fungicidas MBC.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Distribucion de la sensibilidad a benomil
Los 100 aislados de Colletotrichum spp. aislados de tejidos de mango presentaron valores
de CEso de benomil que variaron de 0.1123 a 0.3543 ug mL* (media = 0.2184 pug mL?). Es
importante resaltar que 95% de los aislados mostraron valores de CEso de 0.151 a 0.300 pg mL™*

(media = 0.2162 pg mL™Y) (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion de frecuencia de valores de concentracion efectiva de benomil a la cual se
inhibe 50% del crecimiento micelial (CEsp) para 100 aislados de especies del complejo C.

gloeosporioides obtenidos en huertos comerciales de mango en México.

En este estudio, el crecimiento de ningun aislado fue significativo cuando se usé la maxima
concentracion de benomil (2.5 pg mL™), lo cual indico una alta sensibilidad a fungicidas MBC en
aislados de especies del complejo C. gloeosporioides obtenidos de mango en México. Estos
resultados discrepan mucho de aquellos estudios donde se ha usado una concentracion de 10 pg
mL como discriminatoria para diferenciar aislados sensibles y resistentes a fungicidas MBC en
poblaciones de C. gloeosporioides (Maymon et al., 2006; Peres et al. 2004; Narkar et al., 2012) y

C. cereale (Wong et al., 2008: Young et al., 2010).
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Los valores de sensibilidad mostrados en la Figura 1 indicaron que ninguno de los 100

aislados evaluados en este estudio fue resistente al benomil, debido a que Zhang et al. (2013),
consideraron como poblacion sensible, resistente y altamente resistente a los aislados
Colletotrichum gloeosporioides obtenidos de mango que presentaban valores de CEsg de 0.11-
0.66, 1.12-105.79 y 1490-11727 pg mL™?, respectivamente, para el caso de fungicidas MBC.
La presencia en México de aislados del complejo Colletotrichum gloeosporioides sensibles a
benomil puede deberse a que en la mayoria de los huertos comerciales de mango, el nimero de
aplicaciones de fungicidas MBC por afio varia de uno a tres, mientras que en paises como
EE.UU. (Spalding, 1982; McMillan, 1984), Australia (Fitzell, 1981) e India, se ha reportado
resistencia a esta clase de fungicidas probablemente debido a que se realizan mas de 15
aplicaciones por afio.

En este sentido, Gutiérrez-Alonso et al. (2003a) llevaron a cabo una prueba de inhibicion
del crecimiento micelial con seis aislados de C. gloeosporioides provenientes de cinco estados de
México (Guerrero, Michoacan, Veracruz, Sinaloa y Chiapas), determinando valores minimos de
CEso para benomil de 2.4 y 18.56 pg mL™, para el caso de aislados de Guerrero y Chiapas,
respectivamente. En contraste, nuestros resultados indican valores maximos estimados de CEso =
0.3543 pug mL™. Es importante resaltar que la diferencia en los valores de CEso entre ambos
estudios pudo fluctuar debido a que, en el trabajo de Gutiérrez-Alonso et al. (2003a), las cajas
Petri se incubaron bajo luz fluorescente continua durante el ensayo de inhibicion del crecimiento
micelial, lo cual pudo haber ocasionado una rédpida degradacion del ingrediente activo en el
medio de cultivo, como lo sefialaron Escalada et al. (2006) y Yoursef y Akasheh (2011), para el
caso de diferentes fungicidas benzimidazoles sensibles a la fotodegradacion en condiciones in

vitro.
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Sensibilidad cruzada entre fungicidas MBC

El andlisis de correlacion (r = 0.3532) indic6 que no existe sensibilidad cruzada a los
fungicidas benomil y carbendazim en los aislados de especies pertenecientes al complejo C.
gloeosporioides causantes de la antracnosis del mango en México. Lo anterior contrasta con los
resultados del estudio de Zhang et al. (2013), en el cual se reporté resistencia cruzada entre los
fungicidas carbendazim, thiabendazol y tiofanato-metil, en ocho aislados de C. gloeosporioides
de mango, en China.

Los valores de CEso para carbendazim en los 25 aislados de especies del complejo
Colletotrichum gloeosporioides analizados en este estudio, variaron de 0.087 a 0.205 pug mL™
(media = 0.1409 pg mL™?) (Figura 2). Esto coincidié con lo indicado por Zhang et al. (2013),
quienes reportaron valores de CEso de 0.11 a 0.30 pug mL™ en aislados de C. gloeosporioides de
mango, de China, sensibles carbendazim. De igual manera, Zhan et al. (2005) y Zhan y Huang
(2007) describieron poblaciones silvestres de C. gloeosporioides de China, con valores de CEso

para carbendazim de 0.110 a 0.130 pg mL™.
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Figura 2. Valores de concentracion efectiva para fungicidas MBC (benomil y carbendazim) a la
cual se inhibe 50% del crecimiento micelial (CEso) para 25 aislados de especies del complejo C.

gloeosporioides obtenidos en huertos comerciales de mango, en México.
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Los resultados de sensibilidad a carbendazim estimados en esta investigacion, indican que
los aislados del complejo de C. gloeosporioides de Mexico, fueron altamente sensibles a
carbendazim y no presentaron resistencia a fungicidas MBC, ya que los valores de CEsp fueron <
1 pug mL, como los determinados para benomil (Figura 2). Similarmente, Zhan et al. (2005) y
Zhan y Huang (2007) indicaron que los aislados resistentes a MBC son capaces de crecer sin
dificultad en medio de cultivo con una concentracion de 1000 ug mL™. Resultados similares
registraron Nalumpang et al. (2010) y Kongtragoul et al. (2011), quienes mencionaron la
presencia de aislados resistentes a carbendazim en poblaciones de C. gloeosporioides de mango
de Tailandia, los cuales fueron capaz de crecer en medio de cultivo con fungicida, a
concentraciones de 500 pg mL™.

Antes de que se desarrollara resistencia al carbendazim en condiciones de campo, este
fungicida mostré una efectividad similar o superior a la del benomil en el control de la
antracnosis del mango, en paises como Malasia (Lim, 1980), India (Jadeja y Vaishnav, 1984;
Kumar et al., 2007; Ray et al., 2009), China (Zhan y Huang, 2007), Venezuela (Rivas y
Carrizales, 2007), Tailandia (Nalumpang et al., 2010; Kongtragoul et al., 2011) y Pakistan
(Hasan et al., 2014). Por lo que este fungicida se puede aplicar en huertos comerciales de mango
en México, dentro de un programa de manejo integral de la antracnosis, en condiciones de
campo, Yy asi sustituir al fungicida benomil, el cual actualmente esta prohibido a nivel mundial.
Ademas, el fungicida carbendazim también puede aplicarse como tratamiento postcosecha en
México, ya que ha mostrado excelentes resultados en combinacion con agua caliente, en el
control de la antracnosis (Dang et al., 2008; Jabbar et al., 2011). Otra ventaja del tratamiento
postcosecha con carbendazim se observa en la excelente efectividad que tiene para controlar la
pudricién postcosecha del pedunculo (Swart et al., 2009), causada por diferentes especies de

hongos de la familia Botryosphaeriaceae (Marques et al., 2013; Sandoval-Sanchez et al., 2013).
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Sensibilidad base a procloraz

Los valores de CEso determinados en este estudio para el fungicida procloraz, fluctuaron de
0.0048 a 0.0851 pg mL™* (media = 0.0331 pug mL™). Estos resultados fueron similares a los
encontrados por Kuo (2000), quien reporto valores de CEso que variaron de 0.003 a 0.038 pug mL"
! para una poblacion de 55 aislados de C. gloeosporioides con sensibilidad base. Este mismo
autor registrd valores de CEso que variaron de 0.009 a 0.1554 pug mL? para aislados que se
habian obtenido de huertos comerciales de mango con historial de aplicaciones (1 a 16 por
periodo) de procloraz, en Taiwan. De manera similar, Zhang et al. (2013) evaluaron 23
fungicidas pertenecientes a diferentes clases quimicas y encontraron que el procloraz fue el
fungicida mas toxico (CEso = 0.02-0.05 pug mL™) para ocho aislados de C. gloeosporioides
colectados en huertos de mango, de China.

Es importante resaltar, que 87% de los aislados evaluados para sensibilidad al procloraz en

este estudio, registraron valores de CEso que fluctuaron entre 0.011 a 0.060 pg mL™* (Figura 3).
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Figura 3. Distribucion de frecuencia de valores de concentracion efectiva de procloraz a la cual
se inhibe 50% del crecimiento micelial (CEso) de 100 aislados de especies del complejo C.
gloeosporioides nunca expuestos a aplicaciones de fungicidas DMI en huertos comerciales de

mango, en México.
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Las pruebas de inhibicién del crecimiento micelial de aislados del complejo C.
gloeosporioides en medio de cultivo PDA combinado con diferentes concentraciones de
procloraz, indicaron una alta sensibilidad al fungicida DMI, ya que ningun aislado evaluado en
este estudio crecid a la concentracion de 5 pg mL™ (Figura 4). Estos resultados concuerdan con
los de Sanders et al. (2000) en Sudafrica, pues ninguno de sus aislados de C. gloeosporioides
crecié a la concentracion de 10 pg mL™?, lo cual indicé una alta sensibilidad al procloraz.
Resultados similares se reportaron por Rondon et al. (2006), quienes encontraron que un aislado
de C. gloeosporioides obtenido de un huerto de mango en Venezuela mostr 89.6 y 98.6% de
inhibicion del crecimiento micelial, a concentraciones de procloraz entre 1 y 10 pg mL™,
respectivamente.

AISLADO NAY 13-3

AISLADO OAX 5-2

A B Control 0.005 0.01 0.05

Figura 4. Efecto del fungicida procloraz sobre el crecimiento micelial in vitro de aislados del
complejo C. gloeosporioides obtenidos de huertos comerciales de mango, en México, sin
historial de aplicaciones de fungicidas MDI. (A) Aislado colectado en un huerto del estado de

Nayarit. (B) Aislado proveniente de un huerto del estado de Oaxaca.

Los datos de sensibilidad base son esenciales para evaluar el riesgo y manejo de la
resistencia en campo, asi como para monitorear los niveles de resistencia en las poblaciones de

hongos fitopatdgenos (Chen et al., 2012).
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Por otra parte, los valores de sensibilidad base al procloraz de esta investigacion fueron mas
bajos en comparacion con los resultados de Wong y Midland (2007), quienes reportaron aislados
de C. cereale con valores de sensibilidad base de 0.025 a 0.35 pg mL™, para el caso de fungicidas
DMI. La diferencia puede explicarse dado que se trata de distintas especies de Colletotrichum.

En el caso de México, Gutiérrez-Alonso et al. (2003b) realizaron una prueba in vitro de
sensibilidad a procloraz con seis aislados de C. gloeosporioides de mango, provenientes de los
estados de Veracruz, Guerrero, Michoacan, Sinaloa y Chiapas. En dicho estudio se estimaron
valores de CEso que variaron de 0.0803 a 21.48 pug mL?, los cuales fueron muy altos, en
comparacion con los valores de CEso reportados en este trabajo (CEso = 0.0048 a 0.0851 pg mL”
1. Aunque en los dos estudios se utilizaron aislados de los mismos estados productores de mango
en México, la gran diferencia en los valores de sensibilidad puede deberse a que aqui se realizo
un ensayo de inhibicion del crecimiento micelial, mientras que Gutiérrez-Alonso et al. (2003b)
realizaron una prueba de efectividad basada en porcentaje de germinacion de conidios, siendo
que los fungicidas DMI no tienen efecto sobre la germinacion conidial.

En paises cuyo mercado de exportacion es la Union Europea, el fungicida procloraz se ha
usado en combinacién con agua caliente como un tratamiento postcosecha efectivo para el
control de la antracnosis del mango (Arauz, 2000; Oosthuyse, 2000; Dang et al., 2008; Prusky et
al., 2009; Swart et al.,, 2009; Loépez-Vasquez y Castafio-Zapata, 2010). Ademas, dicho
ingrediente activo también puede aplicarse en condiciones de campo (Fitzel y Peak, 1988; Kuo,
2000; Ray et al., 2009).

Nuestros resultados mostraron que en Mexico se puede utilizar el fungicida imidazol-
procloraz para el control efectivo de la antracnosis del mango, tanto en condiciones de campo
como en postcosecha, ya que este fungicida presenta excelente actividad en frutos mediante la

eliminacion de infecciones quiescentes, como lo mencionaron Jhonson y Hofman (2009).
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Ademas de que el riesgo de generar resistencia al procloraz en aislados del complejo C.
gloeosporioides es muy bajo, como lo demostraron los estudios de Sanders et al. (2000) y Kuo
(2000). Sin embargo, es importante sefialar que el uso de procloraz como tratamiento postcosecha
estd prohibido para frutos de mango que tienen como mercado a EE.UU., por lo que este
tratamiento solo podria usarse para el caso de los frutos con destino a la Unién Europea o paises
como Australia, Brasil, China, Colombia, Pert y Sudafrica, en donde el procloraz no tiene
restriccion (Jhonson y Hofman, 2009).

Recientemente, Monteon-Ojeda et al. (2012) encontraron que el fungicida myclobutanil, el
cual pertenece a la clase DMI, mostré buena efectividad para el control de la antracnosis del
mango en huertos localizados en Guerrero, México. Por lo que nuestros datos de sensibilidad
base al procloraz serviran como referencia para el futuro monitoreo de variacion en la
sensibilidad a fungicidas DMI en poblaciones de aislados del complejo C. gloeosporioides, en

México.

CONCLUSIONES
La prueba de sensibilidad a fungicidas MBC (benomil y carbendazim) mostré que las
especies de Colletotrichum responsables de causar la antracnosis del mango son altamente
sensibles a esta clase de fungicidas.
Los valores de sensibilidad base al procloraz variaron de 0.0048 a 0.0851 pg mL™, lo que

indico que los aislados evaluados fueron altamente sensibles a este fungicida.
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CAPITULO Il

RESISTENCIA A FUNGICIDAS Qol EN AISLADOS DEL COMPLEJO Colletotrichum

gloeosporioides CAUSANTES DE LA ANTRACNOSIS DEL MANGO EN MEXICO

RESUMEN

La antracnosis, causada por Colletotrichum spp., es la enfermedad més importante del mango en
pre- y postcosecha a nivel mundial. En México, esta enfermedad es causada por C. dianesei, C.
asianum, C. tropicale y C. ignotum. Los fungicidas inhibidores externos de la quinona (Qol) se
han aplicado para controlar la antracnosis del mango en los mayores paises productores de este
frutal. Sin embargo, el desarrollo de resistencia a esta clase de fungicidas constituye una amenaza
importante para el control exitoso de la enfermedad. En este estudio, se determind la sensibilidad
a azoxystrobin y kresoxim-metil en 100 aislados del complejo Colletotrichum gloeosporioides
colectados en huertos comerciales de mango en los principales estados productores de México,
durante muestreos realizados de 2010 a 2013. De los 100 aislados, 84 se colectaron en huertos
que habian recibido aplicaciones de azoxystrobin; los otros 16 se colectaron en huertos nunca
tratados con fungicidas Qol (subpoblacion linea base). Los aislados se evaluaron usando una
prueba in vitro, con la que determind la concentracion efectiva a la cual se inhibe 50% del
crecimiento micelial (CEso), para cada combinacion de aislado-fungicida. Los valores de CEsg de
los aislados con sensibilidad base variaron de 0.0016 a 0.0397 pg mL™* (media = 0.0131 pg mL™?)
para azoxystrobin y de 0.0335 a 0.1106 pg mL™* (media = 0.0748 pg mL™?) para kresoxim-metil.
Mientras que los valores de CEso para los aislados expuestos a aplicaciones con fungicidas en
campo variaron de 0.0402 a >1000 pg mL! y de 0.0413 a >1000 pg mL™ para azoxystrobin y
kresoxim-metil, respectivamente. El analisis de correlacién (r = 0.84) confirm6 que existe
resistencia cruzada entre los fungicidas de la clase Qol. Ademas, los resultados de este estudio
demostraron la presencia de aislados del complejo Colletotrichum gloeosporioides altamente
resistentes a fungicidas Qol en huertos de mango de México.

Palabras clave: Mangifera indica, Colletotrichum, azoxystrobin, kresoxim-metil, resistencia.
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CHAPTER 11

RESISTANCE TO Qol FUNGICIDES IN ISOLATES OF Colletotrichum gloeosporioides

COMPLEX CAUSING MANGO ANTHRACNOSE IN MEXICO
ABSTRACT

Anthracnose, caused by Colletotrichum spp., is the most important pre- and postharvest disease
of mango worldwide. In México, this disease is caused by C. dianesei, C. asianum, C. tropicale
and C. ignotum. Quinone outside inhibitor (Qol) fungicides has been applied to control mango
anthracnose in the major mango growing countries. However, the development of resistance to
this fungicide class constitutes an important threat for the successful control of the disease. In this
study, 100 isolates of C. gloeosporioides complex from 100 commercial orchards were collected
between 2010 and 2013 in the major mango growing states of Mexico. Isolates were tested for
their sensitivity to azoxystrobin and kresoxim-methyl. Eighty-four isolates were collected from
orchards that had been exposed to azoxystrobin, and 16 isolates were collected from orchards
never treated with Qol fungicides (baseline population). All isolates were tested using an in vitro
assay to determine the effective fungicide concentration at which 50% of mycelial growth was
inhibited (ECso) for each isolate-fungicide combination. ECsg values of the baseline isolates
ranged from 0.0016 to 0.0397 pug mL* (mean = 0.0131 pug mL™) for azoxystrobin and from
0.0335 to 0.1106 pug mL* (mean = 0.0748 pg mL™?) for kresoxim-methyl. Whereas, ECso values
ranged from 0.0402 to >1000 pg mL™ for isolates exposed to azoxystrobin and from 0.0413 to
>1000 pg mL? for kresoxim-methyl. Cross-resistance among the class of Qol fungicides was
confirmed by a correlation analysis (r = 0.84). Results from this study determined the presence of
resistance to Qol fungicides in isolates of C. gloeosporioides complex from mango in Mexico.

Key words: Mangifera indica, Colletotrichum, azoxystrobin, kresoxim-methyl, resistance.
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INTRODUCCION

La antracnosis, causada por Colletotrichum spp., es la enfermedad pre- y postcosecha méas
importante del mango a nivel mundial (Ploetz et al., 2003; Paull y Duarte, 2011). La incidencia
de esta enfermedad puede llegar a 100% en fruta producida en condiciones de alta humedad
(Arauz, 2000; Ploetz et al., 2003; Prusky et al., 2009). Los fungicidas sistémicos pertenecientes
a la clase metil-benzimidazol-carbamatos (MBC) e inhibidores externos de la quinona (Qol) son
una herramienta comdnmente usada para el manejo de la antracnosis del mango en condiciones

de campo (Pandey et al., 2012; Diedhiou et al., 2014).

El modo de accion de los fungicidas Qol se basa en la inhibicion de la respiracion
mitocondrial mediante la union al sitio Qo del complejo enzimatico del citocromo bci (complejo
respiratorio I11). Esta inhibicién bloguea el proceso de transferencia de electrones entre el
citocromo b y el citocromo c1, ocasionando la deficiencia de energia en las células fungicas,
debido a la falta de produccion de adenosina trifosfato (ATP) (Barlett et al., 2002; Gisi et al.,
2002; Yamaguchi y Fujimora, 2005; Grasso et al., 2006; Fernandez-Ortufio et al., 2008). Esta
clase de fungicidas muestra actividad sobre una amplia gama de hongos fitopatdgenos de
importancia econdmica (Ypema y Gold, 1999; Grasso et al., 2006), dada su larga actividad

residual y sus propiedades biocinéticas (Ypema y Gold, 1999).

Después de la introduccién comercial de los primeros fungicidas de la clase Qol
(azoxystrobin y kresoxim-metil), en 1996, para el control de enfermedades en cereales, se
detectaron aislados resistentes en poblaciones de campo en Blumeria graminis f. sp. tritici vy,

posteriormente, la resistencia se observd en otros de los principales hongos fitopatdgenos,
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incluyendo a Podosphaera xanthii, Pseudoperonospora cubensis, Plasmopara viticola,

Mycosphaerella fijiensis y Venturia inaequalis (Heaney et al., 2000; Gisi et al., 2002).

Actualmente, la resistencia a fungicidas Qol se ha reportado en al menos tres géneros de
oomicetes y 27 géneros de hongos (FRAC, 2012), incluyendo especies de Colletotrichum como
C. cereale, en pastos de golf, en Japon (Avila-Adame et al., 2003) y EE.UU. (Avila-Adame et
al., 2003; Wong et al., 2007; Mitkowski et al., 2009; Young et al., 2010), ademéas de C.
gloeosporioides, en fresa, en Japén (Inada et al., 2008). En el caso de aislados de C.
gloeosporioides de mango se ha reportado la presencia de aislados resistentes a fungicidas Qol en

huertos comerciales de China (Zhang et al., 2013).

Azoxystrobin tiene actividad erradicante, translaminar, protectante y cierto nivel de
movimiento en los tejidos (quasi-sistemicidad), dando a este fungicida el potencial para usarse en
tratamientos al suelo y a la semilla, ademas de aplicaciones foliares. Asi mismo, su versatilidad y
actividad de amplio espectro se ha demostrado contra una amplia variedad de enfermedades
econdémicamente importantes (Gullino et al., 2000). En general, este fungicida se ha evaluado
para el control de la antracnosis del mango, con resultados efectivos en huertos comerciales de
Brasil (Sales-Junior et al., 2004), Australia (Stovolt y Dirou, 2004), India (Sundravadana et al.,
2006, 2007; Adhikary et al., 2013), Sudéafrica (Swart et al., 2009), China (Huang et al., 2012) y

Senegal (Diedhiou et al., 2014).

Este fungicida Qol se usa en huertos de mango de México para el control de la antracnosis.
Sin embargo, no se ha documentado la sensibilidad in vitro de Colletotrichum spp. a fungicidas
Qol. Los objetivos de este estudio fueron: establecer la distribucion de la sensibilidad base a

azoxystrobin y kresoxim-metil, mediante prueba de inhibicién del crecimiento micelial, en
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poblaciones de campo de aislados del complejo C. gloeosporioides de mango; y determinar si se
presenta resistencia a azoxystrobin y kresoxim-metil en aislados de campo del complejo C.

gloeosporioides de huertos de mango, en México.

MATERIALES Y METODOS

Coleccién y mantenimiento de aislados del complejo C. gloeosporioides

Los 100 aislados del complejo C. gloeosporioides usados en este estudio se identificaron
previamente, mediante caracterizacion morfologica, pruebas de patogenicidad y anélisis de
secuencias Apn2Mat IGS, como responsables de causar la antracnosis del mango en México
(Tovar-Pedraza, 2014). Estos aislados se obtuvieron a partir tejidos sintomaticos de diferentes
cultivares de mango y se recolectaron en 100 huertos comerciales de los principales estados
productores en México, durante muestreos realizados de 2010 a 2013 (Cuadro 1). De los 100
aislados, 84 se colectaron en huertos que habian recibido aplicaciones de azoxystrobin
(subpoblacion expuesta); los otros 16 se colectaron en huertos nunca tratados con fungicidas Qol

(subpoblacion con sensibilidad base).
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Cuadro 1. Origen, afio de colecta y numero de aislados del complejo C. gloeosporioides usados
en ensayos de sensibilidad in vitro a fungicidas Qol.

Origen Clave de Ao de colecta  Aislados expuestos Aislados con
geografico aislados sensibilidad base
Chiapas CHI 2010 18 1
Nayarit NAY 2012 14 2
Sinaloa SIN 2012 14 1
Veracruz VER 2011 8 4
Michoacén MICH 2011 8 2
Guerrero GRO 2011 9 1
Oaxaca OAX 2012 6 2
Colima CoL 2012 5 0
Campeche CAM 2013 1 2
Tabasco TAB 2013 1 1

Todos los aislados se mantuvieron como suspension de esporas y discos miceliales en
glicerol a 20% y bajo temperatura de -80 °C para almacenamiento a largo plazo. Para
almacenamiento a corto plazo se conservaron en agua destilada estéril a 4 °C. Subcultivos frescos
se obtuvieron mediante transferencia de discos miceliales a cajas Petri, con medio de cultivo

papa-dextrosa-agar (PDA; Difco®, Francia).

Fungicidas

En este estudio se usaron productos comerciales de los fungicidas azoxystrobin (Amistar®,
SYNGENTA) y kresoxim-metil (Stroby®, BASF). Las concentraciones evaluadas de los

fungicidas se basaron en el ingrediente activo.
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Efecto del azoxystrobin en la inhibicion del crecimiento micelial

El efecto del fungicida azoxystrobin se determino para 100 aislados (16 de la subpoblacion
con sensibilidad base y 84 de la subpoblacion expuesta) de especies del complejo C.
gloeosporioides mediante una prueba de inhibicion del crecimiento micelial. Para ello, se prepard
una solucion madre de azoxystrobin y se agregé la cantidad adecuada del fungicida a medio PDA
fundido y esterilizado, para obtener concentraciones finales de 0, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 y 50 ug
i.a. mL. Con la finalidad de bloquear la respiracion alternativa del hongo (Zyogas et al., 1997;
Olaya y Koller, 1999; Barlett et al., 2002), en metanol (1:1) se prepar6é una solucion madre de
acido salicil-hidroxdmico (SHAM, 99% i.a.; Sigma-Aldrich Inc., St. Louis) y se agregé la
cantidad adecuada al medio combinado con fungicida para obtener una concentracion final de
SHAM de 100 pg mL™. Las cajas Petri testigo (sin fungicida) también se combinaron con
SHAM. Esta concentracién de SHAM no presenta efecto sobre el crecimiento micelial de los
hongos y provee un completo sinergismo de la accién de los fungicidas Qol en ensayos in vitro
(Olaya y Koller, 1999; Barlett et al., 2002; Avila-Adame et al., 2003; Jin et al., 2009). Todas las
cajas con medio PDA combinado con fungicida se almacenaron en condiciones de oscuridad

continua a 20 °C durante 24 h, antes de usarlas en la prueba.

Se tomaron discos miceliales de 5 mm de diametro del margen con crecimiento activo de
una colonia de 5 dias de edad y se colocaron en el centro de las cajas Petri, con medio de cultivo
con las diferentes concentraciones de azoxystrobin. Las cajas se incubaron durante 6 dias, a 28 °C
y en oscuridad continua. Para cada aislado, se usaron tres repeticiones por concentracion. El
diametro de la colonia en cada caja se midié perpendicularmente, en dos direcciones, y se

promedio. La prueba de inhibicion del crecimiento micelial se realizé dos veces.
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Para cada aislado, la concentracion efectiva que inhibe 50% del crecimiento micelial (CEsp)
se calculd mediante una regresion lineal simple del porcentaje de inhibicidn relacionado con el
crecimiento micelial del testigo contra la transformacion logio para cada una de las siete
concentraciones de azoxystrobin usando PROC REG de SAS (Statistical Analysis System,
version 9.1.3 SAS Institute, Cary, NC, EE.UU.). El promedio de los valores de CEso para cada
aislado en los dos experimentos se uso en el andlisis de datos. Previamente, se realizd una prueba

de normalidad, a fin de cumplir con los supuestos estadisticos.

Resistencia cruzada entre fungicidas Qol

Cuarenta aislados del complejo de Colletotrichum gloeosporioides se seleccionaron
aleatoriamente, para determinar la sensibilidad a kresoxim-metil usando la prueba de inhibicién
del crecimiento micelial ya descrita anteriormente. Los valores de CEsg de kresoxim-metil se
calcularon para cada aislado, como se describi0 arriba, para el caso del fungicida azoxystrobin.
La asociacion entre la sensibilidad cruzada a fungicidas Qol se determiné con los valores de CEsg
de azoxystrobin versus valores de CEso de kresoxim-metil para 40 aislados del complejo C.

gloeosporioides, con una correlacion Pearson usando PROC CORR de SAS (P = 0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del azoxystrobin sobre el crecimiento micelial

En este estudio, la subpoblacion de aislados del complejo C. gloeosporioides con
sensibilidad base (n =16) a azoxystrobin mostraron valores de CEsg que variaron de 0.0016 a
0.0397 ug mL* (Figura 1). Resalta el hecho de que 50% de dicha subpoblacion present6 valores
de CEso de 0.0016 a 0.010 pug mL™. De manera similar, Mondal et al. (2005) registraron valores
de sensibilidad base al azoxystrobin de 0.09 a 0.79 pg mL™ y de 0.01 a 0.034, para pyraclostrobin
en aislados de C. acutatum obtenidos de huertos de citricos en Florida, EE.UU., mediante
ensayos de inhibicion del crecimiento micelial con medio con 100 pg mL* de SHAM. Por su
parte, Schnabel et al. (2006) estimaron valores CEso de azoxystrobin que variaron de 0.01 a 0.55

ug mL*, para aislados de C. acutatum obtenidos de durazno.

0.050 -
0.045
0.040
0.035
0.030
0.025
0.020
0.015
0.010
0.005

0.000 -
-0.005 - CAM CAM TAB 1-NAY 4- NAY OAX3- OAX GRO MICH MICH VER1-VER 2- VER6- VER7- SIN  CHI
-1 41 1 1 13-3 2 13-2 162 2-2 3-1 3 1 2 1 16-2 20-3

CE;o (ng mL™)

Aislados

Figura 1. Valores de concentracion efectiva de azoxystrobin a la cual se inhibe 50% del crecimiento
micelial (CEsq) para 16 aislados del complejo Colletotrichum gloeosporioides de la subpoblacién con
sensibilidad base, los cuales se colectaron en huertos comerciales de mango, en México, sin historial de

aplicaciones de fungicidas Qol.
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Diferentes estudios han sefialado que los ensayos in vitro de inhibicion del crecimiento
micelial son adecuados para determinar la sensibilidad a fungicidas Qol en aislados de C.
gloeosporioides (Sundravadana et al., 2007; Zhang et al., 2013), C. acutatum (Mondal et al.,
2005; Gutiérrez-Chapin et al., 2006; Schnabel et al. 2006), C. capsici (Jin et al., 2009), C.
cereale (Crouch et al., 2005), C. dematium (Gutiérrez-Chapin et al., 2006) y C. coccodes

(Gutiérrez-Chapin et al., 2006).

Por otra parte, en un estudio llevado a cabo por Gutiérrez-Alonso et al. (2003), se
reportaron valores de CEso de 0.0000013, 0.0000064, 0.0000141 pg mL™ para azoxystrobin en
aislados de C. gloeosporioides colectados en huertos de mango de Veracruz, Guerrero y Sinaloa,
respectivamente. Lo anterior contrastdé con nuestros resultados. Sin embargo, la diferencia en la
sensibilidad puede deberse a que en este trabajo se determind la sensibilidad a azoxystrobin
usando una prueba de inhibicion del crecimiento micelial, mientras que Gutierrez-Alonso et al.
(2003) realizaron una prueba de germinacion de conidios. En este mismo, sentido Olaya et al.
(1998) y Jin et al. (2009) indicaron que la germinacion de esporas puede ser mas sensible que el
crecimiento micelial para efectos inhibitorios de los fungicidas Qol. Por su parte, Balba (2007)
sefiald que el azoxystrobin tiene excelentes efectos contra el crecimiento micelial y la
germinacién de esporas de hongos fitopatdgenos; mientras que el kresoxim-metil exhibe mayor
efectividad contra la germinacion de esporas. Gullino et al. (2000) sefialaron que el kresoxim-
metil es mas efectivo contra germinacion de esporas que contra el crecimiento micelial, lo que se
relaciona con la dependencia de la espora a la respiracion mitocondrial durante el proceso de
germinacion. Ademas, la sensibilidad inferior del micelio al fungicida puede estar relacionada
con su débil dependencia a la respiracion durante el crecimiento vegetativo o la posibilidad de

que la ruta alterna del transporte de electrones puede ser induda en el micelio, pero no en esporas.
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La prueba de inhibicion del crecimiento micelial realizada con aislados del complejo C.
gloeosporioides en medio de cultivo PDA, con siete diferentes concentraciones de azoxystrobin,
mostro que algunos aislados fueron ligeramente inhibidos a concentraciones de 50 pug mL™. El
crecimiento micelial de los aislados con sensibilidad base se inhibid progresivamente a medida
que aumentaba la concentracién de azoxystrobin, resultando en una completa inhibicién a
concentraciones de 0.5 pg mL*? (Figura 2). Esto revel6 la existencia en México de aislados
resistentes a este fungicida. La afirmacion anterior se puede sustentar con lo reportado por
Sundravadana et al. (2006) y Sundravadana et al. (2007), quienes encontraron que el crecimiento
micelial de un aislado sensible de C. gloeosporioides, colectado en un huerto de mango en India
se inhibié completamente con una concentracion de azoxystrobin de 1.0 ug mL™?. Mientras que
Adhikary et al. (2013) registraron un aislado de C. gloeosporioides de mango en India, el cual

fue capaz de crecer a concentraciones de azoxystrobin de 50 ug mL™.

AISLADO MICH 2-2 (R)

AISLADO OAX 3-2 (SB)

B

AISLADO CHI 6-1 (AR) AISLADO OAX 9-2 AR)
Control Control

50 pg mL! 50 pg mL?!
Figura 2. Efecto de siete concentraciones del fungicida azoxystrobin sobre el crecimiento micelial in vitro
de aislados del complejo C. gloeosporioides obtenidos de huertos de mango, en México. (A) Aislado con

sensibilidad base (sh). (B) Aislado resistente (r). (C-D) Aislados altamente resistentes (ar).
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En este estudio, la subpoblacion expuesta (n = 84) a fungicidas Qol presentd valores de
CEso, para azoxystrobin, que fluctuaron de 0.0402 a 6413.16 pg mL™. Resalta el hecho que
70.2% de los aislados expuestos presentaron valores de CEsp >1 pg mL™ (Figura 3). Estos
resultados confirmaron que existe resistencia al azoxystrobin en aislados del complejo C.
gloeosporioides en huertos comerciales de mango de México. De manera similar, Zhang et al.
(2013) realizaron pruebas de inhibicion del crecimiento micelial con aislados de C.
gloeosporioides colectados en huertos de mango de China y estimaron valores de CEso de 0.02 g
mL™, para el caso de un aislado sensible, y de 8.71-615.55 pg mL™, para aislados resistentes a
azoxystrobin. Por su parte, Avila-Adame et al. (2003) reportaron la presencia de aislados de C.
cereale altamente resistentes a azoxystrobin, los cuales presentaron valores de CEso >10 pug mL™,
con base en resultados de ensayos de inhibicion del crecimiento micelial. Ademas, encontraron
que los mecanismos responsables de un alto nivel de resistencia al azoxystrobin no estaban
relacionados con la respiracion alternativa y que el efecto sinérgico dado a la adicion de SHAM

se observa solo para algunos aislados.
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Figura 3. Distribucion de frecuencia de valores de concentracion efectiva de azoxystrobin a la cual se
inhibe 50% del crecimiento micelial (CEso) para 84 aislados del complejo Colletotrichum gloeosporioides
de la subpoblacién colectada en huertos comerciales de mango con historial de aplicaciones de fungicidas

Qol.
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Distribucion en México de aislados resistentes a azoxystrobin

En la Figura 4 se observa la distribucion geografica y porcentaje de frecuencia de aislados
sensibles y resistentes a azoxystrobin en los diferentes estados productores de mango en México.
Dicho porcentaje de frecuencia se determind en base al valor de CEso para los 84 aislados
expuestos a aplicaciones de fungicidas Qol en condiciones de campo. En general, se observé que
los aislados resistentes (CEso >1 pug mL™?) a este fungicida Qol, se encuentran distribuidos en los
principales estados productores de este frutal como son: Chiapas, Colima, Guerrero, Nayarit,
Michoacan, Oaxaca, Sinaloa y Veracruz. Ya que estos estados presentaron al menos 50% de sus

aislados con algun nivel de resistencia.

ESTADO No. Aislados

Chiapas 18
Guerrero 9
3 Veracruz 8
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N Michoacan 8
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Figura 4. Sitios de colecta de aislados del complejo C. gloeosporioides evaluados en una prueba de
inhibicion del crecimiento micelial con el fungicida azoxystrobin. EI numero total de los aislados
evaluados de cada estado se encuentra indicado en la tabla. El porcentaje de frecuencia de aislados

sensibles (gris) y resistentes (negro) se encuentra representado en los circulos.
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Resistencia cruzada a fungicidas Qol

La comparacion de valores de CEso de los fungicidas azoxystrobin y kresoxim-metil
mostraron la presencia de correlacion (r = 0.84) en la resistencia. Asimismo, se observo que el
crecimiento micelial de los ocho aislados de la subpoblacion base fue mas sensible al
azoxystrobin (CEso = 0.0016 - 0.0397 pg mL™) que al kresoxim-metil (CEso = 0.0335 - 0.1106 pg
mL1) (Figura 5). Este resultado coincidié con lo reportado por Zhang et al. (2013), quienes
realizaron prueba de inhibicion del crecimiento micelial con aislados de C. gloeosporioides
colectados en huertos de mango de China, y estimaron valores de CEso de 0.02 pug mL?, para

azoxystrobin, y de 0.13 pg mL, para kresoxim-metil, en el caso de aislados sensibles.
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O Azoxystrobin

0.06 - H kresoxim-metil
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Figura 5. Valores de concentracion efectiva de azoxystrobin y kresoxim-metil a cual se inhibe 50% del
crecimiento micelial (CEsy) para ocho aislados del complejo Colletotrichum gloeosporioides de la
subpoblacion con sensibilidad base, los cuales se colectaron en huertos comerciales de mango, en México,

sin historial de aplicaciones de fungicidas Qol.

En general, este estudio mostro cierta variacion del nivel de resistencia para los fungicidas
azoxystrobin y kresoxim-metil. Sin embargo, la correlacion evidencié la presencia de resistencia

cruzada entre estos dos fungicidas Qol. De manera similar, otros estudios han reportado
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resistencia cruzada entre fungicidas Qol en aislados de C. cereale (Avila-Adame et al., 2003),

Mycosphaerella graminicola (Miguez et al., 2003) y Alternaria spp. (Ma et al., 2003).

Desde su introduccion al mercado, los fungicidas Qol han llegado a ser un componente
esencial dentro de los programas de control quimico de enfermedades, debido a su amplia
eficacia contra un gran nimero de enfermedades flungicas de importancia en la agricultura
(Bartlett et al., 2002; Fernandez-Ortufio et al., 2008). Asimismo, la deteccion de diversos hongos
fitopatdgenos resistentes a esta clase de fungicidas ha ocasionado que no se recomiende mas el
uso de estos fungicidas en ciertos cultivos, como sucede en cereales (Fernandez-Ortufio et al.,

2008).

En México, la presencia de aislados del complejo C. gloeosporioides altamente resistentes
a fungicidas de la clase Qol se puede deber a la continua aplicacion de estos fungicidas en
huertos de mango, tanto para el control de la antracnosis (Colletotrichum spp.) como para el
control de la cenicilla (Pseudoidium anacardii). En este sentido, diversos autores han confirmado
la alta efectividad del kresoxim-metil y trifloxystrobin (fungicidas Qol) para el control de la

cenicilla del mango, en condiciones de campo (Reuveni et al., 1998; Reuveni, 2000).

Los datos de sensibilidad determinados este estudio permitirdn monitorear variaciones
posteriores en la sensibilidad de poblaciones de Colletotrichum de mango a fungicidas Qol. Entre
tanto, se sugiere realizar andlisis de secuencias del gen Citocromo b en aislados de
Colletotrichum spp. con sensibilidad base y en aislados con diferente nivel de resistencia a
fungicidas Qol. Esto con la finalidad de determinar si existe una mutacion en este gen y en caso
de que exista, conocer la relacion entre el sitio de mutacion y el nivel de sensibilidad que

presentan dichos aislados.
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CONCLUSIONES

Los valores de CEso (concentracion efectiva a la cual se inhibe 50% del crecimiento
micelial) para los aislados expuestos a aplicaciones con fungicidas Qol en campo variaron de
0.0402 a > 1000 pug mL*y de 0.0413 a > 1000 pg mL™ para azoxystrobin y kresoxim-metil,
respectivamente. Lo que evidencid la presencia de aislados de Colletotrichum spp. altamente
resistentes a fungicidas Qol en huertos de mango de México.

Este estudio mostro variacion del nivel de resistencia para los fungicidas azoxystrobin y
kresoxim-metil. Sin embargo, en analisis de correlacion (r = 0.84) indico la presencia de
resistencia cruzada a estos dos fungicidas Qol en los aislados de Colletotrichum.

Los resultados obtenidos de los estudios de sensibilidad en este estudio permitiran
monitorear variaciones posteriores en la sensibilidad de poblaciones de Colletotrichum de mango

a fungicidas de las clases MBC, Qol y DMI.
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CONCLUSIONES GENERALES

La caracterizacion morfoldgica y cultural indic6 que todos los aislados obtenidos de
tejidos de mango con sintomas de antracnosis pertenecen al complejo Colletotrichum
gloeosporioides. Sin embargo, los caracteres morfologicos de las estructuras de
reproduccion asexual y de las colonias no fueron Utiles para discriminar a nivel de especie
en este complejo.

El andlisis filogenético generado con las secuencias Apn2/MAT IGS de 38 aislados,
reveld que C. dianesei, C. asianum, C. tropicale y C. fructicola son las especies asociadas
a los sintomas de esta enfermedad. Asimismo, las especies C. dianesei, C. tropicale y C.
fructicola identificadas en este estudio, se reportan por primera vez en asociacion con
sintomas de antracnosis en tejidos de mango, en México.

La pruebas de patogenicidad confirmaron que C. dianesei, C. asianum, C. tropicale y C.
fructicola son las especies responsables de causar la antracnosis del mango en México.

La prueba de sensibilidad a fungicidas MBC (benomil y carbendazim) mostrd que las
especies de Colletotrichum responsables de causar la antracnosis del mango son altamente
sensibles a esta clase de fungicidas.

Los valores de sensibilidad base al procloraz variaron de 0.0048 a 0.0851 pg mL™, lo que
indico que los aislados evaluados fueron altamente sensibles a este fungicida.

Los valores de CEso (concentracion efectiva a la cual se inhibe 50% del crecimiento
micelial) para los aislados expuestos a aplicaciones con fungicidas Qol en campo variaron
de 0.0402 a > 1000 pug mL?ty de 0.0413 a > 1000 pg mL™ para azoxystrobin y kresoxim-
metil, respectivamente. Lo que evidencid la presencia de aislados de Colletotrichum spp.

altamente resistentes a fungicidas Qol en huertos de mango de México.
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Este estudio mostro variacion del nivel de resistencia para los fungicidas azoxystrobin y
kresoxim-metil. Sin embargo, el andlisis de correlacion (r = 0.84) evidencié la presencia
de resistencia cruzada a estos dos fungicidas Qol en los aislados de Colletotrichum.

Los resultados obtenidos de los estudios de sensibilidad en este estudio permitiran
monitorear variaciones posteriores en la sensibilidad de poblaciones de Colletotrichum de

mango a fungicidas de las clases MBC, Qol y DMI.
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RECOMENDACIONES GENERALES

Se sugiere llevar a cabo estudios de diversidad de especies de Colletotrichum, mediante la
combinacion de caracterizacion fenotipica y analisis de secuencias en otros cultivos, en
los cuales este patdgeno sea importante. Dado que la identificacion apropiada de las
especies de Colletotrichum es de gran relevancia para la toma de decisiones
cuarentenarias y en la busqueda de fuentes genéticas de resistencia a este hongo
fitopatdégeno. Asimismo, la deteccién exacta del patdgeno puede generar datos para
entender la epidemiologia y las estrategias que se plantearan para el manejo de las
enfermedades.

Se propone la realizacion de investigaciones posteriores, con la finalidad de determinar el
potencial de virulencia de las especies de Colletotrichum, de acuerdo con datos generados
con infecciones naturales e infecciones artificiales.

Se recomienda evaluar la respuesta a la infeccion por Colletotrichum spp. en las
principales cultivares de mango que se producen en Meéxico, con la finalidad de
determinar cudles son los cultivares que presentan tolerancia a esta enfermedad, bajo los
diferentes ambientes en los que se desarrolla este frutal.

Se sugiere aplicar carbendazim en huertos comerciales de mango en México, dentro de un
programa de manejo integral de la antracnosis en condiciones de campo, y sustituir al
fungicida benomil, el cual estd actualmente prohibido a nivel mundial. Ademas, el
fungicida carbendazim también puede aplicarse como tratamiento postcosecha, ya que
diversos estudios han mostrado excelente efectividad postcosecha de este fungicida en

combinacion con agua caliente. Sin embargo, debido a que este fungicida se considera
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como de alto riesgo para inducir resistencia, su aplicacion requiere tomar en cuenta las
recomendaciones del FRAC para el manejo de la resistencia.

Se recomienda utilizar el fungicida procloraz para el control de la antracnosis del mango,
tanto en condiciones de campo como en postcosecha, ya que este fungicida presenta
excelente actividad en frutos, mediante la eliminacion de infecciones quiescentes.
Ademas de que el riesgo de generar resistencia al procloraz, en aislados del complejo C.
gloeosporioides, es bajo, en comparacion con los fungicidas MBC.

Se propone realizar analisis de secuencias del gen Citocromo b en aislados de
Colletotrichum spp. con sensibilidad base y en aislados con diferente nivel de resistencia
a fungicidas Qol. Esto con la finalidad de determinar si existen mutaciones de punto en
este gen y en caso de que exista, conocer la relacion entre el sitio de mutacion y el nivel
de sensibilidad que presentan dichos aislados.

Se recomienda realizar programas de monitoreo de la resistencia a fungicidas en huertos
comerciales de mango, con la finalidad de generar datos que ayuden a establecer

estrategias para un uso racional y adecuado del control quimico.
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