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BIOCONTROL DE ANTRACNOSIS EN LIMON MEXICANO (Citrus aurantifolia,
SWINGLE) EN EL ESTADO DE GUERRERO

Sandra Vianey Gonzalez Zavaleta, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2017
RESUMEN

El ataque de Colletotrichum spp. en periodos de lluvias frecuentes propicia que la
enfermedad de la antracnosis cause pérdidas economicas significativas. Por ello, el
presente trabajo tiene como objetivo buscar antagonistas nativos para el control de
la antracnosis en limén mexicano (Citrus aurantifolia, Swingle). Para ello se
colectaron muestras al azar en arboles de limén mexicano con sintomas de
antracnosis en la huerta localizada en el ejido “El Tomatal”, municipio de Iguala de
la independencia, Guerrero. Para la identificacion molecular del patégeno se
utilizaron los iniciadores ITS5 e ITS4. Las secuencias se compararon con las
depositadas en el banco de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI).

Se identificaron dos especies de Colletotrichum spp., con un grado de identidad del
100% correspondiente a Colletotrichum gloeosporioides y 99% a C. lupini o C.
acutatum, lo cual se corrobor6 mediante el analisis filogenético. Los ensayos de
patogenicidad realizados en hojas y frutos de diferentes edades, mostraron mayor
susceptibilidad en muestras jovenes. Las bacterias nativas mostraron baja actividad
antagonica sobre el patdégeno, contrario a los hongos antagonistas que mostraron

mayor inhibicion.

Palabras clave: Antracnosis, identificacidbn molecular, patogenicidad, antagonismo.



BIOCONTROL OF ANTHRACNOSE IN MEXICAN LEMON (Citrus aurantifolia,
[Christm.] Swingle) IN THE STATE OF GUERRERO

Sandra Vianey Gonzalez Zavaleta, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2017
ABSTRACT

The attack of Colletotrichum spp. in periods of frequent rain favors the anthracnose
disease causes significant economic losses. Therefore, this research aims to find
native bacterial strains to control anthracnose in Mexican lime (Citrus aurantifolia
[Christm.] Swingle). Random samples were collected in Mexican lime trees with
symptoms of anthracnose in the orchard located in the ejido "The Tomatal”,
municipality of Iguala, Guerrero. The ITS4 and ITS5 primers were used for the
pathogen molecular identification. The sequences were compared with those
deposited in the database of the National Center for Biotechnology Information
(NCBI).

Two Colletotrichum species were identified, with a degree of identity of 100%
corresponding to Colletotrichum gloeosporioides and 99% corresponding to C.
acutatum or C. lupini, which was corroborated by phylogenetic analysis.
Pathogenicity tests performed on leaves and fruits of different ages showed
increased susceptibility in young samples. Native bacteria showed low antagonistic

activity on the pathogen, in contrast antagonists fungi exhibited the highest inhibition.

Keywords: Anthracnose, molecular identification, pathogenicity, antagonism.
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INTRODUCCION GENERAL

Los citricos tienen origen en las regiones tropicales y subtropicales de Asiay
el archipiélago malayo. Se considera que el limén se origind en el este del
archipiélago Indio, y que se dispers6 por todo el mundo, estableciéndose las
primeras huertas en México en 1912. En el pais se cultivan principalmente tres
especies de citricos: el limén mexicano (Citrus aurantifolia, Swingle), el limon persa
(Citrus latifolia Tanaka) y el limon verdadero o limén italiano (Citrus limon Burm),
todos ellos considerados como limones por el caracter acido de su jugo (Secretaria
de Desarrollo Rural, 2005). A nivel mundial, México es el principal productor de
limén mexicano. Las entidades productoras mas importantes son Michoacan,
Veracruz, Oaxaca, Colima y Yucatan, que juntas producen mas de 1, 799, 397.95t,
representando el 80% de la produccion nacional (Lopez, 2014; SIAP, 2014).

El cultivo de limdn mexicano con espinas es uno de los cultivos estratégicos
para el estado de Guerrero, debido a su excelente adaptacion a los
agroecosistemas, frutos de buena calidad, que promete grandes beneficios
socioeconémicos para viveristas, productores, asesores técnicos, jornaleros,
empacadores, industriales y comerciantes (Noriega et al., 2012; Robles-Gonzalez
etal., 2013). La produccion anual de fruta es superior a 1, 041 millones de toneladas,
gue alcanza un valor estimado de 2, 535 millones de délares (Robles-Gonzalez et
al., 2013). La Secretaria del Desarrollo Rural (2014), informé que el estado de
Guerrero ocupa el cuarto lugar en produccion de limén mexicano a nivel nacional
con mas de 75 mil toneladas, y un total de 4 mil 156 productores registrados. Los
principales municipios que cultivan limén mexicano son Acapulco, Cuajinicuilapa,
San Marcos, Florencio Villareal y Coyuca de Benitez (Guerrero Gobierno del
Estado, 2014), donde el 94% se consume en fresco y 6% se industrializa. El 70%
de la produccion se comercializa en tianguis y mercados locales y el otro 30% en

mercados foraneos (Pereyda et al., 2014).



La enfermedad denominada antracnosis en limon mexicano, es considerada
la principal limitante en la produccién de esta especie citricola. Las lluvias
frecuentes, el manejo inapropiado del huerto y la baja disponibilidad de recursos,
propician una mayor incidencia de la enfermedad, lo cual genera pérdidas
econOmicas importantes (Orozco-Santos et al., 2006). Se ha reportado que
Colletotrichum acutatum J. H. Simmonds, es el causante de la antracnosis (raza
KLA) y la caida del fruto pequefio (CFP) en limon mexicano (Peres et al., 2007).
Asimismo, Knorr et al. (1957) evidenciaron la especificidad del ataque de la
enfermedad solo en limén mexicano y dominicano sin espinas, excluyendo a otras

variedades.

En regiones tropicales y subtropicales, la enfermedad se agrava cuando
coincide el periodo de lluvias con la produccion de brotes vegetativos, flores y frutos
en desarrollo (Ruiz et al.,, 2014). Colletotrichum spp. induce marchitez y
eventualmente ocasiona la muerte descendente en tejidos jovenes, asi como la
caida de flores y frutos pequefios. En frutos desarrollados, se ha reportado que los
sintomas ocasionados por Colletotrichum spp. afectan su comercializacion. El
porcentaje de frutos infectados, depende de la severidad de la enfermedad y de la
edad de la planta. Se ha reportado que en arboles adultos la antracnosis reduce el
crecimiento y afecta la calidad del fruto. Por el contrario, en arboles jévenes retrasa

su desarrollo (Orozco-Santos et al., 2006).

El principal control que realizan los productores en ataques severos de la
enfermedad, es el uso de agroquimicos, que ha generado contaminacion ambiental.
La excesiva e inadecuada aplicacion, propicia la acumulacion de compuestos
toxicos potencialmente peligrosos para los seres humanos y el ambiente, asi como
la resistencia a enfermedades y plagas que dificultan su control. Por lo anterior, el
uso de microorganismos biocontroladores se vuelve una alternativa viable para el

manejo de patdgenos.



Los microorganismos antagonicos tienen gran importancia en el control
biologico, debido a su accion interruptora sobre el desarrollo de patdégenos. Los
multiples mecanismos de accion de los microorganismos antagénicos y su velocidad
de crecimiento, evitan problemas de resistencia de los patogenos (Pal y
McSpadden, 2006; Zivkovi¢ et al., 2010). De acuerdo con Fernandez-Larrea (2001),
los principales microorganismos antagonicos utilizados como agentes de control
biolégico en diferentes cultivos son: Gliocladium roseum, Bacillus subtilis,
Streptomyces noursei, Streptomyces natalensis, Azospirilum brasilense,
Trichoderma harzianum, T. atroviride y T. longibrachiatum, los cuales en pruebas in
vitro muestran resultados exitosos y también algunos resultados favorables en su
aplicacion en campo (Tortora et al., 2011; Zivkovié et al., 2010; Freeman et al.,
2004). Asi, su uso podria ser promisorio para controlar la antracnosis en el cultivo

de limdén mexicano.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto in vitro de los microorganismos aislados en el ejido “El Tomatal”,
municipio de lguala, Guerrero en el control de Colletotrichum spp., agente causal

de la antracnosis en el cultivo de limén mexicano (Citrus aurantifolia, Swingle).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar e identificar al agente causal de antracnosis en limon mexicano.

e Determinar la patogenicidad del agente causal de la antracnosis en limén
mexicano.

e Aislar e identificar los agentes de biocontrol.

e Evaluar la respuesta antagonica in vitro de los agentes antagonistas en la

inhibicion del crecimiento del patégeno.



HIPOTESIS

Las bacterias y hongos nativos controlan el crecimiento del hongo Colletotrichum
spp., responsable de la antracnosis en cultivo de limon mexicano (Citrus aurantifolia,

Swingle).
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CAPITULO I. PATOSISTEMA Citrus aurantifolia- Colletotrichum
spp: UNA REVISION
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RESUMEN

A nivel mundial, la citricultura es una de las actividades agrondémicas mas
importantes debido al ingreso econdmico generado por la comercializacion de frutos
y subproductos. Sin embargo, existen diversos factores que pueden afectar su
comercializaciéon, una de ellas es Colletotrichum spp., un hongo fitopatégeno que
infecta pétalos de flores de citricos, causando lesiones marrones, caida de frutos
jovenes, produccién de calices persistentes y distorsion de las hojas. La interaccion
molecular en el proceso de infeccidn, sugiere que ciertas hormonas pueden estar
involucradas en el desarrollo de los sintomas. Desde su descripcion, se ha puesto
en controversia su taxonomia, principalmente por la falta de caracteristicas
morfolégicas confiables. Mediante técnicas moleculares, se identificaron dos
patotipos de C. acutatum: Antracnosis del Limén mexicano (KLA) y caida prematura
de los frutos (CPF). Asimismo, estudios realizados a través de métodos de cDNA
identificaron las hormonas involucradas en el proceso de infeccion de
Colletotrichum spp. Dichos estudios concluyeron que la infeccion en flores citricas
desencadenan la expresion diferencial de genes, asociado principalmente con I1AA,
etileno, la produccion y regulacién de JA, y el aumento de la concentracién de

hormonas.

Palabras clave. Citricultura, Colletotrichum spp., interaccion molecular,

fitohormonas.



CHAPTER I.
Citrus aurantifolia- Colletotrichum spp. PATHOSYSTEM: A REVIEW

ABSTRACT

Globally, citriculture is one of the most important agronomic activities due to the
economic income generated by the commercialization of the fruits and by-products.
However, there are several factors that can affect its commercialization, one of them
is Colletotrichum spp. which is a phytopathogenic fungus that infects petals of citrus
flowers, causing brown lesions, young fruit drop, persistent chalice production and
leaf distortion. The molecular interaction in the infection process, suggests that
hormones are involved in the development of their symptoms. Since its description,
the taxonomy of Colletotrichum has been put in controversy, mainly by the lack of
reliable morphological characteristics. Using molecular techniques, two pathogens
of C. acutatum: Mexican lemon anthracnose (KLA) and premature fruit drop (CPF)
were identified. Also, studies using cDNA methods identified the hormones involved
in the infection process of Colletotrichum spp. These studies concluded that infection
in citrus flowers triggered differential gene expression, mainly associated with IAA,
ethylene, production and regulation of JA, and increased concentrations of

hormones.

Keywords. Citriculture, Colletotrichum spp., Molecular interaction,
phytohormones.



1.1 GENERO Citrus

El género Citrus tiene su origen en los trépicos y subtropicos del este de Asia y
del archipiélago indomalayo, regidon donde se encuentran diversas especies
silvestres (Leon, 1968). De acuerdo con investigaciones sobre su génesis, sugieren
que las clases existentes que darian origen a especies e hibridos en el mundo
provienen principalmente de tres taxones: los cidros, los mandarinos y los
pummelos 0 zamboas. La especulacion sobre las especies primigenias ha concluido
su procedencia del sureste asiatico. Asi, los cidros parecen ser originarios del sur
de China y noreste de la India, los pummelos de la peninsula de Malasia y la China
meridional y los mandarinnos del sureste de la China e Indochina (Chomé, 2011).

La distribucion de los Citrus por el resto del mundo se extendié conforme
avanzaban los descubrimientos y las conquistas. El primer Citrus conocido en
Europa fue el cidro (Citrus medica L.), utilizado como repelente de polillas y no como
fruto, el cual fue traido por soldados de Alejandro, expandiéndose en el Siglo |
después de Cristo. La lima (C. aurantifolia Swingle) llegd a Europa en el Siglo I,
aclimatandose en paises del Mediterrdneo. Su nombre se deriva de la palabra

limum, introducida por los arabes y originaria del este de la India (Leén, 1968).

Se le considera a Citrus aurantifolia la primera especie en evolucionar al
subgénero Eucitrus, debido a que éste es el resultado del entrecruzamiento de
Citrus medica, C. maxima y Microcitrus. Tanto C. reticulata, C. maxima vy
Microcitrus, son las Unicas especies verdaderas consideradas comestibles de
Citrus, exceptuando al resto de los citricos como hibridos interespecificos (Scora,
1988).

Dentro de las especies de Citrus con mayor importancia comercial se
encuentran: la naranja (Citrus sinensis), la mandarina (Citrus reticulata), la toronja
(Citrus paradisi), y la limay el limon (Citrus aurantifolia). De acuerdo con los datos

obtenidos por la FAO en el 2014 (Figura 1), la produccién de limas y limones en el



2014 fue de 220, 507.9 Ton,

rendimiento de 14, 096.4 Kg/ha.

2,400k

2,200k

2,000k

toneladas

1,800k

1,600k

1,400k

155k 160k

150k

145k

hg/ha
—_
s
S
=

125k 120k
2000

-e- Area cosechada -e-

2005

Rendimiento

Limones y limas
Meéxico

/

—e

/ /

/

¢ 2140k
\/
135k
130k /

2010

Producciéon

/

\Vai

Figura 1. Produccién de limas y limones en 2014 (FAO, 2017).

con un area cosechada de 156, 429 ha y un

Asimismo, a nivel mundial, los principales productores de lima y limones en

el 2013/2014 de acuerdo con estadisticas obtenidas de la FAO (Cuadro 1), México

es el principal productor a nivel mundial, seguido de India y Brasil.

Cuadro 1. Principales productores de limas y limones a nivel mundial (FAO, 2017).

PRODUCCION MUNDIAL DE LIMAS Y LIMONES 2013/2014
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PAIS PRODUCCION [MTon]

México 2250
India 2200
Brasil 1100

Espana 1057

Turquia 725

1.1.1 Limdn mexicano (Citrus aurantifolia [christm.] Swingle)

El limén mexicano es una lima perteneciente a la familia de las Rutaceas, es
un fruto acido, pequeno, que representa a la especie aurantifolia, del género Citrus,
originaria del sureste de Asia, especialmente del oriente de la India, la cual fue
introducida por los espafoles a las islas del Caribe y México. Las primeras
plantaciones de limén establecidas en México se dieron en el Estado de Michoacéan
en 1912, con plantios de arboles silvestres y posteriormente se extendieron a lo
largo del pais. Se conoce también al limén como Mexican lime, west indian lime,
limén gallego, key lime, limén criollo, limon sutil, etc. (Secretaria de Desarrollo Rural,
2005).

Taxondmicamente el limén mexicano se ubica de la siguiente manera:

Familia: Rutacea

Sub- familia: Aurantioideae
Tribu: Citreas

Sub-tribu: Citrinas
Género: Citrus

Sub- género: Eucitrus
Especie: aurantifolia
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Los arboles de limon son pequefios y ramificados, generalmente de 4 6 5 m
de altura y ramas con espinas. Su comportamiento fisiol6gico en la postcosecha de
los frutos los clasifican como no climatéricos, por lo que la calidad organoléptica y
nutricional del fruto solo se alcanza durante su desarrollo en el arbol. Cuando el
fruto es cosechado, su metabolismo experimenta el fendmeno de senescencia, en
el cual se presenta la pérdida de clorofila (responsable del color verde),
marchitamiento (debido a la elevada transpiracion) y el endurecimiento de la piel,
asi como reacciones de fermentacion (produccién de etanol), pérdidas del valor
nutricional (especialmente vitamina C) y aumento de susceptibilidad al ataque de

patégenos (Saucedo, 2006).

México ocupa el primer lugar en la produccion de limén a nivel mundial. Los
principales estados productores de limon son: Michoacan (670, 612.69Ton),
Veracruz (659, 034.15 Ton), Oaxaca (245, 137.29 Ton), Colima (191, 890.04 Ton)
y Tamaulipas (121, 200.35 Ton). Sin embargo, para el cultivo de limén mexicano
(agrio) los principales estados productores son: Michoacan (654, 895.69 Ton),
Colima (185, 285.04), Oaxaca (75, 925.23 Ton) y Guerrero (71, 758.69 Ton) los

cuales siembran mas de 75 mil hectareas plantadas (Figura 2) (SIAP, 2015).

Colima
(185,285.04 Ton)
*Michoacan

(654,895.69 Ton)
Guerrero

71,758.60Ton) Oaxaca
(75,925.23 Ton)

Figura 2. Principales Estados productores de limon mexicano en 2015 (SIAP, 2015).
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1.2 EL GENERO Colletrotrichum

1.2.1 Clasificacion taxondémica

El género Colletotrichum fue introducido en 1831 por Corda, sin embargo,
desde su descripcion se ha puesto en controversia su taxonomia, principalmente
por la falta de caracteristicas morfolégicas confiables. El criterio principal para la
delineacion de especies, es su asociacion con una planta-hospedante especifica, a
esto se debe la descripcidn de varios nombres de este género (Arzanlou et al., 2015;
Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004). Las técnicas moleculares y las regiones
genodmicas de las secuencias, han contribuido a delinear los limites de las especies

del género Colletotrichum asi como de otros hongos (Arzanlou et al., 2015).

Reino: Fungi.

Phylum: Ascomycota.
Clase: Sordariomycetes.
Familia: Glomerellaceae.
Género: Glomerella.

Especie: C. gloesporioides

1.2.2 Importancia

Colletotrichum es un hongo Ascomiceto asociado a la enfermedad
denominada antracnosis, distribuido en zonas de clima tropical, subtropical y
templado (Arzanlou et al., 2015; Damm et al., 2012; Yang et al. 2012; Orozco-Santos
et al., 2006; Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004). Bajo condiciones de alta
prevalencia de la enfermedad, el rendimiento de los arboles puede abatirse hasta

en un 40% a 60% de la produccion (Orozco-Santos et al., 2004). Las especies de
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este género comprenden una serie de patégenos devastadores de cultivos de
importancia econdmica, por lo que se ha clasificado entre los diez principales
fitopatdogenos fungicos por la comunidad Internacional de patologia de plantas
(Arzanlou et al., 2015; Crouch et al., 2014; Wharton & Diéguez-Uribeondo, 2004).
Esto es debido a pérdidas en postcosecha y a la capacidad de muchas especies de
Colletotrichum por causar infecciones latentes o quiescentes, donde el hongo
infecta la fruta inmadura en campo y hasta que ésta madura, manifiesta la
enfermedad en la fruta, por lo que afecta a la calidad y cantidad de frutos

cosechados (Wharton y Diéguez-Uribeondo, 2004).

1.2.3 Rango de hospedantes

Colletotrichum se ha reportado como agente causal de la enfermedad
conocida como antracnosis que afecta a diversas plantas hospedantes. El género
incluye mas de 100 especies patégenas responsables de causar tizén foliar y
enfermedades de podredumbre de la mayoria de los cultivos que producen
alimentos, fibras y forrajes en todo el mundo (Crouch et al., 2014). Originalmente,
el hongo fue reportado en Australia por Simmonds (1965) en Carica papaya,
Capsicum frutescens y Delphinium ajacis presentando enfermedad en el tejido
(Damm et al.,, 2012). Asimismo, se ha observado su parasitismo, puesto que
multiples especies de Colletotrichum pueden parasitar a un hospedante y multiples
hospedantes pueden ser infectados por una sola especie de este patdgeno
(Phoulivong et al., 2010; Yang et al., 2012).

De acuerdo con Robles (2015), los principales hospedantes de

Colletotrichum spp. son los siguientes:

Solanéaceas (tabaco, chile, papa), leguminosas (alfalfa, chicharo, soya, frijol, haba),
gramineas (sorgo, avena, cafia de azlcar, maiz, pastos), orquideas, malvaceas
(algodon, kenaf, okra, café) y diversas familias de frutales como Lauraceas

(aguacate), Anacardiaceas (mango), Muséaceas (platano), Caricaceas (papaya),
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Rutaceas (limén, naranja, lima), Rosaceas (fresa, durazno, almendro, manzana),
Mirtaceas (guayaba), Anondceas (guanabana, chirimoya), Rubiaceas (café) y

Oleéceas (olivo).

1.2.4 Sintomas

La antracnosis se manifiesta en regiones tropicales y subtropicales,
coincidiendo en los periodos de lluvia y la ocurrencia de brotes vegetativos, flores y
desarrollo de frutos, mostrando una abundante esporulacion debido a las masas
conidiales del hongo con aspecto de polvillo color salmén. Este patégeno puede
afectar a la mayoria de las partes de la planta, desde la raiz hasta las hojas, flores,
ramas y frutos, causando enfermedades como la podredumbre de la corona de la
raiz, la defoliacién, muerte de las flores, y la pudricion de la fruta, donde es en esta
tltima donde causa pérdidas mas significativas al producir dos tipos distintos de
enfermedad, en la fruta inmadura y desarrollo en el campo (pre-cosecha) y los
dafios en la fruta madura en la cosecha y durante el almacenamiento (después de
la cosecha). Esto se debe a la capacidad de muchas especies de Colletotrichum de
causar infecciones latentes o quiescentes en el que el hongo infecta la fruta
inmadura en el campo y se convierte entonces en estado latente hasta que la fruta
madura, en cuyo momento se reanuda su crecimiento causando la enfermedad en
la fruta (Wharton y Diéguez-Uribeondo, 2004).

Los brotes afectados presentan marchitez y eventualmente mueren a partir
de las puntas sin embargo, su extension depende de la severidad. En ataques
severos puede ocasionar la muerte descendente en tejidos jovenes, asi como la
caida de flores y frutos pequefios, sin embargo en frutos desarrollados produce
lesiones que afectan su comercializacion. La presencia de deformaciones y zonas
muertas en el borde o el apice se presenta en condiciones de dafio medio, sin
embargo en infecciones poco severas las hojas se afectan parcialmente o presentan

lesiones cloréticas y deformacion, también se pueden observar pequefias lesiones
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redondas que con el paso del tiempo se necrosan y pueden caer, originando un

orificio conocido como “tiro de municién” (Orozco-Santos et al., 2006).

Se ha observado que en arboles adultos la antracnosis reduce el crecimiento y

afecta la calidad del fruto, por el contrario, en arboles jovenes retrasa su desarrollo.

1.2.5 Aspectos bioldgicos de la interaccion

Colletotrichum spp. pertenece al Phylum Ascomycota, es uno de los
principales hongos patégenos responsable de importantes pérdidas econémicas en
frutales, causando la antracnosis y tizon en hospedantes de importancia agricola
tales como almendras (Prunus dulcis (Mill.), aguacate (Persea spp.), durazno
(Prunus persica L.), ardndanos (Vaccinium spp.), citricos (Citrus spp.), mango
(Mangifera indica L.), olivo (Olea europaea L.), y fresa (Fragaria x ananassa Duch.)
en areas tanto de climas templados como subtropicales y tropicales (Wharton y
Diéguez-Uribeondo, 2004).

El ciclo de vida comprende una etapa sexual y una asexual. En términos
generales, la etapa asexual es responsable de la dispersion del hongo y la etapa
sexual representa la variabilidad genética, sin embargo, ésta nunca se ha
encontrado en el cultivo de los citricos, ni se ha podido reproducir en medio de
cultivo con aislamientos colectados en este grupo de frutales. Otro mecanismo por
el que la diversidad genética se puede generar, es a través de compatibilidad
vegetativa, es decir, la capacidad de las cepas de hongos individuales a someterse
a anastomosis hifal mutua, lo que resulta en células fusionadas viables que
contienen nucleos de ambas cepas parentales en un citoplasma comun (Peres et
al., 2005; Wharton y Diéguez-Uribeondo, 2004).

Las primeras etapas de desarrollo de hongos durante el proceso de infeccion
son esencialmente las mismas para todas las especies de Colletotrichum y se

pueden separar en fases (Figura 3) incluyendo: 1) deposicion de los conidios sobre
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las superficies de plantas, 2) la union de conidios a las superficies, 3) germinacion
de los conidios, 4) Produccion de apresorios, 5) penetracion de la epidermis de la
planta, 6) crecimiento y colonizacion de los tejidos vegetales, y 7) produccion de
acérvulos y esporulacién. En C. acutatum, algunos conidios no siguen las etapas
habituales del desarrollo ya que se someten a la formacién de conidios microciclicos
en el que el conidio germina y produce un conidio secundario directamente desde
el primero, sin producir un tubo germinativo o sin ser sometidos a crecimiento
vegetativo. En otros, los conidios germinan y producen un tubo germinativo que
crece a lo largo de la superficie de la planta hasta que entra en contacto con otras
hifas o conidios de C. acutatum. Tras el contacto, los tubos germinales
experimentan anastomosis hifal (Peres et al., 2005; Wharton y Diéguez-Uribeondo,
2004).

La aparicion y relevancia de cada etapa en el proceso de infeccion puede
variar dependiendo de las condiciones de crecimiento, el tejido del hospedante, la
especie particular, el aislado fungico asi como los pardmetros microclimaticos como
la humedad y la temperatura los cuales son fundamentales para su desarrollo.
Estudios han demostrado que la germinaciéon y la diferenciacién del tubo de
germinaciéon (es decir, la formacién de apresorios o la formacion de conidios
microciclicos), ocurren dentro de pocas horas (aproximadamente 3 a 48 h), por lo
qgue las infecciones por este hongo pueden ocurrir rdpidamente bajo condiciones
favorables (Orozco-Santos et al., 2006; Peres et al., 2005; Wharton y Diéguez-
Uribeondo, 2004).
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Figura 3. Ciclo de vida e infeccion de Colletotrichum acutatum, agente causal de

antracnosis en limon mexicano (Orozco-Santos y Timmer, 2005).

El proceso de penetracion es una etapa critica en cualquier interaccion
planta-patdégeno. En Colletotrichum, la penetracion de los tejidos del hospedante
generalmente se basa en la formacion de estructuras especializadas llamadas
apresorios de infeccion, los cuales permiten que el hongo penetre la cuticula del
hospedante y de la pared celular epidérmica directamente por medio de una clavija
de penetracion estrecha que emerge de la base del apresorio . Aungue es poco
frecuente en Colletotrichum, hay informes de penetracién indirecta de tejido a través
de los estomas, o heridas sin la formacion de apresorios (Peres et al., 2005; Wharton
y Diéguez-Uribeondo, 2004).

Se conocen dos estrategias de infeccion de Colletotrichum: intracelular
hemibiotréfica y necrotrofica intramural, subcuticular (Figura 4). En la primera
estrategia se establece la infeccion por medio de una breve fase biotréfica la cual
dura aproximadamente entre 24 h a 72 h, asociada con una gran hifa primaria

intracelular la cual mas tarde cambia a una fase necrotréfica destructiva, asociada
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con hifas secundarias mas estrechas, que se ramifican en todo el tejido del huésped
tanto inter e intracelularmente. El segundo tipo de estrategia de infeccion empleado,
necrotrofica intramural, subcuticular, se presenta después de la formacion de
apresorios y la penetracion de la cuticula, en el cual el patégeno no penetra de
inmediato la pared celular epidérmica subyacente ni entra en el lumen de células,
sino que se desarrolla debajo de la cuticula, entre las paredes periclinales y
anticlinales de las células epidermales. El desarrollo intramural se asocia con una
gran hinchazon y la disolucién de las paredes de la célula hospedante. Sin embargo,
no esta claro si las células hospedantes subyacentes permanecen vivas. No hay
sintomas visibles, aparecen hasta 24 h después de la penetracién, por lo que es
posible que se produzcan una breve fase biotréfica o una fase necrotréfica benigna.
Después del breve periodo asintomatico, el hongo empieza a extenderse
rapidamente por todo el tejido del hospedante tanto intra e intercelular, matando a
las células hospedantes y la disolucion de las paredes celulares antes de la
infeccion. Esto es similar a la fase necrotrofica en los hemibiotrofica intracelulares.
Sin embargo, este tipo de estrategia de infeccién no esta asociada con la produccién
de micelios primarios y secundarios morfolégicamente distintos (Peres et al. 2005;
Wharton y Diéguez-Uribeondo, 2004).

Intracellular hemibiotrophy Subcuticular intramural necrotroph

Figura 4. Estrategias de infeccion adoptadas por especies de Colletotrichum.
A, Infeccion intracelular hemibiotrofica. B, Infeccion necrétrofica intramural

subcuticular . Conidio (C); apresorio (A); cuticula del huésped (Cu); punto de luz
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interna (ILS); hifas primarias (PH); células epidérmicas (E); células del mesdfilo (M);
hifa secundaria (SH); subcuticular (ScH) (Wharton y Diéguez-Uribeondo, 2004).

1.2.6 Evidencias de comunicacion entre los organismos de la interaccion

Hormonas y muchos reguladores de crecimiento estan presentes en las
plantas en cantidades muy pequefias, sin embargo, actian de una manera
equilibrada para regular el crecimiento y desarrollo de la planta. Cualquier cambio
en los niveles normales de fitohormonas, como los causados por la infeccion con
patbgenos, podrian alterar significativamente los procesos y la morfologia
fisiolégica, lo que resulta en sintomas tales como retraso en el crecimiento, la
formacion de agallas, epinastia, y abscision. Entre los reguladores del crecimiento,
las auxinas (principalmente el &cido indolacético [IAA]) desempefian un papel
central en la regulacion y el desarrollo del crecimiento de la planta, incluyendo la
elongacion celular y la diferenciacion, la iniciacién de la raiz, tropismos (fototrépico
y gravitrépico), y la dominancia apical (Li et al., 2003).

La caida prematura de los frutos de los citricos causada por Colletotrichum,
da lugar a una caida severa de frutos jévenes, formacion de célices persistentes, y
la distorsion de la hoja, lo cual implica que existen hormonas involucradas en el
desarrollo de los sintomas. Estudios en citricos han demostrado que el aumento en
los niveles de IAA en respuesta a la infeccion por Colletotrichum puede estar
asociado con la respuesta de defensa de la planta, ya que su aumento en flores
afectadas puede ser resultado de la biosintesis de novo por la planta hospedera y/o
el patégeno fangico (Li et al., 2003; Peres et al., 2005; Rodriguez et al., 2014).

Los genes involucrados en la induccion y activacion en la formacion de 1AA
es la glucosa transferasa y el gen de la proteina GH3 como auxina sensible. Sin
embargo, el aumento en niveles fisiol6gicamente altos de I1AA en pétalos de flores
de citricos después de la infeccion puede provocar la caida del fruto joven asi como

contribuir al desarrollo de otros sintomas, tales como la formacion de calices
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dilatados y distorsién de hojas con venas dilatadas (Li et al., 2003; Peres et al.,
2005; Rodriguez et al., 2014).

El etileno desempefia un papel fundamental en la regulacion del desarrollo y
en las respuestas de estrés en las plantas asi como en la abscision del fruto. La
produccion de etileno se regula a través de sefales ambientales y endogenas
mediante la expresion diferencial de genes de la ACC sintasa (1-
aminociclopropano-1-carboxilato sintasa) y la ACC oxidasa (1-aminociclopropano-
1-carboxilico oxidasa). Ambas enzimas ACC sintasa y ACC oxidasa se expresan
diferencialmente en respuesta a diversos estimulos, incluyendo la infeccién por
patégenos y la senescencia; Por ejemplo, la elevacion de la transcripcidon génica de
la ACC oxidasa estd correlacionada con la colonizacion de patdégenos y la
participacion del etileno en la caida de fruto joven causada por Colletotrichum.
Asimismo, el incremento de etileno después de la infeccion fungica también puede
implicar una reaccion de resistencia, esto debido a que el etileno actta solo o a
través de una interaccion sinérgica con el jasmonato (JA) para promover la
expresion de genes de defensa de la planta (Li et al. 2003; Peres et al., 2005;
Rodriguez et al., 2014).

El acido abscisico (ABA) es un regulador terpenoide que se sintetiza en
diferentes partes de la planta (hojas, tallos, raices y frutos verdes), sin embargo su
dominancia se establece en las semillas y otros 6rganos vegetales donde ademas
ayuda a la planta a la adaptacién a la escasez de agua (Murray, 2005). Aunque la
aplicacion del ABA exdgeno puede promover la abscision del fruto en citricos, su
papel en caida de frutos jovenes aun permanece poco clara, por lo que se infiere
que juega poco o0 ningun papel en la caida de frutos jévenes causada por
Colletotrichum (Li et al., 2003; Peres et al., 2005; Rodriguez et al., 2014; Wharton y
Diéguez-Uribeondo, 2004).

JAy su éster metilico (metil JA) son moléculas importantes en la sefializaciéon

de la planta inducidas por el estrés. Se ha demostrado que estan implicadas en
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diversas funciones fisiologicas de la planta, incluyendo el desarrollo reproductivo y
la maduracion del fruto, la induccion de defensa frente a patégenos e insectos, la
proteccion contra el dafio por ozono, la senescencia y actian como reguladores de
crecimiento. Sin embargo, se ha demostrado que causa la abscision del fruto
maduro en citricos y también puede estar implicado en la caida del fruto joven
causada por Colletotrichum. En la biosintesis de JA, la enzima reductasa 12-oxo-
PDA es el precursor biosintético y también puede servir como una sefial efectiva, la
rapida acumulacion de ambos en pétalos de flores de citricos puede conducir a
reacciones defensivas que contribuyen a la respuesta del hospedante-patdgeno (Li
et al., 2003; Peres et al.,, 2005; Rodriguez et al., 2014; Wharton y Diéguez-
Uribeondo, 2004).

Se conoce que los niveles de JA y acido salicilico (SA) aumentan tras la
infecciobn por patdégenos. La SA, una molécula de sefalizacion en la planta,
desempeiia un papel importante en rutas implicadas con la resistencia a la
enfermedad inducida por la regulacion de muchos genes relacionados con la
patogénesis, su acumulacion se da en respuesta al ataque de hongos. Las vias
dependientes de sefializacion de JA y SA estan estrechamente interconectadas, y
la diafonia entre éstas ha demostrado ser importante en la regulacion de la
expresion de genes de defensa. El papel del SA en la abscision del fruto es
desconocida, sin embargo, se ha demostrado su papel en la regulacion de la
expresion génica durante la senescencia de las hojas en Arabidopsis spp.
Alternativamente, SA podria estar involucrado indirectamente en la caida del fruto
joven interactuando con JA y otros reguladores del crecimiento, ya que SA es un
inhibidor de la biosintesis de JA y su accién (Li et al., 2003; Peres et al., 2005;
Rodriguez et al., 2014).

La defensa de la planta en respuesta al ataque microbiano, generalmente
estd regulado por una compleja red de vias de sefalizacion donde estan
involucrados el SA, JA, y etileno. Estudios han demostrado que la respuesta de los

pétalos de flores de citricos a Colletotrichum spp. se asocia con el desequilibrio

22



hormonal y, probablemente, también una respuesta de defensa limitada que en
consecuencia lleva a la abscision del fruto joven. Se ha demostrado que la infeccién
de Colletotrichum spp. en pétalos de flores de citricos desencadena la acumulacion
significativa de 1AA, etileno, JA, y 12-oxo-PDA, apoyando el papel de estos
reguladores del crecimiento en el desarrollo de los sintomas y la progresion de la
enfermedad (Li et al., 2003; Peres et al., 2005; Rodriguez et al., 2014).

1.2.7 Alteraciones fisioldgicas en los participantes de la interaccion

La antracnosis es una enfermedad producida por el hongo Colletotrichum
spp. el cual causa la desintegracion de los tejidos. Dentro de los sintomas se
observan manchas negras y hundidas en forma de Ulcera que aparecen sobre hojas,
tallos, flores y frutos del limén mexicano. Pueden aparecer rayas de color marrén
oscuro en la punta de las hojas. Prosperan en ambientes célidos y hiumedos. Al
dificultar la fotosintesis las hojas, se tornan amarillas y rugosas hasta su destruccién
total (Agroalimentacién, 2007). En los pétalos, el patdbgeno avanza intra e
intercelular, y la penetracién es directa y por aberturas naturales. Después de la
invasion, acérvulos (cuerpos fructiferos asexuales) se observan en ambos lados de
los pétalos, presentando los sintomas tipicos como lesiones de color naranja-
marron. Las lesiones que llevan acérvulos rosa se expanden rapidamente en climas
con alta humedad relativa y temperaturas 6ptimas (20-30 °C) y pronto invaden a
todos los tejidos del pétalo por lo que a esta etapa de la enfermedad se llama muerte
de las flores. Los pétalos arruinados permanecen firmemente unidos al disco basal
y se vuelven duros, secos y de color marrdn rojizo. En el estigma, se forman
manchas necréticas de color marrén oscuro (Lin et al., 2001), pero el patégeno no
penetra a través de las células epidérmicas de la estigmatizacion. Una capa
protectora lipdfilo rico en compuestos fendlicos se forma debajo de la zona
necrotica, y cristales de oxalato de calcio (CaOx) se producen donde el patdgeno
esta presente. Después de la infeccidn, los cambios hormonales dan lugar a la caida
de frutos prematuros y retencion del caliz durante largos periodos (Rodriguez et al.,

2014).
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Las plantas de citricos producen compuestos organicos volatiles (COV) como
metabolitos secundarios que juegan un papel importante en rutas de interaccion con
los microorganismos. En las plantas de citricos, la cantidad de COVs es variable y
depende de la edad y el tipo de 6rgano. Por ejemplo, en el pericarpio de frutos
verdes, el aceite se compone de B-pineno, sabineno y linalol, mientras que en frutos
maduros, los aceites prevalentes son R-limonero y linalol. En pétalos, los aceites
incluyen terpenos R-limoneno, mirceno, sabinine, linalol, terpineol, entre otros.
Hasta la fecha, no hay evidencia del sitio donde se producen y donde se emiten los
compuestos volatiles en los pétalos de los citricos. En muchas familias, los sitios
donde se sintetizan se llaman osmoforos o glandulas odoriferas. Los COV se
produce de forma natural en las plantas y puede estar asociados con los

mecanismos de defensa bioquimicos constitutivos (Rodriguez et al., 2014).

La menor tasa de infeccion de las yemas florales pequefias (menores a 8
mm) causadas por C. acutatum puede estar asociada con la presencia de cristales
de CaOx en los primordios de los pétalo. La degradacion de cristal produce H20:2
en puntos especificos en el tejido y juega un papel importante en la muerte celular
programada, que actua eficazmente en el control de patégenos. La aplicacion de
Ca en grandes cantidades conduce a la formacion de cristales intracelulares de
CaOx y, en consecuencia, son mas resistentes a la infeccion causada por C.

acutatum (Rodriguez et al., 2014).

1.2.8 Biologia y genética molecular

Los métodos tradicionales para la identificacion de especies de
Colletotrichum se basan principalmente en diferencias morfolégicas tales como el
color de la colonia, tipo de micelio, tamafo y forma de los conidios, aspecto de
masas conidiales, forma del apresorio, temperatura éptima, indice de crecimiento,
presencia 0 ausencia de setas, existencia del teleomorfo Glomerella, entre otros

(Agrios, 2010; Wharton y Diéguez-Uribeondo, 2004). En el caso de C. acutatum en
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limén mexicano, las colonias del hongo registran micelio algodonoso, compacto, de
aspecto polvoriento y color blanco grisdceo. Su aspecto general es de color naranja
ligero y en el centro se observan masas conidiales dispersas de color naranja a
salmon. Los conidios son hialinos, unicelulares y poseen una elevada proporcion de
conidios con un lado redondeado y el otro fusiforme, en relacién a los conidios con

ambos lados redondeados. Los apresorios son de forma redonda.

En la actualidad, el uso de la tecnologia basada en el ADN ha permitido
contar con nuevas herramientas para la investigacién de la variacion genética y de
los genes que controlan la patogenicidad y especificidad en hongos fitopatdgenos
(Orozco-Santos et al., 2006).

Colletotrichum acutatum es un hongo fitopatbgeno causante de la
antracnosis, una enfermedad de amplia gama en las plantas. A través de estudios
con marcadores moleculares RAPDs (ADN Polimérfico Amplificado al Azar) se
encontraron dos patotipos: Antracnosis del Limén mexicano (KLA) y caida
prematura de los frutos (CPF). El patotipo KLA infecta a todas las partes del limoén
mexicano, causando sintomas de antracnosis. Los mecanismos implicados en la
abscision de frutos jévenes estan involucrados con una serie de modificaciones
fisiologicas causada por un desequilibrio de hormonas vegetales y/o reguladores de

crecimiento (Orozco-Santos et al., 2006).

Se ha identificado que el gen PacCKX"*P2 juega diversos roles en la biosintesis
de toxinas de hongos y metabolitos secundarios y regula genes implicados en el
desarrollo de hongos y su virulencia. Este gene es necesario para que
Colletotrichum acutatum genere virulencia en hojas de lima y pétalos en las flores

de los citricos (Bang-Jau y Kuang-Ren, 2007).

De acuerdo a estudios realizados por Li et al. (2003), el Cuadro 2 muestra los

genes clonados usados en estudios para patrones de expresion en flores de citricos
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infectados por C. acutatum en el cual se indica su identidad y la funcién que

desempefian en la interaccion planta-patégeno.

Cuadro 2. Genes clonados usados en estudios para patrones de expresion en flores

de citricos por C. acutatum (Li et al., 2003).

(\[o} Tamafio Identidad Funcién Secuencia
Clones (s]9)}
21 378 UDP-glucosa Transforma glucosa AAF61647
Acido salicilico a acido salicilico y
Glucositransferasa IAA
IAA glucosa
transferasa
26 716 Policagalacturonasa Despolimerizacion ~ AF095577

de la pared celular

38 458 Quitinasa Defensa de la planta AAC35981
62 377 Amino &cido hidrolasa IAA libre de CAA09330
IAA Conjugado
64 380 ACC Oxidasa Biosintesis de etileno BAA19605
69 732 Serina/ treonina Sefial de AAF26468
quinasa transduccion
81 477 Supuesta proteina No se conoce CAB85628
relacionada con la
maduracion
89 731 Endo-B-1,3-glucanasa Proteina PR T05262
102 264 Auxina responsable de No se conoce AAD32141
la proteina-GH3
similar.
159 510 12-oxofitodienoate Biosintesis JA AAC78441
reductasa
213 231 Nucleasa inducida por No se conoce AADO00694

senescencia
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243 347 Expansién Crecimientode la  AAC33530
pared celulary
despolimerizacion

258 212 B-galactosidasa Despolimerizacion P48981

de la pared celular

1.2.9 Control

Las medidas para el control de Colletotrichum spp. incluyen el
aprovechamiento de resistencia de cultivares, manejo del cultivo, métodos de
control quimico y biologico, asi como modelos de prediccion de las enfermedades
(Wharton y Diéguez-Uribeondo, 2004). La importancia de estas estrategias es

fundamental durante la fase productiva y durante la postcosecha (Pegg et al., 2007).

El control cultural es de suma importancia, ya que permite reducir la
intensidad de la enfermedad en campo. Algunas de las acciones que se
recomiendan para reducir las fuentes de inoculo son: uso de plantas certificadas,
fertilizaciones adecuadas, eliminacion de hojas y frutos enfermos, podas de brotes
vegetativos, erradicacion de malezas y el disefio de un adecuado sistema de riego.

Dentro del control quimico, los fungicidas mas utilizados pertenecen al grupo
de los Benzimidazoles (Benomilo, Thibendazol y Carbendazim). Sin embargo,
debido al uso indiscriminado de estos productos se ha reportado resistencia de
Colletotrichum a los Benzimidazoles (FRAC, 2014, Gutiérrez y Gutiérrez, 2003).
Existen grupos alternativos para el control de antracnosis como lo son los Triazoles
(Hexaconazol, Propiconazol, Triadimefon), Imidazoles (Prochloraz e Imizalil),
Estrobilurinas (Azoxistrobin, Trifloxystrobin) y Protectantes (Clorotalonil, Mancozeb
y Oxicloruro de cobre) que permiten utilizar rotacion de productos para minimizar el
riesgo de generar resistencia (Nieto et al., 2003). Asimismo, la inmersion de frutos

en agua caliente con Imazalil o Procloraz o la combinacion de estos fungicidas, se
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ha implementado para el control de enfermedades en postcosecha (Acosta et al.,
2003).

La aplicacion de fungicidas puede prevenir la infeccién cuando son aplicados
a tiempo, por lo que es el factor mas importante para el manejo de la enfermedad
(Brent y Hollomon, 1998). En México, el control de la antracnosis se basa en el uso
de fungicidas preventivos como benzimidazoles y estrobilurinas (Anesiadis et al.,
2003; Becerra-Leor, 1995; Miles et al., 2004; Slawecki et al., 2002; Téliz y Mora,
2007; Vega, 1994).
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CAPITULO II. IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR
DE Colletotrichum spp. AISLADO DE LIMON MEXICANO Y
PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

GONZALEZ-ZAVALETA, Sandral, ESPINOSA-VICTORIA, David!, NIETO-ANGEL,
Danielt, GOMEZ-RODRIGUEZ, Olga!, CARCANO-MONTIEL, Moisés?2.

! Programa de Edafologia y Programa de Fitopatologia, Colegio de Postgraduados,

y 2 Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.
RESUMEN

La antracnosis en limon mexicano es causada por C. gloeosporioides y C. acutatum.
La enfermedad se presenta en todas las etapas fenoldgicas del cultivo sin embargo,
en épocas con lluvias frecuentes existe mayor incidencia ya que el clima y las
condiciones ambientales son adecuados para su desarrollo. En la presente
investigacion se identificaron aislados de Colletotrichum spp. obtenidos de tejidos
de limén mexicano con sintomas de antracnosis colectados en Tomatal, municipio
de Iguala de la Independencia, Guerrero. Se realizé la identificacion molecular la
cual mostr6 dos especies de Colletotrichum spp., una corresponde a C.
gloesosporioides y la otra a Colletotrichum sp. Las pruebas de patogenicidad
mostraron que frutos y hojas jovenes son mas susceptibles al ataque de

Colletotrichum spp.

Palabras clave: Antracnosis, Identificacion molecular, Patogenicidad.
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CHAPTER II

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF Colletotrichum
SPP. ISOLATED FROM MEXICAN LEMON AND PROOF OF PATHOGENICITY

ABSTRACT

Anthracnose in Mexican lemon is caused by C. gloeosporioides and C. acutatum.
The disease occurs in all the phenological stages of the crop however, in times with
frequent rains, there is a greater presence since the climate and environmental
conditions are adequate for its development. In the present research isolates of
Colletotrichum spp. obtained from Mexican lemon tissues with symptoms of
anthracnose collected in Tomatal, municipality of Iguala de la Independencia,
Guerrero were identified. Molecular identification showed two species of
Colletotrichum spp., one correspond to C. gloesosporioides and the other to
Colletotricum sp. The proof of pathogenicity showed the fruits and young leaves are

more susceptible to attack of Colletotrichum spp.

Key Word: Antracnose, Molecular Identification, Pathogenicity.
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2.1 INTRODUCCION

Originalmente, Colletotrichum gloeosporioides fue descrito por Almeida en
1899 como Gloeosporioum, sin embargo, fue reclasificado como C. gloeosporioides
(Penz.) Penz. et Sacc. (Arx, 1970), cuyo telemorfo corresponde a la especie

Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. et Schrenk (Tamayo, 2007).

El género Colletotrichum se encuentra clasificado en el Reino Fungi, Phylum
Ascomycota, Clase Sordariomycetes, Orden aun no asignado, Familia
Glomerellaceae (Catalogue of life, 2014). Por otro lado, la fase sexual, Glomerella,
se clasifica en el Phylum Ascomycota, clase Ascomycetes, subclase

Sordariomycetidae, familia Glomerellaceae (Kirk et al., 2001).

Las especies de Colletotrichum son identificadas mediante las caracteristicas
morfolégicas, es decir, la forma de los apresorios y conidios, por la presencia o
ausencia de setas, el crecimiento radial, asi como la bioquimica y la patogenicidad
(Riegel et al., 2010; Freeman y Katan, 1997). Sin embargo, Wharton y Diéguez-
Uribeondo (2004) indican que, a través de la identificacion molecular, se obtiene
mayor precision en la identificacion, puesto que el conocimiento sobre aspectos

claves de su biologia es aun reducido.

Algunas de las dificultades en la identificacién morfologica de Colletotrichum
se han presentado al caracterizar la forma de los conidios. Nirenberg et al. (2002)
sefala que la forma béasica de los conidios producida por especies de Colletotrichum
es curvada o cilindrica, sin embargo, Damm et al. (2012) menciona que la
caracteristica mas conocida de C. acutatum es la forma de los conidios con
extremos agudos, aunque también se ha observado que en cepas sub-cultivadas
repetitivamente presentan otras formas, en especial cilindrica con un solo extremo
agudo. No obstante, estas formas de conidios pueden presentarse en otras

especies de Colletotrichum.
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Estudios realizados por Riegel et al. (2010) mostraron la similitud estrecha que
existe entre C. lupini y C. acutatum, asi como su dificil discriminacion, la cual es
posible de forma rapida e inequivoca mediante el uso de ITS-RFLP y las enzimas
Bsh 12361 y Trull, contrario con la especie C. gloeosporioides la cual es més facil

identificar.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Material vegetal y aislamiento fungico de Colletotrichum spp.

Se colectaron muestras de tejido (hojas, ramas, flores y frutos)
aleatoriamente de limén mexicano con presencia de sintomas de antracnosis en la
huerta localizada en el ejido “El Tomatal”, municipio de Iguala de la Independencia,
Guerrero. El huerto se establecio en Junio del 2014, con plantas provenientes de un
vivero certificado de Oaxaca, las cuales fueron proporcionadas por el Consejo
Estatal de Limon. La variedad injertada es limon mexicano (Citrus aurantifolia) en
patron Citrus macrophylla, cuenta con sistema de riego por goteo semanal y son

sometidos a control de fumigacion con oxicloruro de cobre y azufre elemental.

Para el aislamiento de los hongos, los fragmentos de tejido fueron
desinfestados con hipoclorito de sodio al 2% durante 2 min, lavados 3 veces con
agua destilada estéril y secados a temperatura ambiente. Los fragmentos de tejido
vegetal fueron depositados en medio Agar Dextrosa y Papa (Bioxon, PDA, 39 g L
de agua), con cuatro fragmentos por caja de Petri e incubados a 28 °C (Oliveira et
al., 2005). Los aislamientos obtenidos se purificaron mediante cultivos

monosporicos en medio PDA y fueron conservados en glicerol al 70% (v/v) a -70°C.
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2.2.2 identificacién morfométrica

Discos de PDA de 5 mm de didmetro del margen de colonias de 7 dias de
edad se transfirieron al centro de cajas Petri (90 x 15 mm) con PDA y jugo de
verduras V-8, posteriormente se incubaron a 28°C. Se evaluaron tres réplicas por
aislado durante 24 dias y se realizaron mediciones cada 48 h para medir su
crecimiento en dos diferentes medios de cultivo: PDA 'y V8.

La morfometria de los conidios se realiz6 a partir de colonias de 7 dias de
crecimiento. Se realizaron preparaciones de cada aislamiento con una muestra de
micelio y se colocaron sobre un portaobjetos con una gota de agua destilada estéril
para medir 100 conidios por aislado los cuales se observaron y foto documentaron
en un microscopio compuesto Velab con el objetivo 100X y con ayuda del programa
Motic plus, version 2 (Motic, USA) y GIMP version 2.8.

M9

Length : 12.8 um
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Length : 5.0 um

7o Mg
5 & ength : 15.5 um)
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Length : 4.7 um) i
M L16
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WM L4
»

M L20
MM L11 Length : 6.0 um|
= Length : 13.3 um, MM L19
MM L13 Length : 4.3 um
WM 14 =
Length : 15.6 um
MM [18
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Figura 5. Medicion de conidios de Colletotrichum spp.
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.2.3 IDENTIFICACION MOLECULAR

2.3.3.1 Extraccion de ADN y PCR

La extraccion se realizé mediante el método CTAB 2% y acetato de sodio
(Doyle & Doyle, 1987). ElI ADN obtenido de los aislamientos se amplific6 mediante
la técnica de PCR utilizando los iniciadores ITS5
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC). La
separacion de productos amplificados de PCR se realiz6 por electroforesis en gel
de agarosa al 1.5%, tefiidos con bromuro de etidio, visualizados bajo luz UV y
fotografiados mediante el sistema de imagenes BioSpectrum. La secuenciacion de
los productos amplificados se llevé a cabo con el método de Sanger en la empresa
Macrogen (Korea).

2.3.3.2 Analisis de secuencias

Las secuencias de nucleotidos obtenidas fueron editadas con el programa
(BioEdit) y comparadas con secuencias de referencia extraidas del banco de datos
del Centro Nacional para la Informacion en Biotecnologia (NCBI). Las secuencias
se alinearon para elaborar un arbol filogenético. Las distancias de las matrices de
las secuencias de alineamiento fueron calculadas usando el modelo Kimura-2
(Kimura, 1980) y analizados con el algoritmo Neighbour-joining (NJ) (Saitou y Nei,
1987) usando MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) v. 6.06. Las
secuencias en estudio se compararon con 24 secuencias de referencia por ser las
mas relacionadas genéticamente y utilizando Monilochaetes infuscans como grupo

externo en el andlisis.
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2.3.3.3 Pruebas de patogenicidad

Las muestras de tres edades diferentes de hojas y frutos asintomaticos de
limén mexicano (C. aurantiifolia, Swingle) fueron colectadas en el ejido de Tomatal
evitando posibles dafios fisicos (Figura 6). Para los ensayos en hoja se inoculé una
suspension de conidios (10° conidios/mL) obtenidas de aislamientos de 6 dias de
edad en cajas de Petri en medio harina de maiz. Se colocaron dos gotas de 10 pL
de suspension de esporas en los extremos de la nervadura. El ensayo en frutos se
realiz6 mediante dos métodos: con herida y sin herida, inoculando en ambos una
gota de 10 pL de la suspension de esporas (108 conidios/mL). Las muestras se
colocaron en camaras humedas para obtener la humedad relativa adecuada. Se
registro el tamafo de lesiones necroéticas cada 24 hrs después del tercer dia de la

inoculacion.

Figura 6. A. Frutos asintoméaticos de limén de tres edades diferente; B. Hojas

asintomaticas de limoén de tres edades diferente.

2.2.4 Anédlisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico para la medicién de los conidios asi como
de las pruebas de patogenicidad en hojas y frutos aislados de limén mexicano. Se

utilizé el modelo experimental de clusters para la medicion de conidios y un modelo
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experimental factorial en bloques en los tratamientos de frutos y un experimento
simple en bloques para los ensayos con hojas usando el paquete de analisis
estadistico SAS® System for Windows V9, 2002.

2.4 RESULTADOS Y DISCUSIONES

2.4.1 Aislados fungicos.

Se obtuvieron un total de 20 aislamientos del tejido vegetal de limon
mexicano. Debido a la similitud entre sus caracteristicas morfolégicas fueron
seleccionaron 12 de ellos para realizar la presente investigacion. Se identificaron
dos especies, Colletotrichum gloeosporioides presenté colonias de crecimiento
rapido y conidios con extremos circulares y otra especie de crecimiento lento y
conidios de formas variables, de extremos circulares y algunos agudos similares a
los conidios de C. lupini o C. acutatum, sin embargo ambas especies presentan alta
homogenidad en sus caracteristicas morfolégicas (Riegel et al., 2010) por lo cual no
se obtuvo su identidad. Es importante mencionar que la taxonomia de C. acutatum
ha sido revisada extensamente mediante diferentes genes que han permitido la
descripcion de nuevas especies en la coleccion de aislados que han sido
identificados como C. acutatum (Shiva y Tan, 2009), por lo que es indispensable

realizar mas estudios que permitan una clara identificacién.

2.4.2 Identificacion morfométrica

Todos los aislados crecieron bien en los medios de cultivo PDA (Figura 7) y
V-8 (Figura 8). Orozco- Santos et al. (2004) demostraron que los medios de cultivos
sélidos en los que la raza KLA obtuvo mejor crecimiento son PDA y solucion nutritiva
de glucosa, seguido por jugo de verduras V-8. Sin embargo, se observé que en

medio V-8 los aislamientos crecian mas rapido que en medio PDA. A los doce dias,
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el 56% de los aislados habia cubierto el 100% de la superficie en el medio V-8,
mientras que los aislamientos en PDA mostraron el mismo porcentaje a los
dieciocho dias de siembra. Andrades et al. (2009) reportaron que el 30% de sus
aislados de Colletotrichum en solo 5 dias cubrian del 50 al 100% de la superficie del
medio en la caja de Petri. No obstante, estudios realizados por Villanueva-Arce et
al. (2008) no encontraron diferencias en el crecimiento en PDA entre C. fragarie y
C. gloeosporioides, por lo que concluyeron que esta variable no puede ser

considerada como un factor de separacion entre las dos especies.

La identificacion mediante las caracteristicas morfoldgicas se ha realizado
utilizando diferentes medios de cultivo para observar el comportamiento del hongo
de las especies de Colletotrichum spp. en citricos. A pesar de ello, los estudios para
su identificacion se han detallado particularmente en medio de cultivo PDA, por lo
que su uso es indispensable para evitar confusiones en el diagndstico del hongo
(Orozco- Santos et al., 2004).

C. gloeosporioides
Al5, C17,A5, A4, Ab, A2, A3

ol & A11,A7,A10,C14, A1, A9, C7,A19, A8)
Colletotrichum sp.

4 b & o 12 14 16 13 2 2

tempe v

Figura 7. Crecimiento de Colletotrichum spp. en medio de cultivo PDA. Eje X
corresponde al tiempo (en dias) del crecimiento de Colletotrichum spp. Eje Y

corresponde al area de crecimiento (mm).
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Figura 8. Crecimiento de Colletotrichum spp. en medio de cultivo V8. Eje X
corresponde al tiempo (en dias) del crecimiento de Colletotrichum spp. Eje Y

corresponde al area de crecimiento (mm).

El analisis estadistico de la medicion de conidios para la diferenciacion de especies
de Colletotrichum spp., fue comparada con el aislamiento C14 el cual ha sido
previamente identificado como C. acutatum. La figura 9 muestra tres grupos de
especies de los cuales ninguno de nuestros aislamientos de Colletotrichum spp. se

alinea con la referencia de C. acutatum.
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Figura 9. Separacién de aislamientos mediante el andlisis morfométrico de los
conidios de Colletotrichum spp. Eje X corresponde a los aislamientos de

Colletotrichum spp. Eje Y corresponde al area de los conidios (um).

2.4.3 PCR y secuenciacion del ADN.

Se obtuvieron productos de amplificacion de aproximadamente 550 pares de
bases (pb) (Figura 10). La secuenciacion de los productos de PCR, fueron alineados
mediante el software Basic Local Alignment Search Tool (BLASTnN) el cual mostro
un 100% de identidad (valor de E=0) con Colletotrichum gloeosporioides (Acceso:
KU136388.1) y otro grupo con el 99% de identidad (valor de E=0) a Colletotrichum
lupini (Acceso: JQ936134.1) y  Colletotrichum  acutatum  (Acceso:
KT215297.1).Estudios realizados por Ruiz et al. (2014) mostraron una homologia
similar al comparar la alineacion de sus secuencias en BLASTn, mostrando un 99%
de identidad con respecto a Colletotrichum acutatum con respecto a las secuencias

de referencias.

El andlisis filogenético utilizando el software MEGA v. 6.06 confirmé que los

aislamientos 2, 3, 4, 5, 6 y 15 pertenecen a C. gloeosporioides y los aislamientos 1,
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7,9, 10, 11 y 19 filogeneticamente son similares a C. lupini y C. acutatum (Figura
11). Estudios realizados por Riegel et al. (2010) mostraron la similitud estrecha que
existe entre C. lupini y C. acutatum, asi como su dificil discriminacion; sin embargo,
mediante el uso de ITS-RFLP y las enzimas Bsh 12361 y Trull fue posible su
identificacion rapida e inequivoca. Por lo que es necesario el uso de éstos para la

identificacion entre las especies de Colletotrichum spp.

PM A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All A15 A19 C-PM

1000 ph
900 ph
S00pb
JO0phb
500 ph
500 ph

300 ph
— W e W qu\-—-—'wp

3OO pb

200 ph

100 pb

Figura 10. Fragmentos de PCR en gel agarosa (1.5%) obtenidos por la
amplificacion del ADN de los aislamientos de Colletotrichum provenientes de tejido

de limén mexicano y control negativo (C-) utilizando los primers ITS5/ITSA4.
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Figura 11. Arbol Neighbour-joining método Kimura- 2 de 24 secuencias ITS de los
aislamientos de Colletorichum spp.

2.4.4 Ensayos de patogenicidad y Sintomas de antracnosis en limén
mexicano.

Se realizaron las pruebas con los 12 aislamientos de Colletotrichum sp.
utilizando testigos positivos a C. gloesporioides y C. acutatum previamente
identificados. Todos los aislamientos fueron patdégenos principalmente en hojas y

frutos inmaduros (Fig. 12) los cuales mostraron presencia de lesiones 3 dias
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después de la inoculacién. Estos resultados concuerdan con los presentados por
Ruiz et al. (2014) en donde los aislamientos de Colletotrichum sp. mostraron ser
altamente patégenos unicamente en hojas y frutos inmaduros, mostrando sus

sintomas a los 6 dias después de la inoculacién en limon mexicano (Fig 13 y 14).

E

Figura 12. Sintomas de la enfermedad de antracnosis en limén mexicano (Citrus
aurantifolia, Swingle) en campo y resultados de las pruebas de patogenicidad. Tizén
en ramas y muerte progresiva (A), fruto con presencia de lesion necrética (B), hojas
con lesiones necréticas y halos cloréticos (C), Racimo florar afectado mostrando
necrosis en pétalos (D), Hojas afectadas por inoculacion del patégeno (E, F) y frutos

inmaduros afectados por inoculacién del patégeno (G, H).
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Figura 13. Sintomas en hojas en la prueba de patogenicidad de Colletotrichum spp.

y aislamientos con mayor grado de virulencia en hojas de limén mexicano.

Figura 14. Sintomas en fruto en la prueba de patogenicidad de Colletotrichum spp.

(A). Frutos pequenios, (B). Fruto mediano, (C) Fruto grande.

De acuerdo al analisis de Tukey en las pruebas de patogenicidad en limon
mexicano, se puede concluir que los tratamientos con herida y sin herida no
muestran diferencias significativas entre los tratamientos, por lo que Colletotrichum

spp. puede atacar a la planta de forma natural o con herida (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Area de lesiones causadas por Colletotrichum spp. en fruto de limoén

mexicano.

TRATAMIENTO AGRUPAMIENTO MEDIA

EN FRUTO TUKEY
SIN HERIDA A 2.9971
CON HERIDA A 2.6596

Nota: Valores con la misma letra entre columnas son estadisticamente iguales (Tukey,
p<0.05).

Asimismo también podemos concluir que frutos y hojas inmaduras son mas
susceptibles al ataque de Colletotrichum spp. puesto que los frutos de tamario

mediano y grande no mostraron diferencias significativas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Comparaciones de la lesion de Colletotichum spp. de acuerdo a la edad

del fruto.

TAMANO DE AGRUPAMIENTO

FRUTO TUKEY
MEDIANO B 4.078
GRANDE B 3.608

Nota: Valores con la misma letra entre columnas son estadisticamente iguales (Tukey,
p<0.05).

También se realizaron comparaciones entre los aislamientos (Cuadro 5), sin

embargo los resultados estadisticos nos muestran que los aislamientos tienen el

mismo comportamiento, es decir, todos tienen el mismo grado de virulencia.
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Cuadro 5. Comparacion de virulencia entre aislamientos de Colletotrichum spp. en

frutos.

AISLAMIENTO AGRUPAMIENTO MEDIA
TUKEY

A5
Al
C7
Al9
A8
Al10
Cl4
A9
A7
A2
Al5
All
A6
A3
C1l7
A4

>>>2>2>2>2>>>>>>>>>>

35.89

33.11
31.25
28.32
24.79
24.14
22.96
21.79
20.5
18.89
17.76
14.36
12.97
8
7.91
1.16

Nota: Valores con la misma letra entre columnas son estadisticamente iguales (Tukey,

p<0.05).

Los resultados obtenidos mediante el andlisis estadistico en hojas (Cuadro 6)

muestran que el tamafio de hoja mas pequefio es mas susceptible al ataque de

Colletotrichum spp. esto se pode inferir a que cada tamafio de hoja es

significativamente diferente con respecto a la prueba de Tukey.

Cuadro 6. Comparaciones de la lesion de Colletotichum spp. de acuerdo a la edad

de la hoja.

TAMANO DE

HOJA
CHICO
MEDIANO
GRANDE

AGRUPAMIENTO
TUKEY

5.7339
3.3856
1.2798
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Con respecto a la virulencia entre los aislamientos de Colletotrichum spp. (Cuadro
7) podemos inferir que los aislamientos mas agresivos son A9, A8 y Al1l los cuales

correspondes a la especie de Colletotrichum sp. no identificada.

Cuadro 7. Comparacion de virulencia entre aislamientos de Colletotrichum spp. en
hojas de limon mexicano.
AISLAMIENTO AGRUPAMIENTO  MEDIA

TUKEY
A8 A 5.1435
All A 5.1138
A9 A 4.722
Al9 A B 4.1737
Cl4 A B 4.0637
A7 A B 3.928
A10 A B 3.741
A3 A B 3.6986
A2 A B 3.4995
A6 A B 3.1751
A5 A B 3.1353
C7 A B 3.0455
Al A B 2.9503
C17 A B 2.5504
Al5 B 1.6493
A4 B 1.5732

2.5 CONCLUSIONES

Se identificaron dos especies como agente causal de antracnosis en limon
mexicano (C. aurantifolia, Swingle), una corresponde a Colletotrichum
gloeosporioides identificado mediante los iniciadores ITS5/ITS4 y corroborado
mediante el analisis filogenético. Sin embargo, para los aislados que podrian ser C.
acutatum o C. lupini se necesitan realizar estudios adicionales con ITS-RFLP y
enzimas Bsh 12361 y Trull para corroborar la especie a la cual corresponde. Las

pruebas de patogenicidad mostraron que hojas y frutos jovenes resultaron ser

51



susceptibles para todos los aislamientos, por lo que es indispensable realizar un
manejo preventivo antes y durante la etapa de floracion, para disminuir el riesgo de

infeccion.
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CAPITULO lIl. MICROORGANISMOS ANTAGONISTAS NATIVOS
CONTRA Colletotrichum spp AISLADOS DE LIMON MEXICANO

GONZALEZ-ZAVALETA, Sandral, ESPINOSA-VICTORIA, David!, NIETO-ANGEL,
Daniel', GOMEZ-RODRIGUEZ, Olga!, CARCANO-MONTIEL, Moisés2,

! Programa de Edafologia y Programa de Fitopatologia, Colegio de Postgraduados,

y 2 Benemérita Universidad Auténoma de Puebla
RESUMEN

El uso irracional de quimicos para el control de enfermedades y plagas ha
propiciado la acumulacion de toxicos y la resistencia de patdégenos en cultivos de
interés comercial. La resistencia de patdogenos ha generado la aplicacion de dosis
altas y el control deficiente de patdgenos. Por ello, el control biolégico es una
alternativa sustentable debido a los mecanismos de accion que emplean los
microorganismos. El presente trabajo tiene como objetivo aislar microorganismos
gue presenten inhibicién contra Colletotrichum spp. en pruebas antagénicas in vitro.
Estos hallazgos sugieren que existen microorganismos con capacidad para realizar
antagonismo sobre Colletotrichum spp.

Palabras clave. Control biolégico, mecanismos de accién, pruebas

antagoénicas.

54



CHAPTER I

NATIVE ANTAGONIST MICROORGANISMS AGAINST Colletotrichum spp
ISOLATED FROM MEXICAN LEMON

ABSTRACT

The irrational use of chemicals for the control of diseases and pests has led to the
accumulation of toxins and the resistance of pathogens in crops of commercial
interest. The resistance of pathogens has generated the application of high doses
and poor control of pathogens. Therefore, biological control is a sustainable
alternative due to the mechanisms of action used by microorganisms. The objective
of this research is to isolate microorganisms that show inhibition against
Colletotrichum spp. in antagonistic tests in vitro. These findings suggest that there

are microorganisms with the capacity to antagonize Colletotrichum spp.

Keywords. Biological control, mechanisms of action, antagonistic tests
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3.1 INTRODUCCION

Los microorganismos antagonicos tienen gran importancia en el control
biologico debido a su accion interruptora sobre el desarrollo de patdgenos. Los multiples
mecanismos de accion de los microorganismos antagonicos y su velocidad de
crecimiento, evitan problemas de resistencia de los patégenos (Pal y McSpadden, 2006;
Zivkovié et al., 2010). Cada uno de ellos posee diferentes modos de accion, algunos lo
hacen por competencia, es decir, la interaccion de dos 0 mas microorganismos en un
mismo medio, que compiten por nutrimentos u oxigeno para poder subsistir, otros
mediante micoparasitismo y lisis enzimatica, antibiosis e induccion de resistencia
(Fernandez, O.y Vega, L., 2001).

De acuerdo con Fernandez-Larrea y Vega (2001), los principales
microorganismos antagonicos utilizados como agentes de control biolégico en
diferentes cultivos son: Gliocladium roseum, Bacillus subtilis, Streptomyces noursei,
Streptomyces natalensis, Azospirillum brasilense, Trichoderma harzianum, T.
atroviride, T. longibrachiatum y Pseudomonas fluorescens, los cuales en pruebas in
vitro muestran resultados exitosos y también algunos resultados favorables en su
aplicacion en campo (Tortora et al., 2011; Zivkovié et al., 2010; Freeman et al.,
2004).

Las especies que se han estudiado para el control biologico principalmente
son aisladas del suelo. Reportes obtenidos por Mayea et al. (1991) y Giri et al.
(2005), mencionan que los hongos mas comunes en suelo corresponden a los
siguientes géneros: Acrostalagmus, Aspergillus, Acremonium, Botrytis,
Cephalosporium, Gliocladium, Monila, Penicillium, Scopulariopsis, Spicaria,
Trochoderma, Trichothecium, Verticillium, Alternaria, Cladosporim, Pilularia,
Cylindrocarpon, Fusarium, Absidia, Cunninghamella, Mortierella, Mucor, Rhizopus,

Zygorynchus, Pythium, Chaetomium y Rhizoctonia.
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Otro de los microorganismos mas estudiados para el biocontrol de
patdbgenos son los actinomicetos. Los actinomicetos son bacterias filamentosas
gram-positivas que se distribuyen ampliamente en el suelo. EI mecanismo por el
cual suprimen a los patdgenos es mediante la produccion de hidrolasas y
antibioticos en la pared celular. La presencia de actinomicetos en la flora microbiana
de la rizosfera parece ser importante en la capacidad de inhibir patdgenos de
plantas. Investigaciones han demostrado que los actinomicetos inhibe a patégenos
como Fusarium oxysporum, Xanthomonas oryzae, Rhizoctonia solani y entre otros

patégenos de plantas (Li et al., 2017).

El control biologico de antracnosis se ha reportado en el cultivo de manzanas
(Malus sylvestris (L.) Mill. Var. domestica (Borkh)), aguacate (Persea americana
Mill.) y mango (Mangifera indica L.). Los estudios que se han realizado del control
biol6gico en postcosecha, han sido aplicados bajo condiciones controladas de
humedad y temperatura, por lo que las respuestas de efectividad en condiciones de
campo son afectadas por factores tales como cambios de temperatura, humedad,
luz ultravioleta e interaccién con otros microorganismos. Por ello, uno de los
mayores obstaculos del control biologico es su relativa inhabilidad para controlar
infecciones establecidas en precosecha, como lo son las infecciones latentes.
Asimismo, su aplicaciébn en campo puede propiciar la colonizacion de la superficie
del fruto y prevenir el establecimiento de infecciones latentes en los frutos de la
huerta (Carrillo-Fasio et al., 2005).

Marois et al. (1981) observaron que algunas especies de Penicillium,
ademas de ser fitopatégenos, también pueden ser importantes agentes de
biocontrol. Diversos autores consideran a P. oxalicum como un prometedor agente
fungico (Huang y Kuhlman, 1991; Ownley y Benson, 1987; Pandey et al. 1993;
Windeles y Kommedahi, 1978) debido a la produccion de un amplio rango de
polisacaridos y enzimas que degradan la pectina, glucanasas, celulasas,

hemicelulasas, entrte otras (Ikotun, 1984; Pérez et al., 1982).
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3.2 MECANISMOS DE BIOCONTROL

Se ha observado que los agentes antagonistas ejercen diversos mecanismos

para el control de patdgenos, los cuales se mencionan a continuacion:

Competencia por nutrientes y espacio. Es la capacidad de crecimiento y
de obtencion de nutrientes por parte del microrganismo antagonista, en el
cual existe escases de un elemento. Generalmente, la competencia mas

comun es por nutrientes, oxigeno o espacio.

Antibosis. Se refiere a la produccién de sustancias toxicas por parte de un
microorganismo como antibioticos en bajas concentraciones para inhibir el

crecimiento o germinacion de microorganismos patdégenos.

Parasitismo. Se refiere a la accidén en el que un microorganismo parasite a
otro, en otras palabras, el patégeno funge como alimento para su
antagonista, en donde se ven implicadas enzimas extracelulares como
quitinasas, celulasas, B-1,3 glucanasas y proteasas, las cuales lisan las
paredes de las hifas, conidios o esclerocios de los patégenos (Bar-Shimon et
al., 2004)

En el Cuadro 8 se mencionan los microorganismos mas estudiados como

agentes de control biolégico y sus diferentes mecanismos de accion.

Cuadro 8. Agentes de control biolégico y sus mecanismos de accion (Carcafio-
Montiel et al., 2006; Di Barbaro et al., 2014; Freeman et al., 2004; Santos-Villalobos
et al., 2012; Zivkovi¢ et al., 2010).

AGENTES DE CONTROL MODOS DE ACCION
BIOLOGICO
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Streptomyces (S. noursei y

S.natalensis)

Trichoderma ( T-39, T-105, T-161y T-
166)

Azospirillum brasilense

Gliocladium roseum

Bacillus subtilis

Produccién de enzimas hidroliticas

extracelulares 'y metabolitos anti-
fungicos secundarios.
Micoparasitismo  (competencia  por

espacio y nutrientes con los hongos
patégenos), antibiosis (micotoxinas),
promocion de crecimiento e induccion
de resistencia de la planta hospedante.
Produccion de metabolitos activos
(acido indol acético, citoquininas,
giberelinas y sideréforos), que influyen
positivamente sobre el crecimiento y
desarrollo saludable de las plantas.

de

micoparasitismo y antibiosis hacia

Competencia nutrientes,
patdgenos de plantas.
Produccion de metabolitos antibidticos

qgue penetran la célula de patégenos e

inhiben su actividad por oxiciti-quimica.

Actualmente

la busqueda de agentes de biocontrol

ha aumentado

significativamente. Por ejemplo, bacterias de género Pseudomonas fluorescens y

Bacillus, generalmente son utilizadas para controlar plagas en raices y areas foliares

y, éste ultimo, también es considerado como colonizador eficaz en hongos y el mas

comercializado por EUA. Otra especie utilizada para estos fines es Trichoderma, el

cual es el principal género utilizado en control de suelos (Fernandez, O. y Vega, L.,

2001), y por ello, han realizado productos comerciales para su venta en el mercado

(Cuadro 9).
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Cuadro 9. Biofungicidas con componente activo de bacterias u hongos

comercializados en diferentes paises, incluyendo los especificos para citricos

(Fernandez y Juncosa, 2002).

Trichoderma harziarum

Trichoderma viride

Trichoderma ligonorum

AGENTE DE PATOGENO PRODUCTO
BIOCONTROL COMERCIAL
Pseudomonas cepacia Hongos (Fusarium, Blue Cirde (Stine Seeds),

Pythium, Rhizoctonia) y Deny (CTT Corp),
nematodos. Intercept (Encore
Technologies).
Pseudomonas siringe Postcosecha  (Botrytis, Bio-save 100y 1000. Bio-
ESC 10, 11. Penicillium, Mucor, save 110 (Eco.Science).
Geotrichum)
Pseudomonas Antracnosis, Pythium, Spot-Less (Eco  soil
aureofaciens Tx-1 Michrochium. Systems, Inc.)
Bacillus subtillis Fusarium, Rhizoctonia, HiStick N/T (MicroBio
Aspergillus, etc. Group), Serenade
(AgraQuest, Inc.).
Bacillus subtillis GB0O3 Rhizoctonia, Fusarium, Kodiak (Gustafson),
Alternaria,  Aspergillus, Bactophyt (NPO Vector)
etc. System 3.
Trichoderma harziarum Pythium, Rhizoctonia, T-22G, T-22HB
KRL AG2 Fusarium, Sclerotinia (Bioworks).

Botrytis, Colletotrichum,

Fulvia, Monilia, etc.

Armillaria,
Botryosphaeria,
Fusarium, Nectria, etc.

Fusarium sp.

F-Stop (Eastman Kodak),

Supresivi (Borregaard Bio

Plant).
Trichomic  (Trichodex),
Trichopel, Trichoject,

Trichodowels, Tricoseal.
Trichodermin-3
(compafia rusa y

balgara)
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Trichoderma spp. Rhizoctonia solani, Promot (J.H. Biotech,

Pythium, Sclerotium, Inc.), Trichopel (Agrimm
Fusarium. Biologicals).
Micorriza Botrytis, Pythium. Vaminoc (AGC
Microbiol).

Candida oleophila 1-182  Postcosecha (Botrytis Aspire Oncogen.

spp., Penicillium).

Estudios realizados por Mai et al.,, (2012) demostraron que Bacillus
amyloliquefaciens es uno de los microorganismos més estudiados para el control
biolégico por la formaciébn de endoesporas al ser resistentes en condiciones
ambientales, esto debido a que el S13-3 puede colonizar superficies de plantas
debido a la propagaciéon de células, acumulacién y formacion de biopeliculas,
ademas de destacarse por la producciéon de iturin A que actia como fungicida al
erradicar hongos fitopatégenos y reducir la severidad de la antracnosis causada por
C. gloeosporioides. Su uso reduciria la aplicacion de productos quimicos al utilizarse
en un manejo integrado y ayudaria a prevenir la aparicion de hongos fitopatégenos
resistentes a fungicidas.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Obtencién de aislados

Los antagonistas se aislaron de muestras de suelo de la zona de estudio
tomadas al azar a una profundidad de 30 cm. De cada muestra de suelo se agrego
1 g en 9 mL de agua destilada estéril, que posteriormente se diluyd hasta 10°. De
cada dilucién se tomé una alicuota de 15 pL que se sembrd en medio Agar Nutritivo

(Bioxon, Agar nutritivo, 23 gL de agua) y se incub6é a 28°C durante 2 dias. Se
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obtuvieron 16 cepas bacterianas que fueron utilizadas para realizar el bioensayo in

vitro.

3.2.2 Pruebas de antagonismo en placa

La determinacion de la capacidad antagénica de las cepas aisladas frente a
los hongos fitopatdégenos se realiz6 mediante la técnica de enfrentamiento dual en
placa (antagonista vs hongo) (Figura 15). El enfrentamiento se realiz6 mediante la
siembra de cada una de las cepas por triplicado, ocupando un espacio de 3 cm
desde el extremo de la caja de Petri en medio Agar Destroxa y Papa (PDA). Los
aislamientos de Colletotrichum spp. se sembraron y fueron incubados a 25°C
durante 7 dias hasta la esporulacién. Los discos con crecimiento de micelio (5 mm
de diametro) de los patdégenos se colocaron a una distancia de 3 cm del extremo de
la cepa antagonica y fueron evaluados cada 48 h. Se realizaron controles de
viabilidad de cada hongo inoculado en los cuales se midid el crecimiento libre.

El porcentaje de inhibiciébn de crecimiento radial (PICR) de las bacterias

aisladas se estimo con la siguiente férmula (Landero-Valenzuela et al., 2013):

PICR = ([R2 — R1] x 100)/R1

Donde:

R1: Crecimiento libre del patégeno.

R2: Crecimiento influenciado del patdgeno vs antagonista.

1: Media del crecimiento del patégeno solo.

3.2.3 Identificacién molecular

3.2.3.1 Extraccion de ADN y PCR

62



La extraccion se realizO mediante el protocolo WIZARD PROMEGA. El
micelio se macero con ayuda de un mortero, posteriormente se transfirieron a tubos
de 2 ml. Se adicionaron 600 ul de Nuclei Lysis Solution y se incubaron a 37°C (bafio
Maria) por una hora. La solucién se colocé a -20°C por 5 min. Se agregaron 100 pl
de Protein Precipitation Solution, mezclandolo con vortex durante 20 seg. Se
centrifug6 a 14,000 rpm por 10 min. El sobrenadante (contiene el ADN) se transfirio
a un tubo para centrifuga de 2 ul. Se agregaron 100 ul de isopropanol frio mediante
inversion lenta, formando una visible masa de ADN. Se colocaron a -20°C por 24 h.
Posteriormente la solucién se centrifuga a 14,000 rpm por 5 min. Una vez finalizada
la centrifuga, el sobrenadante fue desechado y se adicionaron 100 pl de etanol al
70% al pellet, centrifugando a 14,000 rpm por 5 min. Se repitié el paso anterior con
la finalidad de hacer dos lavados al ADN. Los tubos se colocaron boca abajo con
una sanita estéril para el secado de la pastilla por 30 min. El pellet fue resuspendido
por inversion con 20 pl de Rehydratation Solution y 3 ul RNase. Se incubaron a 37°C
por una hora. La mezcla que contiene el ADN se coloc6 a -20°C para su posterior

uso.

3.2.3.2 Analisis de secuencias

La secuenciacion de los productos amplificados se llevé a cabo con el método
de Sanger en la empresa Macrogen (Korea). Las secuencias de nucledtidos
obtenidas fueron editadas con el programa (BioEdit) y comparadas con secuencias
de referencia extraidas del banco de datos del centro Nacional para la Informacién
en Biotecnologia (NCBI).

3.2.3.3 Analisis estadistico.

Se realiz6 un andlisis estadistico para las pruebas de antagonismo in vitro de

hongos y actinomicetos contra Colletotrichum spp. Para ello se utiliz6 un modelo
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experimental en bloques usando el paquete de andlisis estadistico SAS® System
for Windows V9, 2002.

3.3 RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.3.1 Aislamiento de antagonistas y ensayos antagonicos.

Se obtuvieron dieciséis bacterias, dos actinomicetos y once hongos del suelo
los cuales se estudiaron en ensayos antagoénicos in vitro. Con base en la técnica de
cultivo dual, tres bacterias en proceso de identificacion mostraron control en el
crecimiento de Colletotrichum spp (Figura 15). El porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial (PICR) de las tres bacterias muestran efecto inhibitorio en algunos
aislados de Colletotrichum spp. del 33.3% los cuales se muestran en los Gréficos 1,
2, 3.
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Figura 15. Ensayos de antagonismo con bacterias nativas contra Colletotrichum sp.
Crecimiento de Colletotrichum sp. solo (A, D, G). Crecimiento de Bacteria sola (B,

E, H), Cultivo dual, crecimiento de Colletotrichum sp. con una bacteria nativa (C, F,

).
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Gréfico 1. Porcentaje de inhibicion de la bacteria 6 sobre el crecimiento micelial de
Colletotrichum spp.
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Grafico 2. Porcentaje de inhibicion de la bacteria 14 sobre el crecimiento micelial
de Colletotrichum spp.
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Gréfico 3. Porcentaje de inhibicion de la bacteria 11 sobre el crecimiento micelial
de Colletotrichum spp.

Cuatro hongos y dos actinomicetos aislados del suelo mostraron efectos
inhibitorios sobre el patégeno Colletotrichum spp. Davila et al. (2013) obtuvieron
resultados favorables con aislamientos de actinomicetos que mostraron inhibicion
de 61.57% contra Colletotrichum (Figura 20 y 21). Asimismo, Li et al. (2017) mostré
efectos inhibitorios significativos utilizando actinomicetos en pruebas de inhibicion
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en el cual todas las cepas exhibieron la capacidad de producir enzimas

extracelulares para la degradacién de la pared celular.

Algunas investigaciones han mostrado que cepas de Penicillium spp.
(Figura 18 y 19) muestran actividad antifangica contra fitopatdgenos debido a la
capacidad para producir enzimas como modo de accion. También se ha investigado
la capacidad antagonica de Aspergillus spp (Figura 17). De acuerdo con Pérez et
al. (2009), las especies A. candidus Link es antagonista de los hongos
anamorfos  Stromatinia  cepivora  (Berk.) Whetzel  sin. Sclerotium
cepivorum y Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid, y también biocontrolador de

los insectos Mahasena corbetti y Metisa plana.

Figura 16. Prueba de antagonismo del aislamiento N1 contra el aislamiento de
Colletotrichum sp. (Al). A. Crecimiento de Colletotrichum sp. solo. B. Cultivo dual,
crecimiento de Colletotrichum sp. con antagonista N1. C. Crecimiento de

antagonista solo.
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Figura 17. Prueba de antagonismo del aislamiento N3 contra el aislamiento de
Colletotrichum sp. (Al). A. Crecimiento de Colletotrichum sp. solo. B. Cultivo dual,
crecimiento de Colletotrichum sp. con antagonista N3. C. Crecimiento de

antagonista solo.

Figura 18. Prueba de antagonismo del aislamiento N5 contra el aislamiento de
Colletotrichum sp. (Al). A. Crecimiento de Colletotrichum sp. solo. B. Cultivo dual,
crecimiento de Colletotrichum sp. con antagonista N5. C. Crecimiento de

antagonista solo.
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Figura 19. Prueba de antagonismo del aislamiento N6 contra el aislamiento de
Colletotrichum sp. (A1). A. Crecimiento de Colletotrichum sp. solo. B. Cultivo dual,
crecimiento de Colletotrichum sp. con antagonista N6. C. Crecimiento de

antagonista solo.

Figura 20. Prueba de antagonismo del aislamiento N7 contra el aislamiento de
Colletotrichum sp. (Al). A. Crecimiento de Colletotrichum sp. solo. B. Cultivo dual,
crecimiento de Colletotrichum sp. con antagonista N7. C. Crecimiento de

antagonista solo.
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Figura 21. Prueba de antagonismo del aislamiento N13 contra el aislamiento de
Colletotrichum sp. (A1). A. Crecimiento de Colletotrichum sp. solo. B. Cultivo dual,
crecimiento de Colletotrichum sp. con antagonista N13. C. Crecimiento de
antagonista solo.

3.3.2 Identificacién molecular.

Los resultados obtenidos de la empresa Macrogen fueron alineados
mediante el software Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn) el cual mostré
para la Bacteria 6 un 99% de identidad (valor de E=0) con Bacillus thuringiensis sin

embargo no se obtuvieron resultados de hongos y actinomicetos.

De acuerdo con estudios de Morales et al. (2006) demostraron que B.
thuringiensis produce la enzima quitinasa la cual muestra actividad litica contra las
paredes celulares de seis hongos fitopatdgenos e inhibid el crecimiento micelial de

ambos Fusarium sp. y Sclerotium rolfsii.

3.3.3 Capacidad antagoénica contra Colletotrichum spp.

El analisis estadistico nos muestra que los microorganismos antagonistas
gue manifestaron mayor inhibicién en el crecimiento micelial de los patégenos de
Colletrotrichum spp. son N13, N5, N6, N1, N3, N7 (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Comportamiento de hongos y actinomicetos en las pruebas de
antagonismo contra Colletotrichum spp.

ANTAGONISTA AGRUPAMIENTO TUKEY MEDIA

[mm]
Testigo A 43.8608
N10 B 22.3942
N12 B 21.5221
N2 C 18.3989
N11 C 17.0729
N9 D 14.5625
N8 D 14.4996
N4 D 12.8965
N7 F 11.0947
N3 F 10.3285
N1 F G 9.4592
N6 F G 8.0629
N5 H G 7.3296
N13 H 5.8382

3.4 CONCLUSIONES

Los aislamientos de las bacterias nativas presentaron porcentajes bajos de
inhibicién (PICR < 35%) para todos los aislamientos de Colletotrichum spp, mientras
gue los hongos y actinomicetos mostraron un porcentaje de inhibicion mayor al 50%,
por lo cual es necesario conocer los mecanismos de accion y su identificacion para

sus posteriores estudios in vivo.

Hongos como Aspergillus spp y Penicillium spp. muestran un grado de
inhibicién sin embargo, son considerados como hongos fitopatdgenos, por lo que su

uso en campo podria ser promisorio para el control a Colletotrichum spp.
La busqueda de microorganismos del suelo con capacidad antagonica tiene

como proposito contribuir al manejo integrado de enfermedades que prometen

aplicaciones practicas para el desarrollo de una agricultura organica y sustentable.
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