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ETIOLOGIA Y ANALISIS ESPACIO-TEMPORAL DE LA PECA DE LA
GUAYABA (Psidium guajava L.) EN EL ORIENTE DE MICHOACAN MEXICO

ETIOLOGY AND SPATIO-TEMPORAL ANALYSIS OF GUAVA FRECKLE
(Psidium guajava L.) IN EASTERN MICHOACAN MEXICO

RESUMEN

La peca es una de las principales enfermedades
de la guayaba en México. La etiologia de esta
enfermedad ha sido incierta y su epidemiologia
es desconocida. Los objetivos de esta
investigacién fueron conocer la etiologia y
realizar el analisis espacio-temporal de la
enfermedad en el oriente de Michoacan Mexico.
Se obtuvieron 23 hongos aislados de frutos
sintomaticos, de los cuales se seleccionaron tres
para las inoculaciones de frutos verdes en
campo e invernadero en dos temporadas de
cultivo. Los hongos reaislados de los frutos
inoculados se compararon morfolégica y
filogenéticamente con los hongos inoculados en
base a la amplificacion parcial por PCR del ADN
de las regiones ITS y TEF. El analisis espacio-
temporal de la enfermedad se realizé6 en dos
parcelas comerciales de guayaba. Los datos de
incidencia y severidad en el tiempo se ajustaron
a los modelos Logistico, Monomolecular y
Gompertz. Asimismo, se determiné el patron de
agregacion a escala pequefa (unidad muestral)
mediante indices de agregacion, y el analisis
espacial basada en indices de distancia con la
metodologia SADIE. Se completaron las pruebas
de patogenicidad en campo con los tres hongos
inoculados. Dichos hongos correspondieron a el
género Passalora, una de ellas a la especie
Passalora psidiicola y dos posibles nuevas
especies. Las epidemias fueron descritas
principalmente por el modelo Monomolecular. A
nivel de unidad muestral, la enfermedad tuvo un
comportamiento  agregado (heterogeneidad),
mejor descrita por la distribucion B-binomial en
los dos afos de estudio. A nivel parcela en las
primeras evaluaciones la enfermedad se
presenté al azar y posteriormente evolucioné
hacia un patrén espacial agregado en ambos
afios de estudio. Estos resultados permitiran el
disefio de estrategias de manejo de la
enfermedad mas efectivas en el campo.

Palabras clave:
epidemiologia, SADIE.

Mycosphaerellaceae,

ABSTRACT

Guava freckle is one of the main diseases of
guava in Mexico. The etiology of this disease has
been uncertain and its epidemiology unknown.
The objectives of this research were to know the
etiology of the disease and to perform a spatio-
temporal analysis in the eastern Michoacan
Mexico. From symptomatic fruits, 23 fungal
isolates were obtained, 3 of which were selected
to inoculate green fruits in the field and under
greenhouse conditions in two growing seasons.
Fungi were re-isolated from inoculated fruits and
were compared morphologically and
phylogenetically with the inoculated fungi based
on the partial amplification of the ITS and TEF
DNA regions by PCR. The spatio-temporal
analysis of the disease was performed in two
commercial guava plots. The incidence and
severity data in time were fitted to the Logistic,
Monomolecular and Gompertz models. Also, the
small-scale aggregation pattern (sample unit)
was determined through aggregation indices, and
spatial analysis by distance indices using the
SADIE methodology. Field pathogenicity tests
were completed with the three inoculated fungi.
These fungi corresponded to the genus
Passalora, one of them to Passalora psidiicola
and the other two, to possible new Passalora
species. Epidemics were mainly described by the
Monomolecular model. At the sample unit level,
the disease had an aggregate behavior
(heterogeneity), best described by the 3-binomial
distribution in the two years of study. At the plot
level in the first evaluations, the disease had a
random pattern which evolved later towards an
aggregate spatial pattern in both years of study.
These results will contribute to the desnig of
better disease management strategies in the
field.

Keywords:, Mycosphaerellaceae, epidemiology,
SADIE.
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CAPITULO |

ETIOLOGIA Y ANALISIS ESPACIO-TEMPORAL DE LA PECA DE
LA GUAYABA (Psidium guajava L.) EN EL ORIENTE DE
MICHOACAN

1.1. INTRODUCCION GENERAL

La guayaba (Psidium guajava L.) es un frutal originario de América del Norte y
Sudamérica que se distribuye ampliamente en las regiones tropicales de
América (Nakasone y Paull, 1998). La produccion anual de guayaba es de
alrededor de 1.2 millones de toneladas, la India y Pakistan aportan el 50%,
México el 25% y el resto Colombia, Egipto y Brasil (Yam et al., 2010). En el
2014, se cultivaron en México 20,899 ha con una produccion de 302,718.45 t,
de las cuales Michoacan aport6 el 45.2% (SIAP, 2016).

La presentacion del fruto (con o sin pecas en el epicarpio), es una de las
variables que mas influyen en los gustos o preferencias del consumidor al
momento de comprar guayaba (Sangerman et al., 2011), en especial cuando
los frutos presentan mas del 15% de severidad (Flores-Gonzalez et al., 2015).
Este nivel de severidad se presenta principalmente en huertos que se
programan para cosecha de octubre a diciembre, generando menores precios

del producto o la pérdida total de la produccién (Volke et al., 2012).

Los sintomas de esta enfermedad se pueden presentar en frutos préximos a la
madurez fisiolégica y son mas evidentes cuando alcanzan la madurez
comercial. Inicialmente se presentan puntos de color rojizo de 1 mm con el
centro amarillo, posteriormente el centro la lesion adquiere un color café con un
halo de color rosado a purpura de 1 a 3 mm. En ataques severos las pustulas
coalescen llegando a cubrir una porcion mayor del fruto, dando origen a una

lesion irregular con el centro de aspecto corchoso, color café, rodeado por un



bordo purpura (Flores-Gonzalez, 2012), lo que repercute directamente en la

calidad de los frutos impactando en su comercializacion (Volke et al., 2012).

La informacién publicada sobre la etiologia de la peca de la guayaba es aun
escasa Yy los resultados publicados sobre el agente causal han sido
contradictorios, relacionandola como una enfermedad de origen abidtico
(deficiencias o toxicidad de microelementos) (Dominguez, 1993; Nieto, 1996;
Dominguez y Nieto, 1996; Cardoso et al.,, 2008; Cardoso 2010) o biético
(hongos) (Crous, 1999; Gonzalez y Rondon, 2005; Morera y Blanco, 2009;
Jacobs et al., 2014).

En esta investigacion se aborda el tema desde el punto de vista de que los
sintomas de peca son causados por factores biéticos, pues se han encontrado
asociados hongos de la familia Mycosphaerellaceae (Crous, 1999; Jacobs et al.,
2014) y se ha demostrado que la incidencia y severidad se puede reducir por
efecto de aplicaciones de fungicidas (Flores-Gonzalez et al., 2013; Rebollar-
Alviter et al., 2014). Adicionalmente, dada la importancia del estudio espacio-
temporal de las enfermedades para describir, comprender, comparar y predecir
epidemias, ya que puede conducir directamente al desarrollo, evaluacion de
estrategias y tacticas de control eficientes (Madden, 2006), se plantearon los
siguientes objetivos: a) determinar la etiologia de la peca de la guayaba y b)
evaluar el progreso temporal y espacial de la peca de la guayaba en parcelas

comerciales durante dos temporadas de produccion.



1.2. REVISION DE LITERATURA

1.2.1. Producciéon mundial

La guayaba se cultiva comercialmente en muchos paises tropicales y
subtropicales del mundo, siendo India el mayor productor, seguido por Pakistan,
México y Brasil, ademas son paises productores Egipto, Tailandia, Colombia,
Indonesia, Venezuela Sudan, Bangladesh, Cuba, Vietnam, Malasia, Puerto
Rico, Australia y Estados Unidos (Singh, 2011). Segun Yam et al. (2010), la
produccion mundial de guayaba es aproximadamente de 1,2 millones de
toneladas, la India y Pakistan aportan el 50%, México el 25% y el resto lo

aportan Colombia, Egipto y Brasil.

1.2.2. Produccién nacional

En el 2014, la guayaba se cultivd en México en 20,899.00 ha con una
produccién de 302,718.45 t, de las cuales el 45.2% lo aportd el estado de
Michoacan (SIAP, 2016). En Michoacan gran parte de esta superficie se localiza

en la region oriente del estado (Mendoza et al., 2005).

1.2.3. Peca de la guayaba

La presencia de sintomas de peca es una de las variables que mas influyen en
el consumidor nacional al momento de comprar guayaba (Sangerman et al.,
2011). Esta enfermedad es de importancia cuarentenaria para la exportacion a
Estados Unidos (SAGARPA, 2013), en base a una publicacion donde se
encontré asociado a Mycovellosiella psidii en frutos sintométicos (Crous, 1999).
Los sintomas son mas intensos en frutos de huertos que se programan para
cosecha durante octubre a diciembre (Volke et al., 2012). Los dafios y pérdidas
ocasionados por esta enfermedad son considerables. Mendoza et al. (2005),
sefalan que para el 77% de los productores, es el principal problema que afecta
la comercializacion en el Oriente de Michoacan. Flores-Gonzélez et al. (2015)



reportaron que las pérdidas en la region Oriente de Michoacan pueden
ascender hasta 7,350 t, equivalentes a 29.3 millones de pesos al afio.

1.2.3.1. Sintomas. Los sintomas se pueden presentar en frutos proximos a la
madurez fisiolégica y son méas evidentes cuando estos alcanzan la madurez
comercial. Inicialmente se presentan puntos rojizos de 1 mm con el centro
amarillo, posteriormente el centro, la lesion adquiere un color café con un halo
de color rosado a purpura de 1 a 3 mm. En ataques severos las pustulas
coalescen, llegando a cubrir una porcién mayor del fruto dando origen a una
lesion irregular con el centro de aspecto corchoso, color café, rodeado por un
bordo purpura (Flores-Gonzélez, 2012) (Fig. 1). Aunque estos dafios no afectan
directamente el mesocarpo, las lesiones tienen un efecto directo en la calidad

fisica de los frutos cosechados y en consecuencia su comercializacién

(Dominguez y Nieto, 1996; Sangerman et al., 2011).

o »

Fig. 1. Sintomas de peca presentes en Michoacan, México durante 2015 en
frutos de guayaba en diferente etapa fenologica. A, 7 d antes de la madurez
fisiolégica. B, Fruto en madurez comercial con pustulas individuales regulares
con el centro amarillo y un halo rosado de 1 a 3 mm. C, Pustulas con el centro
rojizo rodeado por un halo parpura. D, Fruto maduro con manchas agrupadas
en forma irregular coalescentes. E, Peca en estado inicial caracterizada por un
halo rojizo con el centro amarillo. F, Peca (pustula) con el centro amarillo y
borde rosado. G, Peca con el centro café y borde purpura. H, Manchas
coalescentes que originan una lesion irregular y ligeramente hundida con el
centro corchoso, café y rodeado por un halo puarpura.



1.2.3.2. Origen de la enfermedad. Dominguez y Nieto (1996) indican que la
peca de la guayaba es de origen abidtico, es decir, relacionada principalmente
con deficiencias nutrimentales, pues observaron una relacion inversa entre la
concentracion de Zinc y la severidad de la enfermedad, sin embargo, no
establecieron una relacion cuantitativa entre dichas variables, y el experimento
no fue repetido en diferentes temporadas. Cardoso et al. (2008), en un estudio
de microscopia electronica de barrido, encontraron que en los frutos con peca
existen cambios estructurales a nivel epidermis, pero no encontraron, signos de
algun patdgeno bidtico; sin embargo, mencionan concentraciones diferenciales
en Na, Mg y Ca, que se presentaron en mayor proporcion en los frutos sin peca,
mientras que los frutos con peca muestran mayor contenido de K, Mn, Fe y Cu.
Posteriormente, Cardoso (2010), no logré reducir la incidencia y severidad de
peca con respecto al testigo, con aplicaciones de fertilizantes foliares de tipo
mineral, organico-mineral y fertilizacion en el sistema radicular. El autor
menciona que la fertilizacion solo contribuyé a mantener los niveles
nutrimentales dentro del 6ptimo o superior a la referencia en guayaba, pero no
encontré una reduccion significativa del dafio con la aplicacion de fertilizantes

de origen quimico y organico.

En relacién a factores biéticos asociados a los sintomas de peca, Crous (1999),
examind distintos frutos de guayaba procedentes de México, colectados entre
los afios 1946 y 1969, y encontré asociado al hongo Mycovellosiella psidii en
lesiones circulares de 2 a 3 mm de didmetro rodeadas de un borde obscuro. En
Costa Rica, de sintomas similares, Morera y Blanco (2009) aislaron a
Cylindrocladium spp., pero Gonzéalez y Rondén (2005), y Flores et al. (2009), en
Venezuela, aislaron a Phyllosticta psidiicola (Petrak) Van der Aa, (Tel:
Guignardia psidii), asociada a una enfermedad similar a la peca, conocida como
“la mancha roja”. Dicho hongo lo reportaron Ullasa y Rawal (1984) en la India,
Lin et al. (2003) en Taiwan y Amaral et al. (2006) en Brasil, causando lesiones
hundidas con desarrollo concéntrico en frutos, distintas a la sintomatologia de la
peca. En Sudafrica Jacobs et al. (2014), aislaron e identificaron un complejo de
especies de Mycosphaerella en lesiones circulares con el centro café rodeadas
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de un halo rojizo de 1 a 4 mm, a la que le llamaron “mancha rosada” (Pink spot),
pero no condujeron las pruebas de patogenicidad.

1.2.3.3. Control. Experiencias de los productores indican que las aplicaciones
de fungicidas han reducido significativamente las pérdidas y han aumentado la
calidad de la produccion. Actualmente, en México se encuentran registrados en
el cultivo de guayaba fungicidas para la peca, uno de ellos el azoxystrobin
(Bankit®). La aplicaciéon se realiza principalmente en combinacién o de manera
alternada con otros fungicidas como el clorotalonil, mancozeb, captan,
productos derivados del cobre, benomil, carbendazim (Volke et al., 2012). En
este sentido, Flores-Gonzalez et al. (2013) y Rebollar-Alviter et al. (2014)
indicaron que la incidencia y severidad se redujo significativamente con
aplicaciones en bloques de fungicidas de origen quimico, como azoxistrobin o
pyraclostrobin alternado con captan. Productos biorracionales como fosfito de
potasio y glutatibn-oligosacarinas funcionaron al nivel de los mejores
tratamientos quimicos, pero el costo del manejo basado en estos productos
resulté ligeramente superior a los tratamientos con fungicidas como el
pyraclostrobin alternado con productos de contacto. Estos tratamientos fueron
aplicados de 2 a 3 meses antes de la cosecha en experimentos replicados en

dos arios de estudio.

Los estudios enfocados hacia la determinacion del agente causal, y el
conocimiento de la enfermedad en términos de su comportamiento espacio
temporal son muy escasos, a pesar de la gran influencia que tiene la presencia
de la enfermedad en la comercializacion de la guayaba en el mercado nacional
y de exportacion (Sangerman et al., 2011; SAGARPA, 2013). Generar
informacion de la etiologia y su epidemiologia, permitira disefiar estrategias de

manejo de mas efectivas de menor impacto ambiental.
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CAPITULO I
ETIOLOGIA DE LA PECA DE LA GUAYABA (Psidium guajava L.)

RESUMEN

La peca de la guayaba es una sintomatologia que afecta a frutos limitando su
comercializacion. Esta enfermedad se ha asociado con deficiencias
nutrimentales y factores bidticos como la presencia de hongos. El objetivo de la
presente investigacion fue determinar la etiologia de la enfermedad en el oriente
de Michoacan. Se seleccionaron tres aislamientos para realizar las pruebas de
patogenicidad en frutos del cv Media China, en estado inmaduro y de 2 a 3 cm
de didmetro ecuatorial. Los ensayos se realizaron en condiciones de campo
(estacion lluviosa del 2014 y 2015) e invernadero (octubre a noviembre del
2016). Se asperjé una suspension de micelio fragmentado sobre 45 frutos por
aislamiento, inmediatamente de la inoculacién cada fruto se cubrio por 12 h con
una bolsa de polietileno. Se realizaron de 2 a 7 inoculaciones cada 7 o 15 dias
dependiendo de la rapidez de la maduracion fisiologica de los frutos, Se evalu6
la incidencia y severidad, se realizé un ANOVA vy las pruebas de medias (Tukey
a=0.05) en comparacion con frutos no inoculados. Para identificar y confirmar si
los hongos re-aislados correspondieron a los inoculados, se amplifico la regiéon
ITS con los primers ITS5F/ITS4R y el Factor de Elongacion 1a (TEF) con los
primers EF1-688F/EF1-1521R. La reconstruccion filogenética se realizé con
métodos bayesianos concatenando las secuencias ITS y TEF considerando 10
M de generaciones. Adicionalmente se realiz6 la caracterizaron morfolégica. El
analisis de varianza de la incidencia y severidad de los frutos inoculados indico
gue hubo diferencias significativas respecto al control (frutos no inoculados) en
los dos afios de estudio, confirmando la patogenicidad de los aislamientos en
campo. No se lograron reproducir los sintomas en invernadero. El andlisis
filogenético y morfoldgico, indicé que los hongos reaislados, fueron similares a
los inoculados. Un aislamiento se identific6 como Passalora psidiicola
(=Mycovellosiella psidi) y dos probables nuevas especies de Passalora
(=Mycovellosiella). Estos estudios completan las pruebas de patogenicidad y
reproducen los sintomas de peca de la guayaba en condiciones de campo, lo
qgue permitird continuar con estudios basicos y aplicados para el manejo de la
enfermedad.

Palabras clave. Mycosphaerellaceae, patogenicidad, hongos.
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2.1. INTRODUCCION

La guayaba (Psidium guajava L.) es un frutal originario de Ameérica del Norte y
Sudamérica, ampliamente distribuido en las regiones tropicales de América.
(Nakasone y Paull, 1998). La produccion anual de guayaba es de alrededor de
1.2 millones de toneladas, siendo la India y Pakistan, los principales paises
productores con el 50%, mientras que México produce el 25%, y el resto
Colombia, Egipto y Brasil (Yam et al., 2010). En el 2014, la superficie de
guayaba en México fue de 20,899 ha con una produccion de 302,718.45 t, de
las cuales el 45.2% fue aportado por el estado de Michoacéan (SIAP, 2016).

El desconocimiento del agente causal de esta enfermedad es uno de los
problemas que més afectan la comercializacion internacional (Dominguez y
Nieto, 1996) y nacional de guayaba (Sangerman et al., 2011). Los sintomas de
esta enfermedad se presentan en frutos proximos a la madurez fisioldgica, pero
son mas evidentes cuando los frutos alcanzan la madurez comercial,
inicialmente se presentan halos rojizos de 1 mm con el centro amarillo,
posteriormente el centro la lesion adquiere un color café con un halo de color
rosado a purpura de 1 a 3 mm. En ataques severos las pustulas (manchas)
coalescen llegando a cubrir una porcion mayor del fruto, dando origen a una
lesion irregular con el centro de aspecto corchoso, color café, rodeado por un
bordo puarpura (Flores-Gonzalez, 2012). Aunque estos dafios no afectan
directamente el mesocarpo de los frutos, las lesiones tienen un efecto directo en
la calidad de la cosecha y en consecuencia su mercado (Dominguez y Nieto,
1996; Sangerman et al., 2011).

A pesar de que esta enfermedad se ha registrado desde hace décadas, su
etiologia no esta claramente definida. Dominguez y Nieto (1996) la asociaron
con deficiencias de Cobre, Zinc, Manganeso y Magnesio. Sin embargo,
correcciones de deficiencias de estos elementos, no redujeron
significativamente la intensidad epidémica (Cardoso, 2010). Crous (1999)

examiné muestras de frutos procedentes de México colectados entre 1946 vy

11



1969, y encontro asociados a Mycovellosiella psidii en lesiones circulares de 2 a
3 mm de didmetro rodeadas de un borde obscuro. En Costa Rica, Morera y
Blanco (2009) aislaron, de sintomas similares, a Cylindrocladium spp. Gonzélez
y Rondon, (2005) y Flores et al. (2009) en Venezuela, asociaron sintomas
similares a Phyllosticta psidiicola (Petrak) Van der Aa, (Tel: Guignardia psidii).
Este mismo hongo ha sido reportado por Ullasa y Rawal (1984) en la India, Lin
et al. (2003) en Taiwan, y Amaral et al. (2006) en Brasil causando sintomas
distintos a los relacionados con la peca. En Sudafrica, Jacobs et al. (2014),
aislaron e identificaron de frutos con manchas de color café en el centro
rodeadas por un halo rojizo de 1 a 4 mm, a un complejo de especies de
Mycosphaerella, a la que le llamaron mancha rosada (Pink spot).

Dada la importancia econémica del cultivo (SIAP, 2014), la reduccién en la
calidad de frutos con presencia de sintomas de peca (Sangerman et al., 2012),
y considerando las pérdidas potenciales que puede ocasionar esta enfermedad
(Volke et al., 2012; Flores-Gonzélez et al., 2015) es necesario realizar estudios
para determinar el agente causal de este problema fitosanitario. Bajo la
hipotesis de que los sintomas de peca de la guayaba son causados por una o
mas especies de hongos, ya que se han identificado hongos a esta
sintomatologia (Crous, 1999; Morera y Blanco, 2009; Gonzéalez y Ronddn, 2005;
Flores et al. 2009 y Jacobs et al., 2014) y se ha demostrado que la aplicacién
de fungicidas es efectiva para reducir la incidencia y severidad de peca (Flores-
Gonzalez et al., 2013; Rebollar-Alviter et al., 2014). El objetivo de este trabajo
fue aislar e identificar las especies de hongos asociados a los sintomas de peca
de la guayaba, y determinar si son los agentes causales de la enfermedad en
condiciones de campo e invernadero en Michoacan, México cumpliendo con los

Postulados de Koch.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Aislamiento de hongos de frutos sintomaticos

Se colectaron 10 muestras compuestas de 5 frutos sintométicos cada una. Los
frutos fueron seleccionados de distintos arboles de huertos de la region oriente
de Michoacan durante los meses de septiembre a diciembre del 2013 y 2014.
Las muestras se lavaron con agua corriente y se disectaron de 10 a 15 lesiones
(pustulas) de 1 a 3 mm por muestra; posteriormente se desinfestaron con
hipoclorito de sodio al 1% por 1.5 min, se lavaron tres veces con agua destilada
estéril y se dejaron secar en la campana de flujo laminar por 40 min. El tejido
sintoméatico se colocé en cajas de Petri estériles de 60 x 15 mm con medio papa
dextrosa agar (PDA) (BD Bioxon® New Jersey, USA) y se mantuvieron a
temperatura ambiente en oscuridad continua por 10 dias. Las colonias que
crecieron se transfirieron a PDA adicionado con &cido lactico al 1%, y se
mantuvieron 15 dias en las condiciones antes descritas, para posteriormente

almacenarse a 4°C para su posterior utilizacion.

2.2.2. Identificacion morfolégica

De los aislados obtenidos, se seleccionaron tres, con base en sus
caracteristicas morfologicas (color, forma de la colonia) y en su frecuencia de
aparicion. Estos aislados se usaron para realizar las pruebas de patogenicidad
en campo e invernadero, la caracterizacion morfolégica y la posterior

identificacion molecular.

Para la caracterizacion morfolégica, se colocé un disco de 0.5 cm en el centro
de 5 cajas de Petri (60 x 15 mm) por aislamiento, en medio de cultivo jugo V8
(200 mL de jugo V8 Herdez®, en 800 mL de agua destilada estéril con 0.2 g de
CaCOs y 30 g de Agar) y agar extracto de malta (MEA) (20 g extracto de malta
y 20 g de agar por litro de agua), se sellaron con Parafilm® y se mantuvieron
durante 15 d en una incubadora (Thermo Scientific 1602D, USA) a 25°C bajo

obscuridad continua. Después de este periodo se evalud la coloracion,
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morfologia y el diametro de la colonia, midiendo la longitud del crecimiento en
dos orientaciones, promediando el resultado de las dos lecturas y restando 0.5

cm, correspondientes al tamafio del disco colocado en el centro de caja.

Para promover la formacion de esporas de los aislados, se utilizaron dos
métodos. En el primero se agregd 1 mL de agua destilada estéril a cada caja de
Petri con MEA y V8, con crecimiento micelial de las colonias bajo las
condiciones previamente descritas. Se raspo el crecimiento micelial en ambos
medios con una brocha estéril, se tomaron 20 uL del fragmento de micelio y se
esparcieron uniformemente en una caja de Petri 60 x 15 mm con agar sintético
pobre en nutrientes (SNA) (KH2POa4 1g; KNOs 1 g, MgSO4 7H20 0.5 g, KCI 0.1
g, Sacarosa 0.1 g, litro? de agua) en 5 cajas por aislado (repeticiones) y se

incubaron a 25°C por 5 d en obscuridad continua.

El segundo método consistid en cultivar los aislados en SNA y mantenerlos en
incubadora bajo un foco de luz ultravioleta (8W) continua a 25°C durante 15 d.
Después de este periodo, se cortaron secciones de la colonia de 22 x 22 mm y
se colocaron sobre un portaobjetos; se les adiciond acido lactico para la toma
de fotografias con una camara Infinity 1-2C montada en un microscopio
Olympus BX41 con una magnificacion de 40-100 X y se midieron 100 conidios.
Con base en la distribucion de las mediciones de largo y ancho se reportaron
los valores extremos paréntesis y el rango de las medidas descriptivas del 95%
de los conidios. Las mediciones y morfologia de conidios se compararon con las

claves de Hyde et al. (2013) para anamorfos de Mycosphaerella spp.

2.2.3. Pruebas de patogenicidad

Después de varios ensayos sin lograr reproducir los sintomas caracteristicos de
la peca inoculando micelio y conidios en frutos inmaduros en condiciones de
laboratorio (Resultados no mostrados), se hicieron las inoculaciones en
condiciones de campo en dos parcelas comerciales de guayaba cv. Media
China durante las temporadas 2014 y 2015 e invernadero durante octubre y

noviembre del 2016.
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2.2.3.1 Inoculaciones en campo. En 2014, se selecciond una parcela
comercial en el municipio de Jungapeo, Michoacdn. Se seleccionaron tres
arboles donde inocularon 15 frutos por arbol, inmaduros, asintomaticos y de un
tamafio de 2.5 a 2.8 cm diametro con dos aislamientos obtenidos de frutos
sintométicos durante 2013 (CRM 1 y CRM 2) y un control (agua estéril). Cada
grupo de frutos se inoculd asperjando una suspension de 200 mL de micelio en
agua estéril, adicionado con 0.20 mL de Tween 20 por L. Previamente en el
laboratorio se prepar6 una suspension de micelio con los aislados
seleccionados de 21 dias de crecimiento en PDA, molidos y homogeneizados
en una licuadora durante 1 min. Con el fin de favorecer la alta humedad relativa,
los frutos se cubrieron con una bolsa de polietileno, la cual se removié 12 h
después. En el interior del arbol, estos frutos estuvieron distribuidos al azar y en
la parte media del mismo. Los frutos seleccionados, se reinocularon de 2 a 4
veces cada 7 dias, dependiendo de la rapidez de maduracion.

La inoculacion de los frutos en campo se repitid en la temporada 2015,
agregando al experimento un hongo aislado de frutos sintomaticos durante
2014 (CRM 3), pero ahora en una parcela comercial en el municipio de Juarez,
Michoacan. En este caso, se increment6 el niumero de arboles (repeticiones) a
cinco con un tamafio de muestra de 10 frutos asintomaticos (2.3 a 2.8 cm
diametro) por arbol. Los frutos se inocularon con base en la metodologia del
afo anterior. Ademas del control (agua destilada) se incluy6 otro control al que
se le realizaron 3 aplicaciones del fungicida pyraclostrobin (0.5% producto
comercial Headline®) el cual habia sido eficaz en la reducciéon de la incidencia y
severidad en experimentos previos (Flores-Gonzalez et al., 2013; Rebollar-
Alviter et al. 2014). En este experimento, se realizaron de 3 a 7 inoculaciones
dependiendo de la rapidez de maduraciéon de los frutos. Las 3 primeras
inoculaciones se realizaron cada 7 dias, y las siguientes se realizaron cada 15
dias, debido a que se observo que el desarrollo de los frutos fue mas lento que
el primer afio de inoculaciones. La ultima inoculacion se realizé un mes antes
de que maduraran los frutos mas tardios. Durante el periodo de inoculaciones

en el 2015 se monitoreo la temperatura media (°C), humedad relativa (%), y
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periodos continuos con agua libre diaria (horas) con un Data Logger (Watch
Dog Modelo 450 Spectrum Technologies, Inc.).

Las inoculaciones se realizaron durante los meses de agosto y septiembre el
2014 y de agosto a octubre el 2015, a partir de las 18:00 h, a fin de evitar dafios
a los frutos por altas temperaturas y favorecer la humedad relativa en el interior

de las bolsas.

Los experimentos se establecieron en un disefio de bloques aleatorizados
completos. Se evaluaron cinco tratamientos (hongos aislados CRM 1, CRM 2,
CRM 3, un fungicida y control). La unidad experimental la constituyé el grupo de
frutos inoculados por arbol (10 a 15 frutos).

Las variables evaluadas fueron incidencia (proporcién de frutos enfermos en
relacion al total) y severidad (porcentaje de tejido enfermo en relacion al total),
la cual se determiné con base en una escala arbitraria de 7 categorias donde: 0
fruto sin sintomas, 1 = 0 al 5% de dafio por peca, 2 =5 a 10%, 3 = 10 al 25%, 4
=25a50%,5=50a75%y 6 =75a 100% de area del fruto cubierta por peca
(Flores-Gonzalez, 2012) por cada aislamiento inoculado en comparacion con el
control asperjado con fungicida y el no inoculado. Con fines de analisis se
consideré el porcentaje medio del rango de severidad de cada categoria. Los
datos de incidencia y severidad se sometieron a una prueba de homogeneidad
de varianzas de Levane a fin de cumplir con los supuestos estadisticos.
Posteriormente, se procedi6 a realizar un analisis de varianza (ANOVA) usando
para ello el Proc Glimmix SAS (ver 9.4). Los tratamientos se consideraron como
efectos fijos y los bloques (repeticiones) como aleatorios, ademas se realizd
una prueba se separacion de medias de Tukey (a=0.05). El enfoque anterior,
permitié diferenciar el efecto sobre la incidencia y severidad, debido a los

tratamientos (aislados), de infecciones naturales y del fungicida.

2.2.3.2. Inoculaciones en invernadero. Se establecieron 22 plantas de
guayabo cv. Media China el 31 de julio del 2015 en macetas de 80 L en Morelia,

Michoacan. Dichas plantas se fertilizaron con 200 g Triple 17 por arbol al
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momento del trasplante, la floracién y en la etapa de amarre de frutos. Se
realizaron de 1 a 3 inoculaciones semanales entre octubre y noviembre del
2016, con fragmentos de micelio y conidios de los 3 aislamientos (CRM 1, CRM
2 y CRM 3) y un control con agua destilada, en 40 a 45 frutos por aislamiento

desde los 5 hasta 80 dias antes de la madurez comercial.

2.2.3.3. Reaislamiento. Para confirmar si los sintomas presentados en los
frutos provenian de las inoculaciones artificiales y no por infecciones naturales,
se realizaron aislamientos de 5 frutos inoculados sintoméaticos; de cada muestra
se seleccionaron 15 puntos de peca que se desinfestaron con hipoclorito de
sodio al 1% por 1.5 min, se realizaron 3 lavados con agua destilada estéril y se
dejaron secar en la campana de flujo laminar por 40 min. El tejido sintomatico
se coloco en cajas de Petri estériles de 60 x 15 mm con medio papa dextrosa
agar (PDA) (BD Bioxon® New Jersey, USA) y se mantuvieron a temperatura
ambiente en oscuridad continua por 10 d. De los hongos reaislados se extrajo
DNA, se realizaron las PCR de acuerdo al procedimiento que se indica en el
capitulo 2.2.4. Las secuencias ITS y TEF de los hongos reaislados se
incluyeron en el andlisis filogenetico concatenado con las cepas inoculadas,

ademas de las comparaciones morfolégicas.

2.2.4. ldentificaciéon molecular

2.2.4.1. Extraccién de DNA. La extracciéon de DNA se realiz6 de acuerdo al
protocolo de CTAB al 2% (Tris-HCI 200mM pH 8.0; Na2 EDTA 2H20 20 mM; pH
8.0; CTAB; NaCl 1.4 M) (Doyle y Doyle, 1990) con algunas modificaciones. Se
colocé en un tubo Eppendorf de 2 mL, 1 mL del buffer previamente calentado a
60°C. Con una espéatula se rasp6 el micelio de las cajas de Petri y se coloc6 a
los tubos, se mezclé vigorosamente y se incubdé a 96°C durante 60 min,
mezclando en un agitador Vortex cada 10 min. Después se centrifug6 por 5 min
a 11,500 rpm, posteriormente se recupero el sobrenadante y se colocé en un
nuevo tubo de 2 mL, al que se le agregaron 500 puL de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1 vol/vol), y se mezclé por inversion durante 10 min a

temperatura ambiente, se centrifugd a 11,500 rpm durante 10 min para formar
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la fase acuosa y la fase organica. Se recuper6 el sobrenadante y se colocé en
un nuevo tubo de 2 mL, posteriormente se agregd 700 uL de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1 vol/vol) y se agitd por inversion durante 10 min, se centrifugé
durante 10 min a 11,500 rpm, se recuperé nuevamente el sobrenadante y se
coloco en un tubo nuevo con 950 pL de etanol al 100% previamente enfriado a -
20°C. Se mezcl6 suavemente 10 veces. Para precipitar el DNA, las muestras se
mantuvieron a -20°C por lo menos 2 h. Posteriormente se realiz0 una
centrifugacion durante 30 min a 11,500 rpm, después se elimind el
sobrenadante y se re-suspendio la pastilla en 400 pyL de agua libre de
nucleasas (agua HPLC) y se incubd en el bafio maria a 50°C durante 15 min
para diluir por completo la pastilla de DNA. Para eliminar residuos de
compuestos que puedan afectar el proceso de secuenciacion, se realizd un
lavado adicional con 34 uL de acetato de sodio y 1 mL de etanol al 95% y se
mantuvo a -20°C durante 1 h, posteriormente se centrifugd durante 5 min a
11,500 rpm, se elimind el sobrenadante, se le agregdé 600 uL de isopropanol al
70% y se centrifugé a 11,500 rpm durante 5 min. Nuevamente se eliminé el
sobrenadante y se agreg6 600 pL de isopropanol al 70% y se centrifugd durante
5 min a 11,500 rpm, decantando el sobrenadante. Una vez obtenida la pastilla
de DNA se seco hasta que qued6 completamente deshidratada; posteriormente
se hidrat6é con 50 pL de agua HPLC y se incubd a 80°C durante 10 min en bafio
maria para homogeneizar el DNA. La calidad y la concentracion del DNA se
verificaron por espectrofotometria en un NanoDrop 2000c (Thermo Scientific,
USA). El equipo se calibré con 1.5 pL de agua HPLC, posteriormente se colocé
1.5 uL de las muestras de extraccion. Una vez obtenidas las concentraciones y

las calidades se realiz6 una dilucién a 20 ng/uL de DNA.

2.2.4.2. Amplificacion de genes. Se amplificd la regién correspondiente al
Espacio Transcrito Interno (ITS) del DNA con los primers ITS5 (5-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) e ITS4, (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al., 1990) y la Region del Factor de
Elongacién 1a (TEF) con los primers EF1-688F (5°-
CGGTCACTTGATCTACAAGTGC-3") y EF1-1251R
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(CCTCGAACTCACCAGTACCG-3') (Alves et al., 2008). Las reacciones de PCR
se realizaron en un termociclador C1000 Touch (BIO-RAD, USA) en un volumen
final de 15 pyL por muestra con 7.86 yL de agua HPLC, Reaction Buffer 5X
Colorless Go Tag® Promega Corp. (3 uL), dNTP’s (0.6 pL), Primer F (0.18 L),
Primer R (0.18 pL), Taq DNA polimerasa (0.18 uL) y DNA (3 puL).

Las condiciones de la PCR para la amplificacion del ITS fue una
desnaturalizacion a 95°C por 4 min, alineamiento a 58°C por 1 min, elongacion
a 72°C durante 2 min, seguido de 35 ciclos a 72°C por 10 min cada uno y un
ciclo final a 72°C por 10 min. Para la amplificacion de TEF las condiciones
fueron un ciclo inicial de desnaturalizacién a 94°C durante 1.25 min, seguido de
35 ciclos de 95°C por 35 s, alineamiento a 60°C por 55 s y un ciclo final a 72°C
durante 1.3 min. El producto final de los fragmentos amplificados se verificd en
geles de agarosa al 1.5% tefiido con Gel Red® (Biotium, USA). Las
amplificaciones se purificaron mediante una reaccién enzimatica con EXoSAP-
IT® (Affymetrix, USA), de acuerdo a las especificaciones del fabricante. El

tamafo de los fragmentos esperados para ITS y TEF fue de ~500 pb.

2.2.4.3. Secuenciacién y comparacion de secuencias de DNA. Las
reacciones de secuenciacion de los productos de PCR purificados se realizaron
con el Kit BigDye Terminator v 3.0 (Applied Biosystems, USA), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante en un secuenciador Genetic Analyzer modelo
3130 (Applied Biosystems, USA), utilizando los mismos primers de las

reacciones de PCR.

Las secuencias obtenidas se editaron y se cre6 una secuencia consenso con el
sofware BioEdit version 7.0.5 (Hall, 1999). Estas secuencias se compararon con
las secuencias depositadas en GenBank del National Center for Biotechnology
Information (NCBI).

2.2.4.4. Andlisis filogenético. Se construyd un arbol filogenético con las
secuencias ITS y TEF concatenadas. Para ello se alinearon las secuencias con
el profile MUSCLE (Robert, 2004), incluido en el programa MEGA7 (Tamura et
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al., 2013), incorporando las secuencias descargadas de GenBank de ITS y TEF
de especies de Mycosphaerella y anamorfos que se han reportado en
Mirtaceas, y como grupo externo monofilético cercana al resto de los taxones se
incluyé a Uwebraunia commune. Los niameros de accesion de GenBank de las
secuencias descargadas y de los aislados que se inocularon se muestran en el
Cuadro 1. El analisis Bayesiano se realiz6 con MrBayes v. 3.2.1 (Ronquist et al.,
2012) seleccionando los modelos de mejor ajuste de sustitucion de nucleétidos
seleccionado con jModelTest v. 0.1.1 (Posada, 2008) para cada loci (K80+G y
HKY+G para ITS y TEF, respectivamente) con el Criterio de Informacion de
Akaike (AIC). Las dos secuencias se concatenaron utilizando MESQUITE v.
3.10 (Maddison y Maddison, 2016). El arbol consenso se visualiz6 con el
software FigTree v. 1.4.2 (Rambaut, 2016).
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Cuadro 1. Numeros de accesion en GenBank las secuencias ITS y TEF de los
aislamientos inoculados en campo e invernadero y de especies relacionadas

reportadas en Mirtaceas incluidas en el analisis filogenético.

Mycosphaerellaceae y ) ) Numerc.) de Numer? de )
relacionados Aislamiento accesion accesion Referencia

ITS TEF
Mycosphaerellaceae CRM 1 KX868091 KX868094 En este estudio
Mycosphaerellaceae CRM 2 KX868092 KX868095 En este estudio
Mycosphaerellaceae CRM 3 KX868093 KX868096 En este estudio
Mycosphaerella africana CMW 3026 DQ267577 DQ235098 Hunter et al., 2006
Mycosphaerella aurantia CBS 110500 AY725531 DQ235097 Crous et al., 2004
Mycosphaerella ellipsoidea CBS 110843 AY725545 JX901653 Crous et al., 2004
Mycosphaerella heimii CBS 110682 KF901671 JX500107 Quaedvlieg et al., 2014
Dothistroma septosporum CBS 383.74  KF251303 KF253251 Verkley et al., 2013
Scolecostigmina mangiferae CBS 125467 GU269870 GU384578 Crous et al., 2013
Teratosphaeriaceae sp. CPC 12349 KF901800 KF903110 Quaedvlieg et al., 2014
Passalora dioscoreae CPC 11513 KF251311 KF253258 Verkley et al., 2013
Pallidocercospora acaciigena  CBS 120740 KF901515 KF903106 Quaedvlieg et al., 2014
Pallidocercospora konae CBS 111028 KF901798 KF903140 Quaedvlieg et al., 2014
Mycosphaerella linicola CBS 316.37 KF251460 KF253408 Verkley et al., 2013
Uwebraunia commune CBS 112889 AY725539 JX500111 Crous et al., 2004
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. Aislamiento de hongos

Con la comparacion preliminar en GenBank de las 23 secuencias obtenidas de
frutos con sintomas de peca, usando el ITS (~500 pb) y una secuencia parcial
de TEF (=500 pb) (incluyendo las secuencias de los aislamientos CRM 1, CRM
2 y CRM 3, que fueron seleccionados para las inoculaciones en campo e
invernadero), no fue posible identificar las especies asociadas a la peca de la
guayaba, debido a que las secuencias parciales obtenidas con el gen TEF,
tuvieron una identidad maxima del 88%, y con los primers utilizados en este
estudio se obtuvieron secuencias parciales de TEF de mayor tamafio que las
depositadas en GenBank de referencia (~370 pb), por lo que el porcentaje de
cobertura fue de un 85% maximo. Esto es indicativo que se trate de nuevas
especies 0 que no existen secuencias depositadas similares a estas especies,
aun y cuando se encontraron secuencias parciales del ITS, que tuvieron un 99 o
100% de identidad a Mycosphaerella spp., o algunos de sus géneros
anamorfos, y 100% de cobertura (Cuadro 2). Lo anterior, evidencia que los
aislamientos obtenidos de frutos con peca pertenecen a la familia

Mycosphaerellaceae y la falta de estudios especificos en este patosistema.

Estos resultados coinciden con los reportados por Jacobs et al. (2014) en
Sudafrica, quienes identificaron tres especies de Mycosphaerella, y dos nuevas
especies asociadas a sintomas similares a los de la peca de la guayaba en
México, a la que llamaron la “mancha rosada” (pink spot), pero no completaron

las pruebas de patogenicidad con ninguno de sus aislados.
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Cuadro 2. Resultados del BLAST en GenBank con base en las secuencias parciales de ITS y TEF, de los aislados
obtenidos de frutos con sintomas de peca durante 2013 y 2014 en Michoacéan, México.

Blast con las secuencias del Espacio Transcrito Interno

Blast con las secuencias del Factor de Elongacion

Aislamiento (ITS) (TEF) Cobertura
CRM 12 375/375 (100%) de LT604873 Mycosphaerella sp. 294/347 (85%) de KF253259 Passalora dissiliens 71%
CRM 22 375/375 (100%) de LT604873 Mycosphaerella sp. Similaridad no significante
CRM 32 374/375 (99%) de EU514258 Mycosphaerella mozambica 334/403 (83%) de JX901630 Mycosphaerella pini 81%
480/480 (100%) de GU269822 Pseudocercospora . N
CR3 tibouchinigena Similaridad no significante
CR4 496/497 (99%) de EU514258 Mycosphaerella mozambica 334/403 (83%) de JX901630 Mycosphaerella pini 67%
CRM 44 486/486 (100%) de DQ123604 Mycosphaerella aurantia 334/403 (83%) de JX901630 Mycosphaerella pini 67%
6A 484/484 (100%) de DQ123604 Mycosphaerella aurantia 319/379 (84%) de KF253259 Passalora dissiliens 72%
0 .
CRM 66 509/510 (99%) de KP861965 Dothistroma septosporum 274/314 (87%) de KF253251 Dothistroma 65%
septosporum
RE 8 507/509 (99%) de KF421114 Pseudocercosporella bidentis 294/347 (85%) de KM668878 Passalora sp. 65%
9A 487/487 (100%) de DQ123604 Mycosphaerella aurantia Similaridad no significante
0 .
CRM 11 559/560 (99%) de KR995129 Dothistroma septosporum 272/314 (87%) de KF253251 Dothistroma 59%

septosporum
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CRM 14

CRM 15

16A

22A

28A

32A

36A

60A

63A

64A

70A

73A

572/572 (100%) de KM409653 Mycosphaerella sp.

510/511 (99%) de KP861965 Dothistroma septosporum
496/497 (99%) de EU514258 Mycosphaerella mozambica
573/577 (99%) de KR995129 Dothistroma septosporum
479/482 (99%) de DQ676521 Passalora sp.

503/507 (99%) de KP861965 Dothistroma septosporum
638/644 (99%) de EU707856 Mycosphaerella buckinghamiae

512/514 (99%) de KC149562 Dothistroma pini

482/483 (99%) de GU269822 Pseudocercospora
tibouchinigena

495/497 (99%) de JN19095 Pantospora guazumae
478/482 (99%) de DQ676521 Passalora sp.

571/575 (99%) de EU707856 Mycosphaerella buckinghamiae

320/378 (85%) de KF253259 Passalora dissiliens

314/376 (84%) de KF253259 Passalora dissiliens

294/347 (85%) de KF253259 Passalora dissiliens

329/389 (85%) de KF253250 Dothistroma pini

292/340 (86%) de KM668878 Passalora sp.

323/386 (84%) de KF253250 Dothistroma pini

318/380 (84%) de KF253259 Passalora dissiliens

334/408 (82%) de JX901630 Mycosphaerella pini

264/300 (88%) de JX901653 Mycosphaerella
ellipsoidea

Similaridad no significante

292/338 (86%) de KM668878 Passalora sp.

333/404 (82%) de JX901630 Mycosphaerella pini

2%

80%

85%

80%

83%

73%

64%

85%

62%

64%

69%

a Especies seleccionadas para realizar las pruebas de patogenicidad en campo e invernadero.
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2.3.2. Caracterizacion morfoldgica de aislamientos

El micelio de las colonias de los 3 aislados seleccionados para las
inoculaciones se desarrollé en los medios MEA y V8. Asimismo, la induccion de
esporulacion se logro mediante el método de esparcimiento de fragmentos de
micelio en medio SNA bajo oscuridad continua a 25°C, después de 5 d de
incubacion, para el aislamiento CRM 1. Los aislados CRM 2 y CRM 3, solo
produjeron conidios cuando se cultivaron en SNA y se mantuvieron bajo luz
ultravioleta continua a 25°C durante 15 d. Las caracteristicas de los aislados

son las siguientes:

2.3.2.1. Aislamiento CRM 1. El aislado CRM 1, desarrollé colonias en medio
MEA que crecieron de 21 a 25 mm y en V8 de 15 a 19 mm a 25°C (Figs. 1Ay
B) a los 15 dias, al igual que el reaislado CRM 4 (Figs. 1C y D). En ambos
medios produjeron micelio verde olivaceo aéreo suave, escaso 0 moderado,
blanco grisaceo, margen verde olivaceo, delgado y desigual al igual que el
hongo reaislado. Desarroll6 conidiéforos originados en micelio superficial.
Células conididgenas terminales, monoblasticas y poliblasticas con cicatriz
conidial obscura, engrosada y refractiva (Figs. 2A, B, C y D). Conidios con
proliferacion simpodial, pigmentados, olivaceos, subcilindricos, solitarios, con
longitud y diametro de (7-) 8 a 24.5 (-28) x 1.5 a 3 um; rectos o ligeramente
curvados; constrefiidas en los septos, de 0 a 4 septos, en su mayoria de 1
septo, con cicatrices conidiales obscuras, refractivas, y engrosadas (Fig. 2E). El
hongo re-aislado (CRM 4), no presentd diferencias significativas en sus
mediciones, las cuales fueron de (7-) 9 a 28 (-35) x 1.5 a 3 um, y conidios de
hasta 4 septos, con las mismas caracteristicas morfolégicas que el aislado
inoculado (Figs. 3A, B, C y D). Estas caracteristicas correspondieron al género
Passalora psidiicola (=Mycovellosiella psidii), con base en las caracteristicas
citadas por Crous y Braun (2003) y Braun et al. (2013) y confirmado
tentativamente por el Dr. Uwe Braun de la Martin Luther University, Institute of

Biology (Comunicacion personal).
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Fig. 1. Desarrollo de colonias durante 15 d en cajas de Petri de 60 mm en
obscuridad a 25°C del aislamiento inoculado A, CRM 1 en agar extracto de
malta y en B, jugo V8 con agar. C, Aislamiento reaislado CRM 4; en agar
extracto de malta y D, jugo V8 con agar, en Michoacan, México durante el afio
2016.

Fig. 2. Aislamiento CRM 1 inoculado. A, Hifa superficial con conidi6foro solitario
que da lugar a un conidio. B, Conidiéforo septado con 2 conidios y con cicatriz
conidial obscura en el centro (Flecha). C, Conidiéforo septado, con cicatriz en
célula conididbgena, obscura, refractiva y engrosada con 3 conidios. D,
Conidiéforo sin septos con cicatrices engrosadas y obscuras al centro (Flecha)
y dos conidios unidos. E, Conidios en medio SNA. Escala de barras = 10 um en
A B, C,Dy=5umenkE.
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Fig. 3. A, Estructuras fungosas del aislamiento CRM 4 aislado de frutos
inoculados. A, Conidiéforo septado solitario que da lugar a un conidio. B,
Conidioforo que da lugar a 2 conidios. C, Conidiéforo con 3 conidios. D,
Conidios en medio SNA. Escala de barras =10 pmen A, B, Cy =5 um en D.

2.3.2.2. Aislamiento CRM 2. Colonias del aislamiento CRM 2 crecieron 20 a 25
mm en MEA y 15 a 20 mm en V8 de manera similar crecidé cuando se reaislé de
los frutos inoculados. En ambos medios produjeron micelio verde olivaceo;
micelio aéreo suave muy abundante, blanco grisaceo, rodeado por un margen
verde olivaceo, delgado y desigual (Figs. 4A, B, C y D). En ambos aislamientos
los conidiéforos se desarrollaron en micelio superficial y dieron lugar a células
conididgenas, monoblasticas y poliblasticas, con cicatrices integradas,
terminales, engrosadas y oscuras (Figs. 5A, B y 6A, B y C). Conidios solitarios,
proliferacion simpodial, truncados en la base, sub-hialinos a pigmentados,
subcilindricos, de 0 a 1 septo, en su mayoria de 0, rectos y algunos deformes o
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curvados con un largo y ancho de (5-) 5.5 a 13 (-14) x 1.5 a 3 en el aislamiento
CRM 2 y de (4.5-) 5.5 a 13 (-15.5) x 1.5 a 3 cuando se reaislo de los frutos
inoculados CRM 5 (Figs. 5C y 6D). Estas caracteristicas correspondieron al
género Passalora sp. (=Mycovellosiella), con base en las caracteristicas citadas
por Crous y Braun (2003) y Braun et al. (2013) y confirmado tentativamente por
el Dr. Uwe Braun de la Martin Luther University, Institute of Biology

(Comunicacion personal).

A B

Fig. 4. Desarrollo de colonias durante 15 d en cajas de Petri de 60 mm en
obscuridad a 25°C del aislamiento inoculado A, CRM 2 en agar extracto de
malta y en B, en jugo V8 agar. C, Aislamiento reaislado CRM 5; en agar
extracto de malta y D, en jugo V8 agar, en Michoacan, México durante el afio
2016.
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Fig. 5. Aislamiento inoculado CRM 2 con A, Conidi6foros sobre micelio
superficial que dan lugar a varios conidios. B, Células conidibgenas con
cicatrices refractivas, obscuras y engrosadas (Flechas). C, Conidios. Escala de
barras=10umen AyBy =5 pumen C.

Fig. 6. Aislamiento reaislado CRM 5 con A, Conidio sobre micelio superficial y
conidioforos sobre micelio superficial que dan lugar a varios conidios. B,
Conidiéforo con células conidiégenas poliblasticas. C, Conidio pigmentado
sobre micelio superficial. D, Conidios. Escala de barras =10 umen A,y By =5

pmen CyD.
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2.3.2.3. Aislamiento CRM 3. Colonias del aislamiento CRM 3 crecieron de 19 a
24 mm en MEA y 20 a 23 mm en V8, igual a las reaisladas después de la
inoculacion en un periodo de 15 d a 25°C. En ambos medios produjeron micelio
verde olivaceo; micelio aéreo suave abundante, blanco grisaceo, rodeado por
un margen verde olivaceo, delgado y desigual (Figs. 7A, B, C y D). En ambos
aislamientos los conidioforos se desarrollaron en micelio superficial y dieron
lugar a células conidiégenas monoblasticas y poliblasticas (Figs. 8A, B, 9A y B).
Conidios rectos o curvados, solitarios, o raramente en cadenas cortas,
truncados en la base, sub-hialinos a pigmentados, subcilindricos, de 0 a 1
septo, en su mayoria de 0, con cicatrices engrosadas y oscuras (Figs. 8C y 9C)
y con un largo y ancho de (5.5-) 7 a 14 (-16.5) x 1.5 a 2.5 para aislamiento
inoculado CRM 3 y de (5-) 5.5 a 15 (-16) x 1.5 a 2.5 para su reislado después
de la inoculacion en campo (Fig. 9C). Estas caracteristicas correspondieron al
género Passalora sp. (=Mycovellosiella), con base en las caracteristicas citadas
por Crous y Braun (2003) y Braun et al. (2013) y confirmado tentativamente por

el Dr. Uwe Braun (Comunicacién personal).

A B
Cc

Fig. 7. Desarrollo de colonias durante 15 d en cajas de Petri de 60 mm en
obscuridad a 25°C del aislamiento inoculado A, CRM 3 en agar extracto de
malta y en B, jugo V8 agar. C, Aislamiento reaislado CRM 6; en agar extracto
de malta y D, jugo V8 agar, en Michoacan, México durante el afio 2016.
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Fig. 8. Aislamiento inoculado CRM 3 con A, Conidi6foros sobre micelio
superficial con conidios de 0 a 1 septo. B, Conidiéforo con células conidiégenas
poliblasticas. C, Conidios. Escala de barras =10 pumen Ay By =5 umen C.

Fig. 9. Aislamiento reaislados CRM 6 con A, Conidiéforos sobre micelio
superficial con conidios solitarios de 0 y 1 septo. B, Conidiéforo con células
conididgenas poliblasticas y cicatriz engrosada y oscura (Flecha). C, Conidios.
Escala de barras=10umen AyBy =5 pumen C.

2.3.3. Pruebas de patogenicidad en campo

En la primera temporada de inoculaciones (2014), el analisis estadistico de la
incidencia y severidad indicé que hubo diferencias significativas entre los
aislados inoculados (CRM 1 y CRM 2) y el control (no inoculado). Los frutos
inoculados con los aislamientos tuvieron significativamente mayor incidencia (F
= 6.50, P < 0.03) y severidad (F = 5.64, P < 0.004) que los frutos no inoculados
(Figs. 10A y B). En este primer afio los sintomas se presentaron en los frutos
mas precoces a partir de los 21 dias después de la primera inoculacién, por
efecto de tres inoculaciones semanales con los aislamientos CRM 1, CRM 2 y
el control. Los sintomas continuaron presentandose en los frutos mas tardios
gue maduraron hasta 32 dias después de la primera inoculacion bajo el efecto

de 4 inoculaciones semanales. Estos sintomas consistieron en pustulas o
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manchas de 1 a 3 mm, con el centro café o rojizo, rodeadas por un bordo
purpura o rosado, que frecuentemente se juntaron para formar una lesion

irregular mas grande.

De manera similar, en las inoculaciones de la temporada 2015, las tres
especies inoculadas (CRM 1, CRM 2 y CRM 3) produjeron los sintomas
caracteristicos de la peca de la guayaba, con diferencias significativas en
incidencia (F = 6.14, P < 0.02) y severidad (F = 10.52, P < 0.001) con el control
no inoculado y el tratamiento con fungicida (Figs. 10B y C). En los frutos
inoculados con los aislamientos, los sintomas se presentaron a los 27 dias
después de la primera inoculacion, por efecto de tres inoculaciones semanales,
mientras que en el control los primeros sintomas se presentaron hasta 85 dias

después de que iniciaron las inoculaciones en los frutos.

Estos sintomas consistieron en pustulas de 1 a 3 mm, con el centro café,
rodeadas por un borde purpura, que rara vez se juntaron para formar una lesion
irregular mas grande (Fig. 11). Presumiblemente los sintomas en los frutos no
inoculados provienen de las infecciones naturales que se presentan
principalmente durante los meses de octubre a diciembre, en ambas zonas de
estudio (Volke et al., 2012; Flores-Gonzalez et al., 2015).
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Fig. 11. Sintomas de peca inducidos con las inoculaciones en campo en el
huerto de Juérez durante 2015 con los aislamientos de hongos obtenidos de
sintomas de peca; A, CRM 1. B, CRM 2. C, CRM 3. D, Control con agua
destilada estéril. E, Control tratado con el fungicida pyraclostrobin.
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El estudio de las pruebas de patogenicidad también permitié evidenciar que los
primeros sintomas de la enfermedad se presentaron después de 21 a 27 dias
de la primera inoculacién. En contraste, en el control no inoculado, los pocos
frutos que mostraron sintomas (infecciones naturales), aparecieron 85 dias
después de iniciado el experimento de inoculacion el segundo afio (frutos de
aproximadamente 2.5 a 2.8 cm de didmetro. Posterior a estas inoculaciones
artificiales fue evidente una mayor incidencia y severidad y mas temprana
aparicion de sintomas con las 3 especies inoculadas en comparacién con el
control no inoculado. El andlisis estadistico, en los datos de incidencia y
severidad en los dos afios de estudios indicé que el efecto la intensidad
(incidencia y severidad) en los frutos inoculados, es producto de la infeccién de

los aislados inoculados y no por azar, o infeccién natural (control).

En relacion a las condiciones ambientales que se presentaron durante la etapa
de inoculaciones y aparicion de sintomas en el huerto de Juarez durante 2015,
la temperatura media diaria oscilo entre 17 y 21°C y la humedad relativa diaria
se mantuvo entre 33 y 64%. Estas condiciones fueron favorables para que se
presentaran periodos de 1 hasta 18 h diarias con formacién de agua libre en la
superficie de los frutos, durante la mayoria de los dias del periodo de
inoculaciones (09/08/2015 al 25/10/2015) y apariciéon de sintomas (06/09/2015
al 22/11/2015) (Fig. 12).
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Fig. 12. Temperatura media, horas con agua libre y humedad relativa diaria,
presentada en el 2015 en el huerto de Juarez durante la etapa de inoculaciones
y aparicion de sintomas en campo.

2.3.4. Pruebas de patogenicidad en invernadero

No se lograron reproducir los sintomas de peca de la guayaba en frutos
mantenidos en macetas dentro de invernadero con la inoculaciéon de los

aislamientos CRM 1, CRM 2 y CRM 3, bajo las condiciones antes descritas.

Ante la escasa informacién relacionada con la epidemiologia de la enfermedad,
podria suponerse que en la reproduccién de los sintomas por inoculacion
artificial en campo el medio ambiente desempefié un papel sustancial, ya que la
germinacion de conidios de la mayoria de los hongos patdgenos, solo se
produce por encima de un cierto nivel de humedad relativa (alto) o en presencia
de humedad en la planta superficie (Albajes et al., 1999). Park (1988), indica
gue en el caso de Mycosphaerella spp. aislada de eucalipto la presencia de

agua libre sobre la superficie foliar durante 5 a 7 d y temperaturas de 15 a 20°C
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son las mas favorables para la infeccion. Mientras que Park et al. (2016),
mantuvieron 48 h de humedad relativa al 100% y temperaturas de 26 a 32°C
para lograr infectar con Passalora ampelopsidis, hojas de la planta de ornato
Parthenocissus quinquefolia en condiciones de invernadero. En nuestro caso en
los estudios conducidos en el invernadero el periodo de humedad relativa al
100% fue de 12 h, pero no se prob6 mas alla de este tiempo por las dificultades

de mantener los arboles en el interior de una camara hiumeda.

En condiciones de campo, la presencia de rocio y agua libre durante los
periodos de inoculacion son factores que favorecen la infeccién de la mayoria
de hongos (Albajes et al.,, 1999). Ademas, las condiciones prevalecientes
posteriores a la remocion de las bolsas de polietileno, época que coincide con el
periodo de lluvia en la zona de estudio. Al respecto, es necesario conocer con
mayor profundidad las condiciones ambientales que favorecen esta enfermedad
y conducir estudios especificos en condiciones controladas para encontrar los

pardmetros especificos que favorecen la infeccion de los frutos.

2.3.5. Identificacion molecular de aislamientos inoculados y sus hongos

reaislados

Los resultados del BLAST de las secuencias ITS (~500 pb) y TEF (~500 pb)
obtenidas en este estudio de los aislados inoculados y reaislados de frutos
inoculados y comparadas con las depositadas en GenBank, indicaron que las 3
especies inoculadas fueron distintas entre ellas y que el hongo recuperado de
los frutos inoculados correspondid al mismo que se inocul6. De acuerdo a estos
estudios, se confirman los resultados obtenidos en los estudios de morfologia
indicando que los aislados inoculados pertenecen a la familia
Mycosphaerellaceae, sin que se hayan encontrado secuencias en GenBank con
el 100% de méaxima identidad usando la region del ITS y secuencias parciales
del gen TEF. Las secuencias parciales de la region del ITS tuvieron un 99 o
100% de identidad con Mycosphaerella o algunos de sus anamorfos y 100% de

cobertura, mientras que con las secuencias parciales obtenidas con el gen TEF,
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85%
significativamente similares a las depositadas en GenBank. Adicionalmente con

la identidad méaxima fue del y algunas secuencias no fueron
los primers utilizados en este estudio se obtuvieron secuencias parciales de
TEF con un mayor numero de pares bases que las depositadas en GenBank de
referencia (~370 pb), por lo que la cobertura méaxima fue del 83% por el gen
parcial TEF (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resultados del BLAST de las especies inoculadas y aisladas de
frutos inoculados con las secuencias parciales de ITS y TEF.

Resultado del Blast con

Resultado del Blast con

Aislamiento TS TEE Cobertura
375/375 (100%) de
294/347 (85%) de KF253259
a 0,
CRM 1 IS_;'604873 Mycosphaerella Passalora dissiliens 71%
375/375 (100%) de
CRM 22 LT604873 Mycosphaerella Similaridad no significante
sp.
374/375 (99%) de o
CRM 32 EU514258 Mycosphaerella So+/403 (83%) de JX901630 81%
: Mycosphaerella pini
mozambica
375/375 (100%) de
b 294/347 (85%) de KF253259 o
CRM 4 IS_;'604873 Mycosphaerella Passalora dissiliens 66%
375/375 (100%) de
CRM 5¢ LT604873 Mycosphaerella Similaridad no significante
sp.
374/375 (99%) de 0
CRM 6¢ EU514258 Mycosphaerella  Soo/ 402 (83%) de JX901630 83%

mozambica

Mycosphaerella pini

4 Especies inoculadas en frutos en campo e invernadero.
b Re-aislado de frutos inoculados con el aislado CRM 1.
¢ Re-aislado de frutos inoculados con el aislado CRM 2.
d Re-aislado de frutos inoculados con el aislado CRM 3.

2.3.6. Inferencia filogenética

Ademas de los estudios morfologicos de los aislados inoculados y reaislados de

los frutos inoculados inoculaciones en campo, el analisis filogenético
concatenado de las secuencias ITS y TEF indic6 que las tres especies
reaisladas correspondieron a las especies inoculadas, como se observa en la
formacion de los clados. De acuerdo a este analisis, CRM 1 se agrup0 con

CRM 4, CRM 2 con CRM 5, y CRM 3 con CRM 6, es decir, cada hongo
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inoculado con su reaislado, lo que refuerza aun mas los resultados obtenidos en
el andlisis estadistico de los datos de incidencia y severidad de los frutos

inoculados en campo.

Los resultados anteriores, incluyendo la descripcion morfolégica previamente
realizada, y las pruebas de patogenicidad de los 3 aislados indican que la peca
de la guayaba es causada en Michoacan, México, por Passalora psidiicola
(=Mycovellosiella psidii), y dos probables nuevas especies o0 especies no
reportadas de Passalora de acuerdo al andlisis filogenético (Fig. 13) ubicadas
dentro de la familia Mycosphaerellaceae. Adicionalmente, como se observa en
otro clado, las especies mas cercanas a las de este estudio fueron
Mycosphaerella ellipsoidea CBS 110843, Mycosphaerella aurantia CBS 110500
y Mycosphaerella africana CMW 3026 (PP = 1). En otro subgrupo
independiente se encontraron especies cercanas a las reportadas en Sudafrica
por Jacobs et al. (2014), aisladas de sintomas similares a los de la peca de la
guayaba, entre ellas a Mycosphaerella heimi CBS 110110682 vy
Pallidocercospora acacigena, CBS 120740 formando clados independientes con
Pallidocercospora konae CBS 111028 (PP = 1), distantes a las de las especies

obtenidas en este estudio.
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0.97 —— Passalora dioscoreae CPC 11513

L— Mycosphaerella linicola CBS 316.37

—— Dothistroma septosporum CBS 383.74
Mycosphaerella ellipsoidea CBS 110843

- : Mycosphaerella aurantia CBS 110500

Mycosphaerella africana CMW 3026

1 L{Passalora sp. CRM 6
Passalora sp. CRM 3

Passalora sp. CRM 5

Probables
nuevas
especies

4
Passalora sp. CRM 2

[EnY

Passalora psidiicola CRM 4
‘{Passalora psidiicola CRM 1
0.87  Mycosphaerella heimii CBS 110110682

1 Pallidocercospora acaciigena CBS 120740
1 Pallidocercospora konae CBS 111028

Scolecostigmina mangiferae CBS 125467

Teratosphaeriaceae sp. CPC 12349

Uwebraunia commune

IT Sustituciones por base

Fig. 13. Arbol filogenetico concatenado del alineamiento de las secuencias del
Espacio Transcrito Interno (ITS) del DNA y el Factor de Elongacién l-alpha
(TEF) de las especies inoculadas (en letras azules) y reaisladas (en negritas)
(CRM 1y CRM 4;, CRM 2 y CRM 5, CRM 3 y CRM 6 respectivamente),
comparadas con secuencias de especies de Mycosphaerella y anamorfos
reportados en Mirtdceas. Valores de Probabilidad Posterior en base a
10,000,000 generaciones, se muestran en los nodos. Como especie fuera de
grupo se incluy6 a Uwebraunia commune CBS 112889.

En conclusion, los aislados inoculados en campo, reaislados y caracterizados
morfolégicamente, correspondieron con las caracteristicas reportadas para el
género Passalora (sin. Mycovellosiella), con base en Crous y Braun (2003),
Hyde et al. (2013) y Braun et al. (2013). Las secuencias ITS y TEF, y las
caracteristicas morfoldgicas del aislamiento CRM 1 son de la especie Passalora
psidiicola (=Mycovellosiella psidii) de acuerdo con Dr. Uwe Braun de la Martin
Luther University, Institute of Biology. Sin embargo, debido a los arreglos

taxondmicos del género, es probable que haya cambios en el nombre actual de
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esta especie. Lo anterior, debido a que el género Passalora, se encuentra
actualmente en revisibn y proximamente sera publicado el documento que
consigna las especies y la descripcion correspondiente (Dr. Braun,

comunicaciéon personal).

Passalora es el hombre mas antiguo de las formas asexuales de un complejo
de cercosporoides asociados con el género Mycosphaerella caracterizado por
tener conidiéforos y conidios pigmentados con células conidiales engrosadas y
oscuras Hyde et al., 2013). Crous y Braun (2003) reevaluaron a este complejo y
llegaron a la conclusién que el género Mycovellosiella y otros cercosporoides
mas, debian fusionarse bajo el nombre mas antiguo de Passalora. Hernandez-
Gutiérrez y Dianese (2009) dividieron en secciones al género Passalora s. lat.,
con base a diferencias morfologicas y propusieron que los hongos clasificados
dentro de la seccion Mycovellosiella deberian desarrollar micelio superficial,
liso; conidi6foros solitarios, derivados de hifas superficiales o solitarios, asi
como fasciculadas; conidios solitarios o en cadena, variables en forma, sin
septos o pluriseptados, subhialinos o pigmentados. Esta nueva clasificacion
incluye a la especie Mycovellosiella psidii, reportada por Crous (1999), asociada
a frutos con peca de la guayaba en México, la cual es actualmente sin6nimo de
Passalora psidiicola (Crous y Braun, 2003). La filogenia del género Passalora
es compleja y no se ha resuelto por completo, este género ha tenido una serie
de cambios taxondmicos (Braun et al.,, 2013). Y, se ha visto que algunas
especies de Mycovellosiella no tienen relacion filogenética con especies dentro
Passalora, pero hacer una revalorizacion o division adicional de Passalora no
es posible con los datos disponibles actualmente, por lo tanto, al menos por el
momento debe aceptarse que es un género que puede ser para — o incluso
polifilético (Crous et al., 2009; Hyde et al., 2013; Braun et al., 2013).

Ante la falta de secuencias que nos permitieran comparar las obtenidas en este
estudio con Passalora psidiicola, la descripcion morfolégica de los 3 aislados
gue se usaron para completar las pruebas de patogenicidad reafirma que el

aislado CRM 1, es similar a P. psidiicola en cuanto al numero de septos (0-3) y
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conidios de (8-)12 a 20(-30) x 2 a 3 pum (Crous, 1999). Mientras que las
caracteristicas de los aislamientos CRM 2 y CRM 3 no estuvieron dentro de
este rango, pero si dentro del género Passalora.

Estos resultados contribuiran al disefio planeado de estrategias de manejo de
esta enfermedad en México y en otras regiones del mundo, en los cuales esta
enfermedad es de importancia, y a la mejora de las exportaciones de la
guayaba en este pais. A partir de estos resultados, se podran iniciar estudios
tendientes a generar conocimiento de la epidemiologia de enfermedad, y disefio
de estrategias de manejo mas efectivas, asi como estudios béasicos con
diferentes propositos para el beneficio de los productores de guayaba de

México y otros paises productores donde esta enfermedad es un problema.
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2.4. CONCLUSIONES

Las especies de hongos obtenidos de frutos con peca pertenecen a la familia

Mycosphaerellaceae. Algunos de ellos pudieran representar nuevas especies.

En este estudio se descubriod la etiologia y se evidencia por primera vez que la
peca de la guayaba es causada por Passalora psidiicola (Sin6bnimo de
Mycovellosiella psidii)) y dos probables nuevas especies de Passalora,

enfermedad que por décadas se asocio a deficiencias nutrimentales en México.

Passalora psidiicola, Unicamente desarrollé conidios después de 5 dias, cuando
se esparcieron 20 uL, de fragmentos de micelio en medio SNA, obtenidos por
raspado de colonias de 15 dias de crecimiento en medio V8 o MEA, bajo un
régimen de obscuridad continua a 25°C. Mientras que las dos probables nuevas
especies solo produjeron conidios cuando se cultivaron en SNA bajo luz

ultravioleta continua a 25°C después de 15 dias.
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CAPITULO Ill. ANALISIS ESPACIO-TEMPORAL DE LA PECA
(Passalora psidiicola) EN PARCELAS COMERCIALES DE
GUAYABA EN EL ORIENTE DE MICHOACAN

RESUMEN

La peca de la guayaba es una enfermedad que por mucho tiempo se
desconocio su etiologia. Debido a que recientemente se reporté un complejo de
especies de Passalora como agentes causales, no se han realizado analisis
que describan el progreso de esta enfermedad. Por tal motivo se realizé la
presente investigacion con los objetivos de analizar el progreso espacio-
temporal de la peca de la guayaba en huertos del municipio de Juarez,
Michoacan durante las temporadas 2015-2016 y 2016-2017. Se evalud la
incidencia y severidad en 25 arboles cada 7 a 20 dias, tomando una muestra de
25 a 40 frutos en cada evaluacion. Para determinar el mejor modelo los datos
obtenidos se ajustaron a los modelos Logistico, Monomolecular y Gompertz en
su forma linearizada. Se determind el patron de agregacion a nivel muestral
(arbol) mediante indices de agregacion (la), y el andlisis espacial en base a
indices de distancia mediante la herramienta SADIE. Los datos de clima se
registraron en Data Logger instalado en cada uno de los huertos. La
enfermedad se ajustdé a principalmente al modelo Monomolecular (R?2 = 0.94 y
0.92). Este modelo se ha utilizado para describir enfermedades monociclicas. A
nivel de arbol la enfermedad se present6 en agregados y a nivel parcela se
comportd al azar en las primeras evaluaciones y posteriormente se formaron
agregados. Lo que sugiere que no existe transmision de arbol a arbol. Previo a
la aparicion de sintomas se registraron periodos continuos y frecuentes de
horas con humedad relativa mayor a 80%, estos periodos disminuyeron
considerablemente cuando aparecieron los sintomas. La presencia de sintomas
de peca se asocié con temperaturas medias diarias menores a 20°C.

Palabras clave: Passalora, epidemiologia, SADIE.
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3.1. INTRODUCCION

En México la guayaba (Psidium guajava L.) es de gran importancia debido a
que el pais se ubica dentro de los principales productores a nivel mundial con
una superficie cultivada de 20,899.00 ha y una produccion de 302,718.45 t
anuales, de las cuales el 45.2% es aportado por el estado de Michoacan de
acuerdo con datos del 2014 reportados por el SIAP (2016). Ademas de su
consumo en freso, este fruto tiene diversos usos industriales como para la
elaboracion de pectinas, aceites con sus semillas, pulpas, puré, polvo para
reconstituir como néctar, mermeladas, jaleas, dulces y también existe demanda

en la industria de alimentos para bebés (Yam et al., 2010).

La peca de la guayaba es una de las caracteristicas que mas influyen en los
gustos o preferencias del consumidor (Sangerman et al., 2011), ya que esta
enfermedad puede reducir considerablemente el precio de venta cuando los
sintomas coalescen llegando a cubrir una porcion mayor al 10% del fruto, dando
origen a una lesion irregular con el centro de aspecto corchoso (Flores-
Gonzalez, 2012). Aunque estos dafios no afectan directamente el interior de los
frutos, las lesiones tienen un efecto directo en la calidad de la cosecha, ya que
cuando la intensidad es mayor da lugar a menores precios del producto o la
pérdida total de la produccion (Volke et al., 2012). Los dafios y pérdidas por la
peca son considerables. Mendoza et al. (2005) sefala que para el 77% de los
productores de guayaba en el oriente de Michoacan la peca es el principal
problema que interfiere con la comercializacion de la produccion, y por lo tanto
en el precio. Flores-Gonzélez et al. (2015) reportaron que las pérdidas en la
Region Oriente de Michoacan pueden ascender hasta 7,350 toneladas,

equivalentes a 29.3 millones de pesos al afo.

La peca de la guayaba es causada por Passalora psidiicola y otras especies del
género Passalora (Sin. Mycovellosiella), pertenecientes a la familia
Mycosphaerellaceae (Capitulo II). Diversas especies de hongos de esta familia

se han reportado asociadas a diversas enfermedades en Mirtaceas (Crous,
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1998, 1999; Burgess et al., 2007; Crous et. al., 2007a, b, ¢, 2008a, b, 2009;
Flores et al., por publicar), y el desarrollo epidemiolégico de algunas de estas
especies en Eucalyptus spp., ha sido bien estudiado (Park 1988 a, b; Park y
Keane, 1982 a, b). En el género Psidium, no se han realizado estudios en el
componente del progreso espacio-temporal de estas enfermedades con la
finalidad de conocer los aspectos epidemioldégicos de la enfermedad.
Actualmente, el manejo se basa en aplicaciones de fungicidas e inductores de
resistencia como pyraclostrobin, azoxistrobin, captan, mancozeb, clorotalonil,
fosfito de potasio, glutation-oligosacarinas, Bacillus subtilis cada 10 a 15 d a
partir de 3 meses antes de que los frutos alcancen la madurez comercial en
huertos que se programan para cosecha durante noviembre y diciembre, sin
gue se cuenten con conocimientos previos de la epidemiologia de esta
enfermedad, lo cual tiene un impacto negativo sobre el medio ambiente y la
economia del productor (Flores-Gonzalez et al., 2013; Rebollar-Alviter et al.,
2014). El estudio de la dinamica espacio-temporal de las enfermedades, es
importante para describir, comprender, comparar y predecir epidemias y
también puede conducir directamente al desarrollo, evaluacion de estrategias y
tacticas de control eficientes (Madden, 2006). La asociacion de la peca de la
guayaba con hongos como agentes causales es reciente, por o que no se
conocen los aspectos epidemiolégicos que contribuyan a un disefio de
estrategias de manejo mas sustentado. El objetivo de este estudio fue
determinar el progreso temporal y espacial de la peca de la guayaba en huertos
comerciales de la regién Oriente de Michoacan en las temporadas 2015-2016 y
2016-2017.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Localizacién de los experimentos

El estudio se realiz6 durante la temporada de produccion de 2015-2016,
(temporada 1) (agosto-enero), en una plantacién comercial de guayaba (cv.
Media China) de 22 afios, localizada en la localidad de Zicata de Morelos,
Municipio de Juarez, Michoacan, México (19°19'42.45"N y 100°23'48.50"0) a
una altitud de 1560 msnm. La fecha de poda fue el 16 de abril del 2015 y la
ltima aplicacién de fungicidas se realiz6 141 d antes del inicio de la epidemia.
Una segunda parcela se establecio en la temporada 2016-2017 (temporada 2)
(octubre-diciembre), en un huerto del mismo cultivar de 18 afios, localizada en
la localidad de Santa Ana de Guerrero, del mismo municipio, en las
coordenadas 19°17'16.92"N y 100°26'25.41"0 y una altitud de 1300 msnm. La
fecha de poda fue el 26 de abril del 2016 y la ultima aplicacion de fungicidas fue

realizada 28 d antes del inicio de la epidemia.

Al inicio del experimento de la temporada 1, el huerto se encontraba en etapa
final de floracion, y, en la temporada 2, los frutos se encontraban en etapa de
desarrollo (2.5 a 5.0 cm de didmetro ecuatorial). En ambos huertos se
seleccionaron 25 arboles en un arreglo de 5 surcos por 5 arboles (6 x 6m) (la
unidad de muestreo fue un arbol). Los surcos (filas) estuvieron orientados de
noroeste a suroeste en la temporada 1 y norte a sur en la temporada 2. En
estos huertos no se realiz6 ninguna aplicacion de fungicidas desde el momento

del establecimiento de los experimentos, hasta la Ultima toma de datos.

El manejo agronémico en ambos huertos dado por parte del productor en cada
huerto fue bueno, incluyendo 2 aplicaciones de Sulfato de amonio, Superfosfato
de calcio triple, Urea, Sulfato de calcio, Cloruro de potasio y Fosfato diamonico
como fuentes, control de plagas con productos quimicos y control mecanico de

malezas.
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3.2.2. Evaluacién de la enfermedad

Se realizaron evaluaciones cada 7 a 20 dias de la incidencia (proporcién de
frutos con sintomas en relacion al total muestreado por arbol) y severidad
(porcentaje de tejido enfermo en relacion al total), con base en una escala
arbitraria de 7 categorias donde: O fruto sin sintomas de peca, 1 =0 al 5% ,2 =
5a10%, 3=10al 25%, 4 =25 a50%,5=50a 75%y 6 =75 a 100% de area
del fruto cubierta por peca (Flores-Gonzalez, 2012). El punto medio de cada
categoria fue considerado en todos los andlisis. En virtud de que la peca se
evidencia principalmente en frutos maduros, las evaluaciones se realizaron solo
en frutos en estado de madurez comercial del estrato medio y superior del arbol
tomando una muestra al azar de 25 a 30 frutos en la temporada 1 y de 25 a 40
frutos en la temporada 2 por arbol entre los cuatro puntos cardinales en cada
evaluacion, dependiendo del numero de frutos maduros en cada evaluacion.
Los frutos se removieron del arbol después de cada evaluacion y se realizaron

6 evaluaciones en la temporada 1 y 5 en la temporada 2.

3.2.3. Caracterizacion de la dinamica temporal

Para cada tiempo de evaluacion, los datos de la incidencia (p) y severidad
media por arbol, se usaron para ajustar los modelos Logistico, Monomolecular,
y Gompertz en su forma linearizada (Campbell y Madden, 1990). La seleccién
del modelo de mejor ajuste se basé en el coeficiente de determinaciéon (R?), el
cuadrado medio del error (CME) y la distribucién al azar de los residuales
(Campbell y Madden, 1990). Con base en el modelo de mejor ajuste, se estimé
el error estandar de los parametros de la enfermedad inicial (y0) y la tasa de
incremento de la enfermedad (r), y se registré la intensidad final, tiempo a la
aparicion de los sintomas (Xo) y el area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (ABCPE).
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3.2.4. Andlisis espacial por indices de agregacion

Con la finalidad de determinar el patron espacial y generar hipétesis acerca de
los procesos biologicos asociados al origen de la enfermedad, se determiné el
indice de dispersion a escala pequeia (arbol), con base en el muestreo de 25 o
40 frutos por arbol basado en la incidencia. El indice de dispersion D proviene
del cociente de la varianza observada (proporcion) y la varianza estimada bajo
el supuesto de que los datos tienen una distribucion binomial, con la siguiente
ecuacion (Madden et al., 2007):

2
Sy

"y

Dénde: D es el indice de dispersion; 2, es la varianza observada de los datos

en proporcion; y( 1 —y)/n, es la varianza estimada bajo el supuesto de que los
datos tiene una distribucion normal. Cuando D = 1, los datos de los individuos
enfermos (guayabas) en la unidad de muestreo tienen un patrén al azar; D > 1,
describe un patron agregado y cuando D < 1, un patrén regular (Madden et al.,
2007). Debido a que en la temporada 2016-2017, el tamafio de muestra de
frutos por cada arbol fue diferente variando entre 25 y 40, la varianza observada

se calcul6 con base en la siguiente ecuacion:

SZ — znz(yi _y)
y n(N-1)
Donde: §?%, es la varianza observada de la proporcién de frutos enfermos; (yi=

Xini
N

Y/ni); ni, es el numero de frutos muestreados por arbol, n = el namero

medio de frutos muestreados por arbol.

La varianza estimada para la distribucion binomial de los valores yi, proporcion
de frutos enfermos por arbol:

y(1-Yy)
St =T
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El indice de dispersién se obtuvo como D =

Adicionalmente, con el fin de confirmar el estatus de la enfermedad a nivel de
unidad muestral (Quadrat), los datos se ajustaron a la distribucion Binomial y B-
Binomial (BBD) por cada fecha de muestreo. Esta ultima distribucién es factible
de describir la distribucion de frecuencias cuando las unidades de muestreo
tienden a tener el mismo estatus de enfermedad (Madden et al., 2007). La BBD
tiene dos parametros, p (probabilidad de un fruto de estar enfermo) y ©
(pardmetro de heterogeneidad). A medida que 8 es mayor, la heterogeneidad
de los datos se incrementa y la distribucidén de frecuencias se ajusta mas a una
BBD y su patron es agregado. Cuando este parametro se acerca a cero, la
distribucion de frecuencia de los datos es mejor descrita por la distribuciéon
binomial indicando un patron al azar (Madden et al., 2007). La comparaciéon de
los dos modelos se realiz6 mediante el cociente de probabilidad o razéon de
verosimilitud (Likelyhood ratio test) usando para ello, el Proc nimixed de SAS
ver 9.4 y el codigo en SAS desarrollado por el Dr. Larry Madden (The Ohio
State University).

3.2.5. Andlisis espacial por indices de distancia (SADIE)

Para tomar en cuenta la localizaciébn espacial de las observaciones de
incidencia en cada tiempo de evaluacién, los datos (conteos de frutos con peca)
por cada unidad de muestreo (arbol de guayaba) los datos se analizaron
usando la metodologia de SADIE (Perry, 1998). SADIE cuantifica el patrén
espacial de una muestra de una poblacién midiendo el esfuerzo (la distancia)
gue un individuo debe hacer para moverse a un arreglo extremo en el cual los
individuos estan espaciados de manera uniforme o regular en la unidad
muestral (Xu y Madden, 2004), donde las unidades de muestreo tienen el
mismo valor. Este esfuerzo en la practica equivale a la distancia minima, D,
requerida para alcanzar la regularidad, es decir que los distintos valores en la
unidad de muestreo alcancen el mismo valor en todas las posiciones del

espacio, de tal manera que cuanto mayor es este valor, mayor es la tendencia a
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la agregacion (Quero, 2006). Estas distancias se suman para obtener un valor
general de la distancia a la regularidad (Distancia observada), la cual
posteriormente se compara con la distribucién de las distancias obtenida de
permutaciones (aleatorizacion de distancias a la regularidad por mdultiples
permutaciones). Los promedios de estas distancias resultan en una media
esperada proveniente de la distribucion de frecuencias (Carisse et al., 2008). La
proporcion de valores de las distancias calculadas mayores que las observadas
se usa como el valor de la probabilidad de la prueba de agregacion (Quero,
2006; Carisse et al.,, 2008). La razdén de las distancias a la regularidad
observadas entre las esperadas (D/Ee) donde Ee es la media aritmética de las
distancias a la regularidad obtenida de las muestras aleatorizadas es el indice
de agregacion (la), de tal manera que cuando la < 1 el patron de agregacion se
considera regular; la= 1 al azar y la > 1 agregado (Xu y Madden, 2004). Para
conocer si este valor es significativamente diferente de 1, se realiza una prueba
de x? (P < 0.05) (Quero, 2006; Carisse et al., 2008). Adicionalmente, SADIE
calcula indices locales de agregacion (v) que cuantifican el grado en que cada
valor de la variable en su posicion contribuye al patron general de los datos
como un indice de agregacion adimensional (vi y vj). Valores de v > 1.5 indican
la presencia de una mancha o agregado (zona con valores altos de la variable),
v menores que -1.5 indican la presencia de un claro (zona con valores bajos de
la variable), y valores de 1, indican una distribucion aleatoria de esa unidad de
muestreo (Perry, 1998). En este caso, los valores de vi y v; se usaron para
construir mapas interpolativos con base en Kriging ordinario basado en el

modelo lineal usando para ello el software Surfer (Ver 10).

3.2.6. Variables ambientales

La temperatura media (°C), humedad relativa (%), y periodos continuos con
humedad arriba del 80% diaria (horas), se registré desde el establecimiento del
experimento con un Data Logger (Watch Dog Modelo 450 Spectrum
Technologies, Inc.) instalado cada uno de los huertos.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Andlisis temporal de la peca de la guayaba

Las Figs. 1A, B, C y D, muestran el progreso temporal de la epidemia de peca
de la guayaba en dos temporadas de cultivo. En la temporada 1, la incidencia y
severidad inicial (y0) fue de 0.68 (p) y 3.1%, y se presentO a partir de los 241
DDP (Xo) (13/12/2015). La incidencia y severidad méaxima y final fue de 0.82 (p)
y 4.8% respectivamente, y se presentd hasta 289 DDP (30/01/2016), la
epidemia tuvo una duracion de 48 d, y fue descrita por el modelo
Monomolecular, para la variable incidencia (R? = 0.94) y para la severidad por el
modelo Gompertz (R? = 0.99). Mientras que en la temporada 2 la incidencia y
severidad inicial (y0) fue de 0.48 (p) y 1.2% respectivamente, y se presentd a
los 185 DDP (28/10/2016), mientras que la incidencia maxima fue de 0.83 (p) a
los 208 DDP (20/11/2016), y la final fue de 0.76 (p) y la severidad maxima y
final fue de 2.3% a los 220 DDP (02/12/2016). Esta epidemia tuvo una duracion
de 35 d y fue mejor descrita por el modelo Logistico en incidencia (R? = 0.72) y
Monomolecular para severidad (R? = 0.92) (Cuadro 1). EI ABCPE en la
temporada 1 fue mayor, con 41.19 en incidencia y 210.21 en severidad,

respecto a la temporada 2 con 28.07 para incidencia y 68.24 en severidad.
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Fig. 1. Progreso temporal de la incidencia y severidad en dias después de la poda (DDP) en el huerto de Zicata durante
la temporada 1 (2015-2016) A y B, y en el huerto de Santa Ana en la temporada 2 (2016-2017) C y D del municipio de

Juarez, Michoacan. Fecha de poda en la temporada 1: 16/04/2015, y Fecha de poda en la temporada 2: 26/04/2016.
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Cuadro 1. Parametros de ajuste de los modelos Monomolecular, Logistico y Gompertz, a epidemias de la peca de la
guayaba en el Municipio de Juarez, Michoacan para incidencia y severidad en los dos huertos experimentales.

Ciclo  Variable Modelo R? CME Significancia yO0 (SE) r (SE) Ecuacion linearizada
Monomolecular 0.94  0.004 0.005 -1.92+0.47 0.01+0.001 In[1/(1-y)] = In[1/(1-y0)]+rmt
Incidencia Logistico 0.94  0.007 0.005 -3.30+0.62 0.01+0.002 In[y/(1-y)] = In[y0/(1-y0)]+r.t
2015- Gompertz 0.94 0.005 0.005 -1.75+0.55 0.01+0.002 -In[-In(y)] = -In[-In(y0)]+ret
2016 Monomolecular 0.82  0.002 0.03 0.84+0.36  0.005+0.001  In[L/(1-y)] = IN[L/(1-yO)]+nuit
Severidad Logistico 0.84 0.01 0.02 -3.85+0.87  0.01+0.003  In[y/(1-y)] = In[y0/(1-y0)]+r.t
Gompertz 0.99 0.00002 0.01 -0.04+0.01 0.60+0.01 -In[-In(y)] = -In[-In(y0)]+rgt
Monomolecular 0.69 0.07 0.08 -4.01+2.02 0.02+0.01 In[1/(1-y)] = In[1/(1-y0)]+rmt
Incidencia Logistico 0.72 0.5 0.06 -7.07+2.80  0.04+0.01  In[y/(1-y)] = In[yO/(1-yO)]+r.t
2016- Gompertz 0.71 0.10 0.07 -4.60+2.38 0.03+0.01 -In[-In(y)] = -In[-In(y0)]+ret
2017 Monomolecular 0.92  0.0004 0.01 -0.640.14  0.004%0.0007  In[1/1(1-y)] = IN[1/(1-y0)]+rut
Severidad Logistico 0.90 0.01 0.01 -6.21+0.88 0.02+0.004 In[y/(1-y)] = In[y0/(1-y0)]+r.t
Gompertz 0.91  0.003 0.01 -1.94+0.40  0.01+0.002  -In[-In(y)] = -In[-In(y0)]+rst

R2 = coeficiente de determinacion; CME = cuadrado medio del error; yo (SE) = enfermedad inicial r (SE) = tasa de incremento de la enfermedad.
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Los resultados obtenidos indican una asociacion entre la aparicion de sintomas
y un descenso en la temperatura media de 11 a 20°C en el ciclo 2015-2016 y de
entre 16 a 19°C en el ciclo 2016-2017. El numero de horas diarias con periodos
de humedad arriba del 80% se presentaron principalmente antes de la aparicion
de los primeros sintomas a los 241 DDP (13/12/2015) en la temporada 1, y
fueron mas prolongados y frecuentes en comparacion de la temporada 2, donde
solo fueron significativos entre los 176 a 181 y 200 a 208 DDP, correspondiente
a las fechas 19 al 21 de octubre y del 12 al 20 de noviembre del 2016, pero no
se observd una relacion clara entre la humedad relativa y el progreso de la
enfermedad en ambos huertos (Figs. 2A y B). Estas condiciones fueron optimas
para que hubiera formacion de rocio durante el desarrollo y madurez de los
frutos y la presencia de sintomas. En otros patosistemas Nass et al. (2006),
encontraron una relacién entre la incidencia de la peca amarilla de la cafia de

azucar (Passalora koepkei) y la presencia de rocio.

Con base en los resultados de los modelos que describen el progreso de la
peca de la guayaba a través del tiempo, el modelo Monomolecular describe
epidemias monociclicas, este modelo aplica a epidemias para las cuales no
existe dispersion de planta a planta (y en este caso de fruto a fruto), y no hay
propagacion secundaria en un ciclo de produccién (Nutter, 2007). Lo anterior
sugiere que la peca de la guayaba en el ciclo 2015-2016 provino de una fuente
de in6culo primaria origen de la mayor proporcion de las infecciones,
evidenciada por la alta incidencia en el segundo tiempo de evaluacion. Para el
manejo de una enfermedad monociclica puede reducirse o eliminar el in6culo
inicial (yo). Para un hongo cuyos conidios estén en el medio ambiente de
manera abundantes y tienen multiples ciclos de infeccion (policiclicas) las
reducciones del indculo inicial sélo significan un pequefio retraso en el progreso
de la enfermedad (Nutter, 2007; Albajes et al., 1999). Los modelos Logistico y
Gompertz son utiles para describir enfermedades policiclicas. Ambos modelos

describen epidemias en las cuales la curva de la tasa de incremento de la
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enfermedad alcanza un punto maximo y tiende a descender, con la diferencia
de que el modelo Gompertz describe puntos de inflexion que descienden mas
lentamente en comparacion con el modelo Logistico (Campbell y Madden,
1990). En términos biologicos, la mayor ABCPE en cuanto a incidencia y
severidad, que se presentd en el patosistema de la primera temporada, pudo
estar relacionado, entre otros factores, con el periodo sin aplicacion de
fungicidas, desde el establecimiento del experimento, hasta el inicio de la
epidemia (141 d en la temporada 1 y 28 d en la temporada 2 sin aplicacion) y
durante el desarrollo de la epidemia (48 y 35 d en la temporada 1 y 2
respectivamente), las condiciones climéticas prevalecientes, donde se
registraron las temperaturas medias diarias mas bajas y el mayor numero de
horas con humedad arriba del 80%. Asi mismo, en ambas temporadas de
produccion, se presentaron periodos donde la incidencia o severidad disminuyé
respecto a evaluaciones anteriores, por lo que la dinamica temporal de este
patosistema no siempre mostrd continuidad a través del tiempo. Esto se debe a
que cada evaluacion fue independiente una de otra, ya que los frutos
sintométicos y asintoméaticos evaluados (en estado de madurez comercial)
fueron removidos del arbol después de cada evaluacién por los productores, vy,
en las siguientes evaluaciones se seleccionaron frutos que anteriormente no
presentaban sintomas. Al respecto es necesario realizar estudios enfocados al
conocimiento de las fuentes de indculo primario, patogénesis, y condiciones que
favorecen el desarrollo de la enfermedad y su interaccién con los componentes

de la epidemia.
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Fig. 2. Progreso de la temperatura media, horas con humedad relativa arriba
del 80% y humedad relativa diaria en A, en la temporada 1, entre los 134 a 292
dias después de la poda (22/08/2015 al 27/01/2016) y B, en la temporada 2,
entre los 171 a 220 dias después de la poda (14/10/2016 al 02/12/2016).
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3.3.2. Andlisis espacial de la peca de la guayaba

3.3.2.1. indices de dispersion y andlisis de la distribucién. Con base en el
indice de dispersion D, los datos indicaron que a nivel de unidad de muestreo
(arbol), la enfermedad presenté un patron espacial agregado. El ajuste de la
distribucion de frecuencias del nimero de frutos enfermos indicé que para el
ciclo 2015-2016, fue descrita por la distribuciéon B-Binomial, en todos los
tiempos de evaluacion. Lo anterior confirma que la incidencia de la enfermedad
tiene un comportamiento agregado a nivel de arbol (unidad de muestreo),
reflejado por el valor de parametro 0, el cual es una medida de la
heterogeneidad de los datos (Cuadro 2). Lo anterior no necesariamente implica
que dicha agregacion también se dé a gran escala (parcela) (Madden et al.,
2007).

El indice de dispersion para la temporada 2016-2017, también indicé que la
enfermedad tuvo un patrén espacial agregado a escala de unidad de muestreo
(arbol). Sin embargo, debido a que, en este caso, el niumero de frutos
muestreados fue diferente por cada unidad de muestreo, la estimacion del
indice D, se bas6 tomando en cuenta el tamafio de muestra diferente por
unidades muéstrales, y no se realiz6 el analisis de la distribucién de
frecuencias. La estimacion del pardmetro 8, basado en la estimacion de
momentos se presenta en el Cuadro 3. Como se puede observar, en todos los
tiempos, el valor del parametro fue mayor que 0, indicando agregacion a nivel
de escala de unidad de muestreo, similar a la temporada anterior.

La distribucion B-Binomial, ha sido ampliamente reportada como la mas idénea
para describir la distribucidn de la incidencia de diversas enfermedades, porque
proporciona la mejor descripcion de los datos observados y el mejor ajuste de
los resultados obtenidos (Hughes y Madden 1993; Turechek y Madden, 1999;
Nita et al., 2012). En enfermedades de otros cultivos con dispersion de inoculo
por medio de salpicaduras de otros patdégenos, como el tizén de la fresa

(Phomopsis obscurans) (Turechek y Madden, 1999), la mancha foliar de la fresa
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(Sphaerotheca macularis) (Turechek y Madden, 2000) y en la enfermedad
moniciclica, Phomopsis de la cafia y mancha de la hoja de la uva (Phomopsis
viticola) (Nita et al., 2012) también encontraron el mismo patron espacial, es
decir, a escala pequeiia (Planta), agregacion, independientemente de que el
inoculo de las dos primeras enfermedades tienen un comportamiento policiclico.
La descripcion estadistica para determinar los patrones espaciales de la
dispersion de una enfermedad, por si sola, no explica los mecanismos
responsables de la dispersién de una enfermedad (Campbell y Madden 1990).
Sin embargo, tiene usos muy importantes para disefiar los procedimientos de
muestreo de una enfermedad y para un disefio experimental (Hughes y Madden
1993).
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Cuadro 2. indice de agregacion de la incidencia de peca de la guayaba en la temporada 2015-2016.

DDP Media V/M Patrc')-n Media Bin D Patrc')-n p (beta-Bin) O (B-Bin) Intra-cluster L|k§I|hood Probabilidad (P) X?
Espacial Espacial Rho Ratio test
226 0.76 2.22 Agregado 0.22 26.31 Agregado 0.26 (0.01) 13.76(10.2) 0.07(0.04) 10.8 P=0.002
241 20.44 3.28 Agregado 0.68 2.41  Agregado 0.70(0.05) 0.40 (0.11) 0.28 (0.06) 189 P<0.000
259 2144 129 Agregado 0.71 443  Agregado 0.71 (0.04) 0.17(0.06) 0.14(0.04) 53.0 P<0.000
267 23.28 0.94 Agregado 0.78 4.18  Agregado 0.76(0.03) 0.14 (0.05) 0.12(0.04) 44.0 P<0.000
275 22.44 1.62 Agregado 0.77 4.34  Agregado 0.72(0.05) 0.18 (0.08) 0.20(0.06) 77.4 P<0.000
289 24.44 7.36 Agregado 0.77 14.85 Agregado 0.55 (0.06) 0.70 (0.18) 0.41(0.06) 420.0 P<0.000

DDP = dias después de la poda (16/04/2015); V/IM = Varianza media observada; D = indice de dispersion; p (B—Binomial) = probabilidad de un fruto de estar
enfermo; 0 (B-Bin) = parametro de heterogeneidad; Likelihood Ratio test = cociente de probabilidad o razén de verosimilitud.

Cuadro 3. indice de dispersion de la incidencia de la peca de la guayaba en la temporada 2016-2017.

Varianza (Observ; ] Varianza i
DDP Media . . D Patron espacial 0 (B-Bin)
Prop.) Binomial
185 0.028 0.429 0.008 35 Agregado 0.09
191 0.028 0.564 0.006 4.6 Agregado 0.10
198 0.030 0.622 0.006 5.0 Agregado 0.11
208 0.061 0.766 0.007 8.7 Agregado 0.46
220 0.035 0.730 0.005 7.0 Agregado 0.48

DDP: dias después de la poda (26/04/2016); D = indice de dispersion; 8 (B-Bin) = parametro de heterogeneidad.
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3.3.2.2. Analisis espacial por indices de distancia (SADIE). En la temporada
2015-2016, el indice de agregacion de la enfermedad determinado por SADIE
fue menor que 1 indicando que, al inicio de la enfermedad, hasta la tercera
evaluacion (259 DDP), correspondiente al 31/12/2015, tuvo un comportamiento
cercano a un patron al azar, seguido por un patron agregado en las Ultimas tres
evaluaciones (Fig. 3). En la temporada 2016-2017, la enfermedad también tuvo
un patron al azar hasta la tercera evaluacion (198 DDP) correspondiente al
10/11/2016. En la cuarta evaluacién el patron espacial cambio hacia agregado,
y asi se mantiene en la quinta evaluacion (Fig. 4). Este comportamiento
espacial de la incidencia de la peca, en las dos temporadas de produccién
indican que la enfermedad inicié6 con un patron al azar, lo que sugiere que las
primeras infecciones surgen del interior de la plantacion en cada unidad de
muestreo, pues como se observa en el progreso temporal (Fig. 1), las
epidemias inician con un alto nivel de incidencia, es decir no hay una
acumulacion de in6culo que resulte en nuevas infecciones tipico en los
procesos policiclicos. De hecho, como se observa en la Fig. 1, en la ultima
evaluacion el nivel de incidencia se redujo, y en general el incremento de la
enfermedad fue significativamente menor a partir de la segunda evaluacion. Es
probable que esa poca variacion del cambio en la tasa absoluta de la
enfermedad sea producto de la disponibilidad de in6culo de la misma fuente, y
la reduccion al final del periodo a evaluar, sea producto de una reduccion en la
disponibilidad de indculo para la infeccion en los dltimos frutos que han
madurado. Sin embargo, estas hipotesis deben ser probadas a partir de

experimentos especificos.

De acuerdo con estudios espaciales en otros patosistemas, también se ha
encontrado que la dependencia espacial no siempre muestra continuidad a
través del tiempo, inicialmente, la enfermedad se presenta en agregados y
conforme pasa el tiempo y aumenta la enfermedad, el patrén se aleatoriza
(Gottwald et al., 1992; Avila et al., 2012, 2013), contrario a lo que se observé en

este estudio, sin embargo, los métodos utilizados para el célculo de los indices
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de agregacion no fueron los mismos. En este caso, la metodologia SADIE, ha
demostrado ser mas poderoso que otras pruebas para detectar la no
aleatoriedad y se ha utlizado ampliamente y con éxito para describir y
cuantificar datos espaciales en la patologia vegetal (Turechek y Madden 1999;
Xu y Madden, 2005). La mayor parte de analisis desarrollados con la
metodologia de SADIE en otras enfermedades, ha revelado que la mayoria de
los conjuntos de datos exhiben patrones al azar (Turechek y Madden, 1999;
Dallot et al., 2003; Xu y Madden, 2004; Nita et al., 2012). Nuestros datos
exhiben un patrén inicial al azar y en las Ultimas evaluaciones en agregados.
Con base en lo anterior, se podria argumentar que no existe infeccién de arbol
a arbol, ya que no se observdé que la enfermedad se dispersara desde los
primeros focos de infeccién a arboles vecinos en ambos ciclos de produccion.
La aparicion de la enfermedad en nuevos sitios se podria relacionar con los
frutos caidos en estado de descomposicion, ya que estos pudieran tener mayor
influencia en la dispersion del in6culo, en comparacion con los frutos enfermos
que se encuentran en el arbol, y que estos sean la fuente de inéculo primario
para la siguiente temporada. Esto debido a que en los frutos tirados pueden
permanecer por un tiempo prolongado en suelo con condiciones favorables,
mientras que los frutos sintomaticos o asintomaticos en el arbol son cosechados
en un lapso entre 3 a 7 dias después de que alcanzan la madurez fisiol6gica,

cuando aun no alcanzan a desarrollarse estructuras fungosas en ellos.
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Fig. 3. Mapas interpolativos de los indices locales de agregacién con base en el
Anélisis Espacial por indices de Distancia (SADIE) en seis tiempos de
evaluacién de la incidencia de la peca de la guayaba en la temporada de
produccién 2015-2016. Los indices de agregacion (la), el valor de la
probabilidad (P) y dias después de la poda (16/04/2015) (DDP) se incluyen en
el interior de la gréafica.
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Fig. 4. Mapas interpolativos de los indices locales de agregacién con base en el
Anélisis Espacial por indices de Distancia (SADIE) en cinco tiempos de
evaluacién (Eval.) de la incidencia de la peca de la guayaba en la temporada
de produccion 2016-2017. Los indices de agregacion (la), el valor de la
probabilidad (P) y dias después de la poda (26/04/2016) (DDP) se incluyen en
el interior de la gréafica.
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En resumen, este estudio evidencia que las epidemias de la peca de la guayaba
en el oriente de Michoacén, se presenta a escala pequefia (arbol), en forma
agregada, es decir, se presenta gran variacion del nivel de incidencia en los
arboles muestreados. Al considerar la distribucion espacial a nivel de parcela,
los datos indicaron que la enfermedad se origina al azar (el mismo nivel de
probabilidad que la enfermedad se presente en un sitio u otro), con niveles de
incidencia entre 40 a 60% en la primera evaluacion de frutos maduros, lo que
sugiere la existencia de una fuente de ind6culo primario en el interior de la
parcela (probablemente frutos caidos o residuos de poda y cosecha). Después
de la ocurrencia de este alto nivel de incidencia, la misma se mantiene en
niveles que varian entre 60 y 80%, e incluso en la temporada 2016-2017, tendi6
a bajar en la dltima evaluacion. Estos resultados sugieren la ocurrencia de un
proceso monociclico producto de la existencia de estructuras fungosas de
supervivencia en residuos, que bajo condiciones ambientales favorables dan
origen a estructuras infectivas que resultan en un alto nivel de incidencia que se
manifiesta en los frutos maduros de guayaba. Aunque las hipoétesis anteriores
deberan ser probadas en futuros trabajos, estos estudios indican que las
practicas culturales dirigidas a la reduccién del in6culo inicial y su eficiencia en
etapas tempranas en el desarrollo de fruto, combinada con aplicaciones de
fungicidas quimicos y biolégicos permitidos, es una practica altamente
recomendada para el manejo de la enfermedad. Con base en los resultados
obtenidos en el comportamiento epidémico de la enfermedad, las estrategias de
manejo deben dirigirse a la reduccion del inéculo inicial, y su eficiencia antes de
la aparicion de sintomas, es decir desde frutos inmaduros (2.5 a 3 cm de
diametro ecuatorial) a fin de prevenir pérdidas econémicas. Al respecto, Flores-
Gonzalez et al. (2013) y Rebollar-Alviter et al. (2014) demostraron que es
factible manejar la enfermedad, si las aplicaciones de fungicidas quimicos,
bioldgicos y activadores de resistencia se aplican en frutos en desarrollo (2.5 a

3 cm de diametro).
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3.4. CONCLUSIONES

La epidemia de la peca de la guayaba se ajustd principalmente al modelo
Monomolecular. Este modelo es util para describir epidemias monociclicas.

Antes de la aparicion de los sintomas de peca fueron mas frecuentes y
prolongados los periodos diarios con humedad arriba del 80%. Los sintomas de
peca se presentaron cuando la temperatura media diaria fue menor a 20°C y
hubo presencia de rocio.

La enfermedad de la peca de la guayaba se desarroll6 de manera agregada
dentro de cada arbol, lo que indica que los sintomas de incidencia se
concentraron en frutos ubicados en ciertas zonas especificas del arbol mas que

en otras.

A nivel parcela el progreso espacial de la enfermedad tuvo un comportamiento

al azar en las primeras evaluaciones y posteriormente se formaron agregados.
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