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SENSIBILIDAD BASE A PROCLORAZ DE AISLADOS DEL COMPLEJO DE
Colletotrichum gloeosporioides DE MANGO (Mangifera indica L.) EN MEXICO

BASELINE SENSITIVITY TO PROCHLORAZ OF MEXICAN ISOLATES OF
Colletotrichum gloeosporioides COMPLEX FROM MANGO (Mangifera indica L.)

Martin Yafiez Zufiiga', Santos Gerardo Leyva Mir® y Juan Manuel Tovar Pedraza®

Resumen

Un total de 101 aislados del complejo
Colletotrichum gloeosporioides se obtuvieron de
huertos de mango de Chiapas, Colima, Guerrero,
Michoacén, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa y Veracruz,
México. Todos los aislados se consideraron como
poblacion con sensibilidad base a los fungicidas de
la clase DMI (Inhibidores de la demetilacion)
debido a que todos los aislados de Colletotrichum
se colectaron en huertos de mango que no habian
sido expuestos a aplicaciones de procloraz, o
cualquier otro fungicida de esta clase. La
sensibilidad base a procloraz se determind
mediante pruebas in vitro. La concentracién
efectiva que inhibe el 50% del crecimiento
micelial (CEsp), vario de 0.004 a 0.099 pg mL™,
con una media de 0.04 pg mL™. El 79% de los
aislados mostraron valores de CEs, que variaron de
0.02-0.06 pg mL™. Mientras que, el 11% de los
aislados presenté valores de CEs < 0.02 pg mL™,
encontrandose  principalmente en  Veracruz,
Nayarit y Chiapas. Asi mismo, los aislados
provenientes de huertos de mango de Sinaloa,
Veracruz y Oaxaca presentaron los mayores
valores de CEg, (> 0.06 pg mL™). Finalmente, en
este estudio se comprobd que los aislados del
complejo C. gloeosporioides de mango son
altamente sensibles a procloraz. Los datos
determinados serviran para monitorear variaciones
posteriores en la sensibilidad de poblaciones de
Colletrotrichum de mango a los fungicidas de la
clase DMI.

Palabras clave: Sensibilidad base, in Vvitro,
procloraz, Colletotrichum gloeosporioides.
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Abstract

A total of 101 isolates of Colletotrichum
gloeosporioides complex from mango were
obtained from orchards localized in Chiapas,
Colima, Guerrero, Michoacan, Nayarit, Oaxaca,
Sinaloa and Veracruz, Mexico. Due to all the
Colletotrichum isolates were collected from mango
orchards that had not been exposed to prochloraz,
or any other DMI (Demethylation Inhibitors)
fungicide. Thus, these isolates were considered
baseline populations to this fungicide class. All
Isolates were tested using an in vitro assay to
determine the effective fungicide concentration at
which 50% of mycelial growth was inhibited
(ECsg). ECsp values ranged from 0. 004 to 0.099 ug
mL? (mean= 0.04 ug mL™). Seventy-nine percent
of the isolated showed ECs, values ranged from
0.02-0.06 pg mL™. Eleven percent of the isolates
were considered more sensitive (ECsy values <
0.02 pg mL™Y), and these isolates were founded
mainly in Veracruz, Nayarit and Chiapas. While
isolates obtained from orchard localized in
Sinaloa, Veracruz and Oaxaca showed the highest
ECs, values (> 0.06 pg mL™. This study revealed
the existence in Mexico of isolates of
Colletotrichum gloeosporioides complex from
mango highly sensitive to prochloraz. The data
obtained here will serve to monitor future
variations in sensitivities of Colletotrichum
populations from mango to DMI fungicides.

Key words: Sensitivity base, in vitro, prochloraz,
Colletotrichum gloeosporioides.
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. INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.), originario de la zona comprendida entre la India y
Myanmar, es la especie de mayor importancia econdmica de la familia Anacardiaceae
(Galan-Sauco, 1999). En México, el mango ocupa el tercer lugar en cuanto a superficie
sembrada de arboles frutales. Los principales estados productores son Guerrero, Nayarit,
Sinaloa, Oaxaca, Chiapas, Michoacan y Veracruz (SIAP, 2014). El consumo interno del
mango en México es elevado y solo el 16.5% se exporta, siendo EE.UU. su mayor

importador (FAOSTAT, 2014).

Entre las enfermedades que afectan al mango la antracnosis es la mas importante. Esta es
causada por Colletotrichum spp. (Ploetz et al., 1998; Prusky et al., 2009). En México se
ha encontrado a C. gloeosporioides como el principal agente causal de la antracnosis del

mango Yy en menor escala a C. acutatum (Mora-Aguilera et al., 2002; Rios-Lépez, 2011).

El control de la antracnosis en campo depende del uso de fungicidas de las clases
benzimidazoles (benomil, tiofanato-metil, carbendazim y tiabendazol), ditiocarbamatos
(maneb, mancozeb, propineb, zineb), ftalamidas (captafol, captan), cloronitrilos
(clorotalonil), inorganicos (oxicloruro de cobre) y fungicidas con actividad erradicante

como los DMI’s (procloraz) (Galan-Sauco, 1999; Prusky et al., 2009).

Agrolslefia (1996) y Estrada et al., (1996), sefialaron que el procloraz es un fungicida
eficaz debido a que actla como protector y erradicante, matando al hongo por contacto,
por lo cual se puede emplear para el control de la enfermedad en campo y en tratamiento
postcosecha, siendo en este Ultimo tratamiento el mas utilizado. Kuo (2001) sefialé que
el procloraz es ampliamente usado en Taiwan a la dosis de 83.3 pg mL™ para el control

1



de la antracnosis del mango en campo, mostrando mayor eficacia que benomil en los
ultimos 10 afos. Por su parte, Zhang et al. (2013), compararon a procloraz con 22
fungicidas alternativos al carbendazim para el control de la antracnosis del mango,
encontrando que el procloraz era el méas efectivo. Ademas, el procloraz es el Unico
funguicida registrado para su uso en mango en postcosecha para el mercado de la Union
Europea (Arauz, 2000), sin embargo, para el mercado de EE.UU. no ha sido aprobado

(Ploetz y Freeman, 2009).

Actualmente no se ha reportado la resistencia de C. gloeosporioides a procloraz, solo
existe una variacion considerable en el nivel de sensibilidad al fungicida. En estudios
realizados por Kuo (2001) en Taiwan, encontrd una sensibilidad base de la CEsy de
0.015 pg mL™ en aislados de mango no expuestos a fungicidas DMI’s, que al
compararla con aislados obtenidos de huertos de mango con 12 a 16 aplicaciones
anuales de procloraz en campo durante 13 afios, la CEsg fue de 0.0204 a 0.1554 pg mL?,

por lo que concluy6 que no habia sefiales de resistencia al fungicida.

El uso de procloraz en México se ha limitado Unicamente al control de la antracnosis en
frutos cosechados de platano, papaya, mango y otras frutas tropicales y subtropicales, sin
probar su eficacia en campo (Gutiérrez-Alonso et al., 2003; Ldpez-Navarrete, 2010;

Martinez-Bolafios, 2012).

La importancia de realizar estudios de sensibilidad base radica en determinar el grado de
sensibilidad presente entre individuos o poblaciones fungicas de importancia agricola,
nunca expuestas a un fungicida o su grupo quimico en campo, sirviendo como linea base

que, al comparar con cualquier medicion futura, pueda revelar posibles cambios en la



sensibilidad, los cuales podrian conducir a futuros problemas de resistencia (Arauz-

Cavallini, 1998; Brent y Hollomon, 1998; Russell, 2004).

En México pocos estudios se han realizado para determinar la sensibilidad que presenta
el complejo Colletotrichum gloeosporioides causante de la antracnosis del mango a
fungicidas DMI’s como el procloraz (Gutiérrez-Alonso et al., 2003). Estos estudios se
han limitado a pocos aislados y principalmente, a la medicion de la inhibicion de la
germinacion de conidios, sin dar un panorama completo de la distribucion y grado de
sensibilidad que presenta este complejo de hongos entre los principales estados
productores de mango en México. Debido a lo anterior se ha planteado el siguiente

objetivo:

OBJETIVO

Determinar mediante ensayos de inhibicion del crecimiento micelial la sensibilidad base
a procloraz en aislados del complejo de Colletotrichum gloeosporioides de mango en

México.

HIPOTESIS

Ho: Todos los aislados del complejo C. gloeosporioides obtenidos de huertos de mango
en Chiapas, Colima, Guerrero, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa y Veracruz, México

son sensibles a procloraz.

Ha: Al menos un aislado del complejo C. gloeosporioides obtenido de huertos de mango
en Chiapas, Colima, Guerrero, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa y Veracruz, México

es poco sensible a procloraz.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1 El mango

2.1.1 Importancia

El mango (Mangifera indica L.), originario de la zona comprendida entre la India y
Myanmar, es la especie de mayor importancia economica de la familia Anacardiaceae
(Galan-Sadco, 1999). Internacionalmente representa el quinto fruto de importancia
después del banano, manzana, naranja y vid (FAOSTAT, 2014). Se adapta a un amplio
rango de suelos, climas, altitudes y desempefia un papel vital en la dieta de millones de
personas en las regiones tropicales de Asia, Africa y América, en donde el consumo

local es elevado (Prakash, 2004).

En el afio 2012, a nivel mundial se produjeron mas de 42 millones de ton de mango, el
mayor productor fue la India con 15.25 millones de ton, seguido por China, Kenia,

Tailandia, Indonesia, Pakistan y México (1.76 millones de ton) (FAOSTAT, 2014).

México fue el mayor exportador de mango, en el afio 2011 se exportaron 287,771 ton, lo
que representa el 16.5% de la produccion nacional. Siendo EE.UU. su mayor importador
con un 85% de la exportacién mexicana, siguiéndole Canada, Paises bajos y Japdn con

11.5,1.17 y 1.1%, respectivamente (FAOSTAT, 2014).

2.1.2 Distribucion en México

En México, el mango ocupa el tercer lugar en cuanto a superficie sembrada de arboles
frutales, con 186,964 has en el 2013. Siendo el estado de Guerreo quién registro la

mayor produccion con 352,806 ton, seguido por Nayarit, Sinaloa, Oaxaca, Chiapas,
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Michoacan, Veracruz, y otros 16 estados con un total de 1,603,809 ton, sin embargo, la

mayor superficie sembrada la registro el estado de Sinaloa con 30,095 has (SIAP, 2014).

El consumo interno del mango en México es elevado, para el afio 2011 el consumo fue
del 83.5% de la produccion nacional (FAOSTAT, 2014). Las variedades que mas se
comercializaron en el 2012 fueron Ataulfo con un 24% de la produccién total, seguido
por Manila (18.4%), Tommy Atkins (15.5%), Kent (12.4%) y Haden (11.8%). Otras
variedades como Criollo, Keitt, Oro y Manililla (suman 17.4%) también se

comercializan en México (SIAP, 2014).

2.1.3 Enfermedades del mango

Las principales enfermedades del mango reportadas en el mundo son: la antracnosis
(Colletotrichum spp.), pudricién del peddnculo y muerte descendente (Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon y Maubl), mancha negra de hojas y frutos (Alternaria
alternata Kreissler), cenicilla (Pseudoidium anacardii, sin. Oidium mangiferae),
proliferacion vegetativa y floral (Fusarium spp.), rofia (Elsinoe mangiferae), necrosis
apical o mancha negra bacteriana (Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall) y
cancro bacteriano (Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae) (Dodd et al., 1997;
Mora-Aguilera et al., 1998). Siendo la antracnosis la enfermedad del mango mas

importante y distribuida en zonas humedas (Ploetz et al., 1998; Galan-Salco, 1999).



2.2 Antracnosis del mango (Colletotrichum spp.)

2.2.1 Importancia y distribucion

La antracnosis del mango causada por Colletotrichum spp. se encuentra en casi todas las
areas productoras de mango del mundo y es la mas importante en lugares lluviosos y
himedos (Ploetz et al., 1998; Galan-Sauco, 1999). En campo el patégeno causa dafios
considerables a paniculas florales, hojas y frutos, y en condiciones favorables el hongo
puede causar la muerte regresiva de arboles (Ploetz et al., 1998). Aunque en campo la
antracnosis causa un dafio considerable, en postcosecha las enormes pérdidas causadas
son de mucha mayor importancia econdmica, donde la incidencia de la enfermedad

puede llegar a casi el 100% de la fruta (Arauz, 2000; Prusky et al., 2009).

En México, la antracnosis se encuentra distribuida en todos los estados productores de
mango Y los principales dafios consisten en tizon de inflorescencias y pudricion de frutos
que se intensifican después de la madurez fisioldgica, principalmente en empacadoras,
transporte y almacenamiento, llegando a ocasionar pérdidas que varian del 15 al 50%

(Guillén-Sanchez et al., 2003; Rojas-Martinez et al., 2008).

2.2.2 Agente causal

La antracnosis del mango es causada por el complejo de hongos Colletotrichum spp.,
teniendo como teleomorfo o estado sexual al género Glomerella (Agrios, 2013; Prusky

et al., 2009).

Las especies de Colletotrichum que han sido reportadas infectando mango son:

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc., Colletotrichum acutatum J.H.



Simmonds (Prusky et al., 2009), Colletotrichum asianum, Colletotrichum Kkarstii,
Colletotrichum fructicola, Colletotrichum tropicale y Colletotrichum dianesei (Lima et
al., 2013). En México se ha encontrado a C. gloeosporioides como el principal agente
causal de la antracnosis del mango y en menor escala a C. acutatum (Mora-Aguilera et

al., 2002; Rios-Lopez, 2011).

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc. (teleomorfo: Glomerella cingulata
(Stoneman) Spauld. y H. Schrenk). Este patdgeno puede existir en una amplia gama de
hospedantes, incluyendo otras frutas tropicales y subtropicales. Colonias del hongo en
medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) presentan micelio aéreo que varia de color
blanco grisaceo a gris oscuro (Ploetz et al., 1998; Ploetz y Freeman, 2009). Los conidios
son hialinos, unicelulares, y cilindricos con extremos obtusos o elipsoidales con apice
redondeado y una base estrecha y truncada, de 7-20 um de largo y 2.5-5 um de ancho.
Estos forman conidiéforos hialinos y acérvulos ligeramente marrones, de forma irregular
y de aproximadamente 500 pum de diametro. Las setas miden entre 4-8 x 200 um, color
marron, ligeramente hinchadas en la base y cénica en el apice (Ploetz et al., 1998). En
tejidos de la planta, los acérvulos pueden tener espinas largas y oscuras o hifas estériles
en forma de filamento (Agrios, 2013). Los apresorios son clavados, ovalados, algunas

veces lobulados, color café (sepia); su tamafio fluctda de 6-20 x 4-12 um (Sutton, 1992).

Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds (teleomorfo: Glomerella acutata). Las colonias
son de color blanco, llegando a ser gris a marron grisaceo, volviendo el rosa a carmin.
Esclerocios ausentes (Sutton, 1992). Conidios hialinos, unicelulares, rectos, lisos y
fusiformes, de 8-16 x 2.5-4 um, las masas conidiales son de color salmén. Los
conidioforos son hialinos, septados y ramificados. Los apresorios son de color café claro
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a café obscuro, claviformes de 6.5-11 x 4.5-7.4 um y con margenes lisos. El acérvulo es
superficial a subcuticular, midiendo hasta 500 um de diametro, y puede o no tener setas
de color café, lisas, septadas, rectas a ligeramente curvadas, conicas en los apices, de
46.5-85 x 3—4 um. C. acutatum se diferencia de C. gloeosporioides en su coloracion
naranja a rosa en la colonia durante las primeras semanas del crecimiento en medio PDA
(Ploetz et al., 1998). Ademas que la tasa de crecimiento es mas lenta que C.

gloeosporioides (Sutton, 1992).

2.2.3 Sintomas

Los sintomas iniciales en las hojas se manifiestan como pequefias manchas necroticas de
color marrén oscuro que aumentan de tamafio, particularmente en condiciones hlimedas,
juntandose en parches >1 cm de didmetro, de forma irregular y no estan delimitadas por
las nervaduras, generalmente rodeados de un halo amarillo palido. Los centros de las
lesiones viejas pueden secarse y caer, dando a la hoja un aspecto perforado o desgarrado.
(Ploetz et al., 1998; Galan-Salco, 1999; Ploetz y Freeman, 2009). Finalmente, las
manchas necroticas grandes, pueden provocar que la hoja se deteriore y caiga dandole
una apariencia andrajosa (Ploetz y Freeman, 2009). En condiciones favorables el hongo

puede causar la muerte regresiva de los arboles (Ploetz et al., 1998).

En las paniculas, las flores necroticas se caen dejando los pedinculos. Manchas oscuras
pequerias, circulares se desarrollan en los pedinculos. Las lesiones en el tejido se pueden
agrandar y unirse para formar grandes manchas necréticas con coloracion marron
oscuro. Con lluvias suficientes, las fructificaciones color salmén a naranja del patdgeno

se desarrollan en los tejidos afectados (Ploetz y Freeman, 2009).



Cuando la infeccion ocurre en los frutos jovenes puede producirse el aborto o caida de
los mismos. El patdgeno generalmente causa infecciones latentes en los frutos en
desarrollo que no se manifiestan hasta la postcosecha. Los sintomas iniciales son
pequefias lesiones de color marron. No obstante, si no se controla a tiempo y
particularmente bajo condiciones de alta humedad, estas lesiones se agrandan formando
manchas redondeadas que a menudo se juntan en otras mas grandes, necroticas y de
forma irregular, que muchas veces se cuartean y/o se cubren de masas de esporas de
color rosa salmoén. En condiciones de menor humedad se producen dafios caracteristicos

llamados “manchas de cuero” sobre la piel de los frutos (Galan-Sauco, 1999).

En los frutos maduros los sintomas son aun mas notorios presentandose lesiones
irregulares de color marron a negro a medida que el fruto comienza a cambiar de color.
Los sintomas tipicos son lesiones en forma de lagrimas que se extienden desde el
pedunculo hacia el apice, aunque pueden producirse manchas en cualquier parte del
fruto (Galan-Sauco, 1999). Las lesiones son al principio muy superficiales, s6lo después
de que cubren gran parte de la superficie del fruto penetran a mas de 5 mm de la pulpa.
Finalmente, el hongo produce acérvulos, y abundantes masas de esporas de color naranja

a salmon que aparecen en las lesiones (Ploetz et al., 1998).

2.2.4 Epidemiologia

Los conidios son la principal fuente de inoculo, estos son producidos en ramas
terminales, inflorescencias momificadas, bracteas florales y hojas (Ploetz y Freeman,
2009). Son propagados a través de la lluvia por salpicadura y pueden infectar

practicamente todos los tejidos del hospedante sobre el suelo, aunque las inflorescencias



y frutas son especialmente vulnerables (Ploetz et al., 1998). Cuando los conidios
infectan a otras hojas o flores causan infecciones secundarias; por lo tanto, la
enfermedad es policiclica en estos 6érganos (Arauz, 2000). La infeccion requiere
humedad relativa mayor a 95% para la adecuada germinacion de conidios y formacion
de apresorios (Prusky et al., 2009). Los apresorios se melanizan, fortaleciéndose y
facilitando la infeccion en la cuticula a traves de la hifa de penetracion; una herida no es
necesaria para la penetracion. En general, la infeccion es favorecida a temperaturas que

oscilan de 20 a 30°C (Ploetz et al., 1998; Prusky et al., 2009).

Aunque los sintomas pueden desarrollarse poco después de que se produce la infeccion,
infecciones latentes son comunes y pueden permanecer en reposo en la fruta durante
meses. Por lo tanto, un fruto que parece saludable en la cosecha puede desarrollar

sintomas de antracnosis significativos en la maduracion (Ploetz et al., 1998).

2.2.5 Manejo de la enfermedad

El manejo de la antracnosis en campo implica practicas culturales y quimicas, asi como
la seleccién de cultivares (Ploetz y Freeman, 2009) y el uso de microorganismos

antagoénicos tales como bacterias y levaduras (Kefialew y Ayalew, 2008).

2.2.5.1 Control cultural

El desarrollo de la antracnosis en mango depende de la humedad o alta humedad
relativa, por lo tanto, los huertos deben establecerse en areas con una estacion seca bien
definida (Ploetz y Freeman, 2009). Otras medidas de control incluyen medidas

sanitarias, tales como: eliminar las fuentes de indculo (hojas y frutos caidos), reducir la
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humedad y favorecer la ventilacion del arbol mediante la eliminacion de malas hierbas,
realizar podas juiciosas y embolsar los frutos (con papel o tela) (Galan-Sadco, 1999).
Cabe sefialar que el embolsado da como resultado una reduccién en la severidad de la
antracnosis, pero también reduce el color rojo de la fruta, lo que podria reducir el interés

del consumidor (Hofman et al., 1997).

También se puede adelantar la floracion por varias semanas a un periodo de menor
sensibilidad mediante la aspersién de nitrato de potasio (NUfez-Elisea, 1985) y

paclobutrazol (retardador de crecimiento) (NUfiez-Elisea et al., 1993).

El vigor de la planta juega un papel importante para mantenerse libre de la infeccién de
la antracnosis. Por lo tanto, el riego y aplicacion correcta de fertilizantes son esenciales
para mantener el vigor del arbol (Pandey et al., 2012). Aplicaciones foliares a dosis altas
de nitrogeno (300 g/arbol) aumentan la severidad de la antracnosis durante la

maduracion de la fruta (Bally, 2009).

2.2.5.2 Uso de variedades resistentes

Aunque todos los cultivares de mango comerciales son susceptibles a la antracnosis,
algunos son menos susceptibles que otros; "Tommy Atkins' y 'Keitt' son menos
susceptibles que los 'lIrwin’, 'Kent', 'Haden' y 'Edward' (Campbell, 1992). Sin embargo,
ninguna variedad conocida ha presentado una resistencia significativa a la enfermedad
(Pandey et al., 2012). Diferentes niveles de susceptibilidad a la antracnosis en diversas
variedades de mango cultivadas en el mundo han sido reportados, las cuales se

mencionan en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Variedades de mango cultivadas mundialmente con diferentes niveles de

susceptibilidad a la antracnosis (Knight et al., 2009; Mukherjee y Litz, 2009; Pandey et

al., 2012).

Variedad Pais productor Susceptibilidad a antracnosis
Alphonso Egipto, India Moderadamente susceptible
Ataulfo México Moderadamente tolerante

Brooks EE.UU. Moderadamente susceptible
Calypso Australia Susceptible

Haden (Carabao) Brasil, EE.UU., Filipinas, Moderadamente tolerante

Keitt

Kent
Kensington
Langra
Manila
Rosa

Tommy Atkins

Van Dyket

Zebda

Guatemala, México

Brasil, China, EE.UU., Guatemala,
Meéxico, Taiwan

EE.UU., Guatemala, México
Australia

Bangladesh, Egipto, India, Pakistan
México

Brasil

Guatemala,

Brasil, EE.UU.,

México, Taiwan
Brasil, EE.UU., México

Egipto

Tolerante

Susceptible

Tolerante
Moderadamente tolerante
Tolerante

Susceptible

Altamente tolerante

Tolerante

Altamente tolerante

Diferentes niveles de tolerancia a patogenos esta dada por altas concentraciones de

compuestos antimicrobianos como Resorcinol-5-(12-heptadecenyl) y Resorcinol-5-

(pentadecyl) (220 pg/g de peso fresco de fruta) preformados en el pericarpio de frutos
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inmaduros de mango, son armas de resistencia a varias especies de Colletotrichum tales
como C. gloeosporioides y C. acutatum (Droby et al., 1986; Prusky y Keen, 1993).
Otros compuestos antifingicos, son las proteinas extracelulares quitinasa y B-1,3-
glucanasa (Litz et al., 2009). Ademas de la respuesta de la planta a la infeccion del
hongo al generar compuestos antifungicos mediante el estallido oxidativo provocado por

especies reactivas de oxigeno (ROS) (Prusky et al., 2009).

2.2.5.3 Control bioldgico

Se han aislado un gran nimero de microorganismos con actividad in vitro o in vivo
contra C. gloeosporioides (Jeffries y Koomen, 1992), pero pocos ejemplos han sido
utilizados comercialmente en el campo hasta que Korsten (2004) aislé Bacillus spp. de
la hoja y superficie de la fruta del mango, dando un control efectivo de la antracnosis in
vitro. Sin embargo, Korsten et al. (1992), indicaron que la fase de reposo del hongo no
se ve afectada por el antagonista Bacillus spp. por lo que la inoculacién de la fruta con la
bacteria debe realizarse 24 h antes de la inoculacion con el hongo. En tanto, Prusky et al.
(1993), encontraron una cepa no patdgena de Colletotrichum magna que coloniza el

fruto endofiticamente y previene la infeccion por C. gloeosporioides.

Un estudio realizado por Kefialew y Ayalew (2008), con microorganismos antagénicos
inicialmente aislados de mango para el control de C. gloeosporioides in vitro como son
las cepas bacterianas Brevundimonas diminuta (B-62-13), Stenotrophomonas
maltophilia  (L-16-12), Enterobacteriaceae  (L-19-13), el hongo Candida
membranifaciens (F-58-22), ademdas de nuevas especies de levaduras (B-65-23),

mostraron eficacia para el control de la antracnosis en frutos del mango. Estos agentes
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de control biologico ofrecen un gran potencial para el desarrollo de métodos alternativos

que son econdmicos y adecuados para su adopcion por la industria del mango.

Los productos biolégicos formulados a partir de Trichoderma en forma de granulos y
suspensiones han sido probados en el campo para controlar la antracnosis del mango
causada por C. gloeosporioides. Noiaium y Soytong (1999), revelaron que con granulos
de Trichoderma también podrian reducir significativamente el indculo del patdégeno y la

incidencia de la antracnosis en un 81.26 y 55.53%, respectivamente.

Pandey et al. (2012), mencionaron que extractos vegetales de Azadirachta indica,
Origanum manjorona, Agrimonia eupatoria, Petiveria sp., Digitalis lanata, Plantago
lanceolata y Stevia rebaudiana presentan actividad antifangica contra C.
gloeosporioides. Ademas que el aceite esencial de Hibiscus Cannabinus tiene actividad

contra C. Fragaria, C. gloeosporioides y C. acutatum.

2.2.5.4 Control quimico

En zonas himedas tropicales es imprescindible la utilizacion de tratamientos quimicos
para el control de la antracnosis, que deben iniciarse antes o durante el cuajado y
continuarse hasta la cosecha (Galan-Sauco, 1999). En situaciones extremas, en las que la
fruta se desarrolla por completo en condiciones que favorecen la enfermedad, se han
reportado hasta 25 aplicaciones de fungicidas sistémicos y de contacto (Dodd et al.,
1997). El tiempo vy la frecuencia de aplicacion de fungicidas son criticos; aplicaciones
poco antes o al inicio de la floracion aumentan el cuajado; aplicaciones posteriores

reducen la precosecha y postcosecha de los frutos (Ploetz et al., 1998).
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Pocos son los fungicidas autorizados en los paises importadores para su uso en mango
(Cuadro 2). Por lo tanto, la eleccion de los fungicidas dependera del destino de la fruta.
Fungicidas del grupo de los ditiocarbamatos son muy eficaces para el control de la
antracnosis, pero su uso no esta autorizado por EE.UU. debido a la etileno tiourea (ETU)
que es un subproducto de la degradacion del etileno, sin embargo, puede usarse para
algunos paises europeos (Arauz, 2000). Los fungicidas ditiocarbamatos, como el ferbam
no producen ETU por lo que son una alternativa para el control de la antracnosis en
frutas cultivadas o enviadas a los EE.UU. (Pandey et al., 2012). En cambio fungicidas de

contacto a base de cobre se recomiendan, pero su eficacia es menor (Arauz, 2000).

Un gran numero de fungicidas de las clases benzimidazoles (benomil, tiofanato-metil,
carbendazim y tiabendazol), cloronitrilos (clorotalonil), ditiocarbamatos (maneb,
mancozeb, propineb, zineb), ftalimidas (captafol, captan), inorganicos (oxicloruro de
cobre) son eficientes para el control de la antracnosis en campo, siendo recomendable
alternarlos (Galan-Saico, 1999; Prusky et al., 2009). De acuerdo a Mc Millan (1984),
benzimidazoles como carbendazim, tiofanato-metil y benomil fueron mas efectivos en

comparacion con fungicidas no sistémicos en el control de la antracnosis del mango.

Fungicidas con actividad erradicante para la antracnosis del mango incluyen
benzimidazoles (benomil) y DMI’s (procloraz). EI benomil ha sido utilizado en
programas basados en calendarios de aplicacion, por lo general, se emplea en mezclas
con fungicidas de contacto, para retrasar el desarrollo de resistencia en la poblacion del
patogeno (Prior et al., 1992). Agrolslefia (1996) y Estrada et al., (1996), sefialaron que el
procloraz es un fungicida eficaz para el control del hongo causante de la antracnosis
debido a que actia como protector y erradicante, matando al hongo por contacto, por lo
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cual se puede emplear para el control de la enfermedad en campo y en tratamiento

postcosecha, siendo en este Ultimo tratamiento el mas utilizado.

En México, el uso de procloraz se ha limitado unicamente al control de la antracnosis en
frutos cosechados de platano, papaya, mango y otras frutas tropicales y subtropicales, sin
probar su eficacia en campo (Gutiérrez-Alonso et al., 2003; Ldpez-Navarrete, 2010;
Martinez-Bolafios, 2012). Mientras tanto, Kuo (2001) menciono que el procloraz ha sido
utilizado para el control de la antracnosis del mango en campo, desde su introduccion a
Taiwan en 1985, a la dosis de 83.3 pg mL™, mostrando mayor eficacia que el benomil

en los ultimos 10 afos.

Cuadro 2. Fungicidas autorizados para el control de la antracnosis en mango (FAO;
Agencia de Proteccion Ambiental de EE.UU.).

Limite méaximo de residuos

Fungicida Cddigo (FAO/WHO) EPA (EE.UU.)
Benomil 2.0° 3.0

Procloraz® 2.0 No autorizado
Captan No autorizado 50.0

Ferbam No autorizado 7.0
Tiabendazol 2.0° 10.0
Fungicidas a base de cobre No hay datos Sin limites

 Como carbendazim.
® Autorizado para su uso en postcosecha
¢ Como carbendazim.

El azoxystrobin (inhibidor de la quinona) es un producto de reciente introduccion en el
mercado, que ha mostrado un control eficiente de varias enfermedades. En cultivos

como el limon mexicano (Citrus aurantifolia), es utilizado para el control de la
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antracnosis (C. acutatum) (Gutiérrez-Alonso et al., 2003); pero estos fungicidas son muy
propensos a problemas de resistencia, por lo que se deben utilizar correctamente para

garantizar que su eficacia no se pierda rapidamente (Prusky et al., 2009).

Se ha encontrado diferencias en la sensibilidad a fungicidas entre especies de
Colletotrichum. En comparacion con C. gloeosporioides, C. acutatum es menos sensible
a benomil, captan y propiconazol, pero mas sensible a miclobutanil y tebuconazol. La
prueba de sensibilidad a benomil se aplica con frecuencia para separar C. acutatum de C.

gloeosporioides (Freeman et al., 1998; Talhinhas et al, 2002).

Un sistema de prediccion de la antracnosis creada en Australia, basado en la lectura de la
temperatura y la humedad de las hojas fue desarrollado para identificar los periodos
estratégicos para las aplicaciones de fungicidas en campo, el sistema reduce

significativamente el nimero de aplicaciones (Ploetz et al., 1998).

2.2.6 Control postcosecha

Tradicionalmente, el control en postcosecha de la antracnosis en mango se ha dirigido a
la erradicacion de las infecciones latentes en la fruta (McMillan, 1987). En el caso de las
frutas destinadas a exportacion, son necesarios tratamientos postcosecha, tales como
inmersion en agua caliente y fungicidas (Galan-Sadco, 1999). La temperatura del agua y
la duracion de la inmersién son criticos cuando se utiliza agua caliente. El tratamiento
con agua caliente no debe superar los 55°C durante 5 min. Cuando el tratamiento de
agua caliente se combina con fungicidas, la temperatura del agua debe reducirse a 52 o
53°C (Ploetz et al., 1998). Johnson y Hofman (2009), indicaron que el tratamiento con

agua caliente puede contribuir a un aumento del dafio en la piel de la fruta. Por lo que,
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en frutas menos maduras y cultivares sensibles al dafio por agua caliente, como las
variedades “Zill” e “Irvin”, el agua debera estar entre 48-50°C, y para frutas maduras y
cultivares menos sensibles, de 50-55°C. Ademas, mencionaron que, tratamientos de 3
min, pueden ser adecuados para el control de la antracnosis, pero no para otras
enfermedades como la pudricion del peddnculo, la cual requiere tratamientos de hasta 7

min para mejorar su control.

Entre los productos recomendados para el control de enfermedades postcosecha en
frutales tropicales y subtropicales se encuentran el procloraz e imazalil, que se utilizan
ampliamente en Centro y Sudamérica, para el control de la antracnosis en platano,

mango Y citricos (Gutiérrez-Alonso et al., 2003)

En el pasado, se utilizd benomil en inmersion en postcosecha a tasas que varian desde
500 hasta 1,000 pg mL™, pero su uso ya no esta permitido. El tiabendazol de 1,000 a
2,000 pg mL™ también es eficaz, y hay interés en su registro para su uso en postcosecha
en mango, ya que se utiliza actualmente en otras frutas como los citricos. El procloraz es
el unico funguicida registrado para su uso en mango en postcosecha en la Unidn
Europea (Arauz, 2000), sin embargo, para el mercado de EE.UU. no ha sido aprobado
(Ver cuadro 2, pag. 16.) (Ploetz y Freeman, 2009). El procloraz se puede utilizar en la
fruta enviada a la Unién Europea, a concentraciones de hasta 1,000 ug mL™; su eficacia
es de 65 y 94% dependiendo si la presencia de la enfermedad es moderada o baja,

respectivamente (Arauz, 2000).

Impurezas presentes en el agua de inmersion como minerales, sedimentos, escombros y

acumulacion de savia, asi como la presencia de materias extrafias sobre la fruta, pueden
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afectar la eficacia del fungicida durante el tratamiento. Realizar labores de limpieza
como el cambio de agua sucia y el cepillado de las frutas antes del tratamiento,

aumentan la eficacia del fungicida (Johnson y Hofman, 2009).

La combinacién de agua caliente y fungicida es el tratamiento postcosecha comercial
mas eficaz que cualquier tratamiento utilizado por separado (Ploetz y Freeman, 2009).
En Sudafrica, los resultados de ensayos realizados en mango en postcosecha con
procloraz, tiabendazol y fludioxonil mostraron que las soluciones calentadas (50°C),
controlan la pudricion del pedinculo y la antracnosis mejor que las soluciones
comparativas a temperatura ambiente. El fludioxonil solo (600 ppm) y el fludioxonil
(450 y 300 ppm) mas procloraz (405 ppm), proporciona el mejor control de la pudricién
del pedunculo, sin embargo, el procloraz combinado con tiabendazol mostré el menor
efecto sobre la pudricion del pedinculo, por lo que esta combinacién no es adecuada
(Swart et al., 2009). Tratamientos con solo agua caliente no dejan residuos quimicos en
la fruta y podrian ser una alternativa para el control de la antracnosis del mango en
produccién organica o para los mangos dirigidos al mercado de EE.UU., donde
actualmente no hay fungicidas aprobados para su uso en postcosecha (Ploetz y Freeman,
2009). Pero, el tratamiento de agua caliente, no controla adecuadamente patégenos en

frutos de mango para exportaciéon (Johnson y Hofman, 2009).

La irradiacion de frutas para controlar la antracnosis se ha utilizado en Sudafrica. La
radiacion infrarroja de onda corta ha dado lugar a niveles de antracnosis similares a los
procedentes del tratamientos de agua caliente, y ha sido mucho mas rapida y menos

costosa (Saaiman, 1996).
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Ejemplos del uso de agentes de biocontrol en postcosecha para la antracnosis del mango
son antagonistas microbianos y levaduras. Koomen y Jeffries (1993), demostraron que el
aislamiento 558 de Pseudomonas fluorescens redujo significativamente el desarrollo de
la antracnosis del fruto en condiciones comerciales, pero el modo de accion ain no esta
claro. Trabajos realizados en Sudafrica (de Villiers y Korsten, 1996) mostraron que la
inmersion de frutos del cultivar Keitt durante 7 min en Bacillus licheniformis (B251) no
presento diferencias significativas en relacion al tratamiento estandar con procloraz, sin
embargo, ambos presentaron diferencias frente al control. Ademas, Kefialew y Ayalew
(2008), demostraron que el aislado bacteriano Brevundimonas diminuta (B-62-13) y la
levadura B-65-23 fueron tan eficaces como el tratamiento de agua caliente a 55°C
durante 5 min. Nuevas investigaciones sobre los mecanismos de control biol6gico en
cuestion y la seguridad de los aislados, en particular las bacterias para su uso en frutas

comestibles, estan siendo realizadas (Kefialew y Ayalew, 2008).

2.3 Sensibilidad base a fungicidas

La sensibilidad de un hongo a un fungicida se mide por medio de la concentracion del
fungicida que resulta en determinado nivel (normalmente 50, 99 o 100%) de inhibicion
del crecimiento, la germinacién o alguna otra variable relevante del hongo. La expresion
CEx (o concentracion efectiva x) indica la concentracion necesaria para lograr x
porcentaje de inhibicién. Para poder hablar de desarrollo de resistencia debe haber
diferencias de sensibilidad entre poblaciones nunca o poco expuestas al fungicida y

poblaciones expuestas. La sensibilidad de la primera se denomina linea base. La relacion
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entre la CEx de la poblacion resistente y la CEx de la poblacion sensible (sensibilidad

base) se denomina factor de resistencia (FR) (Arauz-Cavallini, 1998).

Para la investigacion y el manejo de la resistencia a fungicidas la “linea base” se puede
definir como: un perfil de la sensibilidad del hongo objetivo al fungicida construido
mediante el uso de técnicas bioldgicas o bioldgicas moleculares para evaluar la respuesta
de individuos o poblaciones fungicas previamente no expuestos al fungicida (Russell,

2004).

La linea base, es una herramienta para el establecimiento y seguimiento de las
estrategias de manejo de resistencia a fungicidas. El término linea base se aplica
universalmente a nuevas moléculas quimicas de fungicidas. De manera préactica, la linea
base establece un punto de referencia para la sensibilidad aceptada del hongo a un
fungicida. Aislamientos de hongos o poblaciones que se encuentran con un perfil de
sensibilidad que cae fuera de la linea base obtenida, normalmente se consideran "menos

sensibles™ o "resistentes" al fungicida (Russell, 2004).

De acuerdo a Brent y Hollomon (1998), las tres principales razones para la realizacion

de estudios de linea base son:

1. Para desarrollar y probar un método preciso, rapido y reproducible para la
determinacion del grado de sensibilidad de un gran nimero de muestras de
hongos importantes en campo, y estar disponible para cualquier monitoreo futuro
que pueda requerirse.

2. Para obtener los datos iniciales con respecto a la gama de sensibilidad que existe

en los principales patdgenos y las principales areas de uso, sirviendo como una
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linea base contra la cual, cualquier medicion futura se puede comparar, con el fin
de revelar posibles cambios en la sensibilidad.
3. Para detectar las diferencias en la sensibilidad entre las muestras que podrian

conducir a futuros problemas de resistencia.

2.4 Procloraz

El fungicida procloraz es un imidazol con nombre quimico 1-[N-propil-N-2(2,4,6-
triclorofenoxi) etil carbamoil] imidazole (Laignelet et al., 1989), cuya estructura quimica
se muestra en la Figura 1. Se ha incluido por su modo de accion, dentro de los
inhibidores de la biosintesis del esterol en membranas fungicas (SBI's), cuyo mecanismo
de accion es inhibir la demetilacion del C-14 del lanosterol para su paso a esterol
(DMI’s) (FRAC, 2014), aunque sin descartar otros posibles sitios de accion (fungicidas

multipuntuales) (Barbera, 1994).

Cl

(o) Cl Cl

Figura 1. Estructura quimica del procloraz (FRAC, 2014).

La resistencia a DMI’s se conoce en varias especies de hongos por diversos mecanismos
que incluyen mutaciones en el sitio de accion del gen ergl1l/Cyp51, por ejemplo:
V136A, Y137F, A379G, 1381V; promotor Cyp51; transportadores ABC y otros (FRAC,

2014).
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El procloraz tiene propiedades erradicantes pero no sistémicas y es muy eficaz en el
control de la antracnosis (Prior et al., 1992; Kuo, 2001). En un estudio de laboratorio
realizado por Kuo (2001) comparando datos de triadimenol con los obtenidos de
procloraz, la linea base de C. gloeosporioides fue encontrada entre 6.57 y 67.20 pug mL"
! mientras que para procloraz fue de 0.003 a 0.04 pg mL™. Este resultado confirmé lo
que Prior et al. (1992) indicaron, que los fungicidas triazoles son menos eficaces en el
control de la antracnosis. Por otra parte, Zhang et al., (2013), con el fin de encontrar
fungicidas alternativos al carbendazim resistente a C. gloeosporioides de mango en la
provincia de Hainan, China, probd la toxicidad de 23 fungicidas, encontrando que el
procloraz era el mas efectivo, con un valor medio de la CEsy de 0.04 mg L™, siguiendo
el difenoconazol, propiconazole, pyraclostrobin, flusilazol, flusilazol + famoxadona,
tebuconazol, miclobutanil, diniconazole y valores de CEsy mayores de 14 mg L™,
polioxina, miclobutanil + kresosin-metil, triadimefon, iprodiona, triciclazol, mancozeb,

entre otros.

Actualmente, no se ha reportado la resistencia de C. gloeosporioides a procloraz, solo
existe una variacion considerable en el nivel de susceptibilidad a este fungicida (Kuo,
2001; Gutiérrez-Alonso et al., 2003; Qin et al., 2013; Martinez-Bolafos, 2012; Zhang et
al., 2013). La resistencia de C. gloeosporioides a procloraz es una clara posibilidad,
basadndose en que se ha reportado la resistencia a procloraz en otros hongos (Arauz,
2000). Un campo con altas aplicaciones de procloraz tiene mayores CEsp que otros con
baja frecuencia de aplicacion. Esto se observo en el primer reporte sobre la sensibilidad
de la antracnosis del mango al fungicida procloraz en Taiwan. Estudios realizados por

Kuo (2001) en Taiwén, en aislados de mango no expuestos a fungicidas DMI’s, encontrd
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una sensibilidad base de la CEsy de 0.015 pg mL™, que al compararla con aislados
obtenidos de huertos de mango con 12 a 16 aplicaciones anuales de procloraz en campo
durante 13 afios, la CEsp fue de 0.0204 a 0.1554 pg mL™, por lo que concluyé que no

habia sefiales de resistencia al fungicida.

Un aspecto de suma importancia a considerar es que el procloraz presenta un riesgo
medio de induccion de resistencia en fitopatdgenos, de acuerdo a la clasificacion
realizada por Brent y Hollomon (1998) (Gutiérrez-Alonso et al., 2003). Por otro lado,
Fuchs y Drandarevski, (1976), mencionaron gque, mutantes obtenidos en laboratorio de
varios hongos que eran resistentes a fungicidas DMI habian reducido el crecimiento y la
esporulacién, y su patogenicidad fue en proporcion inversa con el grado de resistencia.
Por lo que, el desarrollo de resistencia a DMI en el campo ha sido leve (Brent y
Hollomon, 1998). Debido a esto, los riesgos de adquisicion de resistencia asociados a
procloraz y a C. gloeosporioides son probables, ya que este fitopatdgeno posee una
extraordinaria capacidad de adaptacion y elevada variabilidad genética (Gutiérrez-

Alonso et al., 2003; Cruz-Hernandez, 2013).
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I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1 Origen, purificacion y conservacion de los aislados

El material biologico utilizado durante el experimento fue proporcionado por
colaboradores del proyecto SAGARPA-CONACYT, con clave 48595, por lo que el
experimento consistio solo en evaluar la sensibilidad base de 101 aislados del complejo
de Colletotrichum gloeosporioides (C. dianesei, C. asianum, C. tropicale y C. ignotum)
al fungicida procloraz. Para la obtencion de los aislados, un total de 101 muestras de
tejido vegetal con sintomas de antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) (Figura 2),
fueron colectadas en diferentes huertos de mango de importancia comercial en México
(Cuadro 3). Los cuales, posteriormente se aislaron, purificaron e identificaron mediante
caracterizacion morfoldgica y analisis de secuencias Apn2Mat IGS. Mediante cultivos
monosporicos se realizaron pruebas de patogenicidad que, una vez confirmadas, fueron
conservados en tubos de criogenia mas agua mineral o glicerina a -80°C para su

posterior uso. La metodologia usada fue descrita por Rios-Lépez (2011).

3.2 Prueba de sensibilidad base a procloraz
3.2.1 Fungicida

Para la realizacion de las pruebas in vitro, se empled una formulacién comercial de
procloraz (SPORTAK® 45 CE, BAYER DE MEXICO). El cual viene como concentrado

emulsionable equivalente a 450 g. i. L™. (450 000 mg L™).
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Figura 2. Partes vegetales de mango (Mangifera indica L.) con sintomas de antracnosis.
(A) Manchas café oscuras con halo amarillo formadas en hojas jovenes. (B) Sintomas
iniciales de tizon de hojas. (C) Manchas necréticas ovales en ramita y necrosis de
paniculas. (D) Frutos recién formados presentando necrosis y momificacion. (E)
Manchas negras irregulares y hundidas desarrolladas en la superficie de un fruto

maduro.
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Cuadro 3. Fuentes de aislados del complejo de Colletotrichum gloeosporioides

obtenidos en huertos de importancia comercial de Chiapas, Colima, Guerrero,

Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa y Veracruz, México.

Sitio Origen geografico Fecha de colecta Variedad Tejido
CHI-1 Mazatan, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo Hoja
CHI-2 Huehuetan, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo Hoja
CHI-3 Huehuetan, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo Fruto
CHI-4 Mazatan, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo Hoja
CHI-5 Metapa de Dominguez, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo Hoja
CHI-6 Tuxtla Chico, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo Fruto
CHI-7 Frontera Hidalgo, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo Hoja
CHI-8 Ciudad Hidalgo, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo Tallo
CHI-9 Ciudad Hidalgo, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo Fruto
CHI-10 Ciudad Hidalgo, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo Fruto
CHI-11 Tapachula, Chiapas Diciembre 2010 Tommy Atkins Fruto
CHI-12 Tapachula, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo Fruto
CHI-13 Tapachula, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo Hoja
CHI-14 Villa Comaltitlan, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo Hoja
CHI-15 Pijijiapan, Chiapas Diciembre 2010 Manila Fruto
CHI-16 Pijijiapan, Chiapas Diciembre 2010 Manila Fruto
CHI-17 Tonala, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo Fruto
CHI-18 Mapastepec, Chiapas Diciembre 2010 Manila Tallo
CHI-19 Pijijiapan, Chiapas Diciembre 2010 Manila Hoja
CHI-20 Metapa de Dominguez, Chiapas Diciembre 2010 Ataulfo Tallo
COL-1 Cofradia de Juarez, Armeria, Colima Mayo 2012 Haden Hoja
COL-2 Cofradia de Juarez, Armeria, Colima Mayo 2012 Haden Hoja
COL-3 Cofradia de Juarez, Armeria, Colima Mayo 2012 Ataulfo Hoja
COL-4 Cofradia de Juarez, Armeria, Colima Mayo 2012 Tommy Atkins Hoja
COL-5 Cofradia de Juarez, Armeria, Colima Mayo 2012 Tommy Atkins Hoja
GRO-2 Técpan de Galeana, Guerrero Julio 2011 Haden Hoja
GRO-4 Técpan de Galeana, Guerrero Julio 2011 Haden Hoja
GRO-5 Técpan de Galeana, Guerrero Julio 2011 Haden Hoja
GRO-8 Técpan de Galeana, Guerrero Julio 2011 Tommy Atkins Hoja
GRO-10 Técpan de Galeana, Guerrero Julio 2011 Tommy Atkins Hoja
GRO-12 Cuajinicuilapa, Guerrero Julio 2011 Haden Hoja
GRO-13 Cuajinicuilapa, Guerrero Julio 2011 Tommy Atkins Hoja
GRO-15 Arcelia, Guerrero Julio 2011 Tommy Atkins Hoja
GRO-16 Arcelia, Guerrero Julio 2011 Haden Hoja
GRO-18 Arcelia, Guerrero Julio 2011 Haden Hoja
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MICH-2
MICH-3
MICH-6
MICH-7
MICH-8
MICH-9
MICH-10
MICH-11
MICH-14
MICH-15
NAY-1
NAY-2
NAY-3
NAY-4
NAY-6
NAY-7
NAY-8
NAY-9
NAY-10
NAY-11
NAY-12
NAY-13
NAY-14
NAY-15
NAY-16
NAY-17
NAY-18
NAY-19
NAY-20
NAY-21
NAY-22
OAX-2
OAX-3
OAX-4
OAX-5
OAX-6
OAX-9
OAX-12
OAX-13
SIN-1
SIN-2

Paracuaro, Michoacan

Paracuaro, Michoacéan

Paracuaro, Michoacéan

Apatzingan, Michoacén

Nueva Italia, Michoacén

Nueva Italia, Michoacéan

Nueva Italia, Michoacéan

Nuevo Urecho, Michoacén

Nuevo Urecho, Michoacén

Nuevo Urecho, Michoacén

Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit

Tepic, Nayarit

San Blas, Nayarit

San Blas, Nayarit

San Blas, Nayarit

San Blas, Nayarit

San Blas, Nayarit

San Blas, Nayarit

San Blas, Nayarit

Santo Domingo Zanatepec, Oaxaca
Santo Domingo Zanatepec, Oaxaca
Santo Domingo Zanatepec, Oaxaca
Santo Domingo Zanatepec, Oaxaca
Santo Domingo Zanatepec, Oaxaca
Santo Domingo Zanatepec, Oaxaca
Santo Domingo Zanatepec, Oaxaca
Santa Maria Jalapa de Marqués, Oaxaca
Ahome, Sinaloa

Ahome, Sinaloa

Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Mayo 2011
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Agosto 2012
Abril 2012
Abril 2011
Abril 2011

Haden
Haden
Tommy Atkins
Haden
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Haden
Haden
Ataulfo
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Ataulfo
Ataulfo
Tommy Atkins
Ataulfo
Tommy Atkins
Ataulfo
Ataulfo
Ataulfo
Ataulfo
Ataulfo
Ataulfo
Ataulfo
Tommy Atkins
Ataulfo
Ataulfo
Ataulfo
Ataulfo
Ataulfo
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Tommy Atkins
Ataulfo
Kent
Kent

Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
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SIN-3 Ahome, Sinaloa Abril 2011 Kent Hoja

SIN-4 Ahome, Sinaloa Abril 2011 Kent Hoja
SIN-5 Ahome, Sinaloa Abril 2011 Kent Hoja
SIN-13 Ahome, Sinaloa Abril 2011 Keitt Hoja
SIN-14 Ahome, Sinaloa Abril 2012 Keitt Hoja
SIN-16 Ahome, Sinaloa Abril 2012 Kent Hoja
SIN-17 Ahome, Sinaloa Abril 2012 Kent Hoja
SIN-18 Ahome, Sinaloa Abril 2012 Keitt Hoja
SIN-19 Ahome, Sinaloa Abril 2012 Keitt Hoja
SIN-20 Ahome, Sinaloa Abril 2012 Keitt Hoja
SIN-22 Ahome, Sinaloa Abril 2012 Kent Hoja
SIN-23 Ahome, Sinaloa Abril 2012 Keitt Hoja
SIN-24 Ahome, Sinaloa Abril 2012 Keitt Hoja
VER-1 Puente Nacional, Veracruz Marzo 2011 Tommy Atkins Hoja
VER-2 Puente Nacional, Veracruz Marzo 2011 Manila Hoja
VER-3 Actopan, Veracruz Marzo 2011 Manila Hoja
VER-4 Actopan, Veracruz Marzo 2011 Manila Hoja
VER-5 Actopan, Veracruz Marzo 2011 Manila Hoja
VER-6 Jamapa, Veracruz Marzo 2011 Manila Tallo
VER-7 Tierra Blanca, Veracruz Marzo 2011 Tommy Atkins Tallo
VER-8 Tierra blanca, Veracruz Marzo 2011 Manila Hoja
VER-9 Tierra blanca, Veracruz Marzo 2011 Manila Tallo
VER-10 Tierra blanca, Veracruz Marzo 2011 Manila Hoja
VER-11 Jesls Carranza, Veracruz Abril 2012 Manila Hoja
VER-12 Jesus Carranza, Veracruz Abril 2012 Manila Hoja

3.2.2 Inhibicion del crecimiento micelial

Los 101 aislados conservados en criogenia se reactivaron. Masas conidiales, guardadas
previamente en tubos de criogenia, se cultivaron en medio PDA (DIFCO, Francia) en
oscuridad a 28°C por 7 dias. De cada aislado, con ayuda de un sacabocado estéril, se
tomaron discos miceliales de 5 mm de diametro a partir del margen de la colonia y se
transfirieron individualmente a cajas Petri (90 mm de diametro) conteniendo PDA con

procloraz. Diferentes concentraciones de procloraz fueron utilizadas; un volumen
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apropiado de cada solucién madre fue afiadido a cada matraz con medio PDA, fundido
entre 45 a 50°C para obtener el rango final de concentraciones, las cuales fueron: O,
0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 y 5 pg mL™. Para cada una de las 8 concentraciones se
usaron tres repeticiones. Cada prueba por aislado consistio de 24 cajas Petri. Las cajas
fueron incubadas en oscuridad a 28°C y el diametro del crecimiento micelial se midi6 al
momento en que el crecimiento del testigo (PDA sin fungicida) lleno la caja Petri, lo
cual, sucedid por lo general en seis dias. Las mediciones se hicieron en forma de cruz
(dos por caja) y se saco un promedio entre ellas. EI experimento completo se realiz6 dos

Veces.
3.2.3 Andlisis estadistico

En cada concentracion se calcul6 la inhibicion del crecimiento micelial en porcentaje
respecto al crecimiento micelial de la colonia en el tratamiento control (PDA sin
fungicida). Los porcentajes de inhibicién del crecimiento micelial se convirtieron a
valores Probit y se trazaron contra los valores de log;o de la concentracion del fungicida.
Con base en un analisis de regresion Probit, se calcularon los valores de las
concentraciones efectivas que inhiben el 50% del crecimiento micelial (CEsp) usando el
paquete estadistico SAS (Statistical Analysis System, version 9.1.3 SAS Institute Inc.

2007).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Prueba de sensibilidad a procloraz

Todos los aislados del complejo de Colletotrichum gloeosporioides fueron sensibles a
procloraz, Se encontraron pocas diferencias de sensibilidad entre los aislados (Figuras 3
y 4). El rango de valores de la concentracion efectiva que inhibe el 50% del crecimiento
micelial (CEso) fluctué entre 0.0048 a 0.0990 ug mL™ con un promedio de 0.0396 pg

mL?

, siendo el estado de Veracruz el que presento el valor mas bajo y alto de las
concentraciones efectivas (Cuadro 4). Estos valores son muy parecidos a los obtenidos
por Kuo (2001) y Zhang et al. (2013) en aislados de C. gloeosporioides de mango, y a
los de Freeman et al, (1997) en aislados de C. acutatum de fresa. Valores un poco mas
elevados fueron determinados por Martinez-Bolafios (2012), en aislados de C.
gloeosporioides de litchi. Un estudio in vitro realizado por Kuo (2001), en donde
también se midié la inhibicién del crecimiento micelial de C. gloeosporioides obtenidos
de mango en Taiwan, mostré que, en aislados de huertos donde no se ha aplicado
procloraz, la linea base de la sensibilidad estuvo en el rango de la CEso de 0.003 a 0.038
ng mL™, a los cuales los categorizé como sensibles. Mientras tanto, en aislados donde la
aplicacion de procloraz en campo es frecuente, el rango de la CEsg fue de 0. 020 a 0.155
ng mL™. Valores similares fueron reportados por Zhang et al. (2013), los cuales
obtuvieron un valor medio de la CEs de 0.04 pg mL™ de procloraz. Entre tanto, Qin et
al., (2013) encontraron valores més elevados donde la CEsg varié de 0.0244 a 0.2572 pg
mL™?, con una media de 0.0916 pug mL™, sobre la tasa de crecimiento micelial. Valores
muy similares a los obtenidos se reportaron en C. acutatum causante de la antracnosis de
la fresa en California, EE.UU. Freeman et al, (1997) determinaron valores de la CEsp a
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las formulaciones de los fungicidas procloraz-Zn/Folpet, procloraz-Zn y procloraz-Mn,

con un valor medio de 0.053, 0.077 y 0.054 ug mL™ respectivamente.

Pocos estudios de sensibilidad a procloraz en aislados de Colletotrichum han sido
realizados en México y la mayoria se han enfocado a la inhibicion de la germinacion de
conidios. Valores muy bajos de la CEsp fueron reportados por Zavala-Leon et al., (2005)
en C. gloeosporioides, agente causal de la antracnosis de la papaya en Yucatan, donde el
valor de la CEsy fue de 0.0002 pg mL?, ademas, evaluaron la inhibicion de la
germinacion de conidios, reportando una CEsq de 1.163 pg mL™, estos valores no estan
muy claros, debido a que en sus resultados confunden pg mL™* con mg mL™. Por otro
lado, valores un tanto elevados fueron determinados por Martinez-Bolafios (2012), en C.
gloeosporioides, agente causal de la antracnosis del litchi en Oaxaca, donde el rango de
la CEso fue de 0.065 a 0.136 pug mL™, con una media de 0.094 ug mL™, valor medio
muy parecido al reportado por Qin et al., (2013). Mientras tanto, la CEsy para la
inhibicién de la germinacion de conidios, fue de 20.88 pg mL™. Cabe mencionar que en
el estudio realizado por Gutiérrez-Alonso et al. (2003), donde determinaron la CEsy de
procloraz necesaria para la inhibicion de la germinacion de conidios de C.
gloeosporioides aislados de mango en huertos de Chiapas, Guerrero, Michoacan, Sinaloa
y Veracruz, obtuvieron un rango de 0.08 a 21.48 pg mL™ lo que mostré una marcada

diferencia entre los estados. Sin embargo, la efectividad del procloraz pudo haber sido afectada

durante la incubacion de sus aislados, por la luz fluorescente continua a la que fueron sometidos.

32



ST-HOIN
YT-HOIN
TT-HOIN
0T-HOIN
6-HOIN
8-HOIN
L-HOIN
9-HOIN
€-HOIN
¢-HOIN

8T-049
9T-049
GT1-0d9
€1-049
¢1-049
0T-049
8-049
§-049
7-049
¢-049

G100
=102
€100
¢ 100
T-100

0¢-1HO
6T-1IHO
8T-IHO
LT-IHO
9T-IHO
GT-1HO
¥T-1HO
€T-IHO
¢T-IHO
TT-IHO
0T-IHO
6-1HO
8-1HO
L-IHO
9-1IHO
G-1IHO
¥-1HO
€-1IHO
¢-IHO
T-1IHO

0.1

0.09

0.08

(- Tw S1) uoIoRNUIOUOD)

Aislados

Figura 3. Valores de CEsq (ug mL™) de procloraz en aislados del complejo de Colletotrichum gloeosporioides procedentes de huertos

de mango en Chiapas, Colima, Guerrero y Michoacan, México.
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Figura 4. Valores de CEsq (ug mL™) de procloraz en aislados del complejo de Colletotrichum gloeosporioides procedentes de huertos

de mango en Nayarit, Oaxaca, Sinaloa y Veracruz, México.



El estado de Nayarit presenté en promedio el menor valor de la CEsy en sus aislados, el
cual fue de 0.029 pg mL™, seguido por Chiapas, Veracruz, Oaxaca, Michoacén, Colima,
Guerrero y, el mayor valor presentado, Sinaloa 0.053 ug mL™ (Cuadro 4). Estos valores
de la CEso, se consideran como la sensibilidad base presente por estado, debido a que no
se ha reportado el uso de procloraz en México para el control de la antracnosis del
mango en campo, solo se ha usado para el control postcosecha de la antracnosis en
platano, papaya, mango y otras frutas tropicales y subtropicales (Gutiérrez-Alonso et al.,

2003; Lopez-Navarrete, 2010; Martinez-Bolafios, 2012).

Cuadro 4. Concentracion efectiva de procloraz que inhibe el 50% del crecimiento
micelial (CEsp) de aislados del complejo de Colletotrichum gloeosporioides de mango
colectados en Chiapas, Colima, Guerrero, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa y

Veracruz, México.

CEso (ng mL™)
Estado Valor mas bajo Valor masalto  Diferencia  Promedio
Chiapas 0.0112 0.0568 0.0456 0.0325
Colima 0.0364 0.0595 0.0231 0.0463
Guerrero 0.0235 0.0796 0.0561 0.0503
Michoacén 0.0110 0.0874 0.0764 0.0461
Nayarit 0.0100 0.0587 0.0487 0.0291
Oaxaca 0.0280 0.0939 0.0659 0.0443
Sinaloa 0.0223 0.0974 0.0751 0.0536
Veracruz 0.0048 0.0990 0.0942 0.0374

Promedio general: 0.0396
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El 76% del total de los aislados presentaron valores de CEsg con rango de 0.02 a 0.06 ug
mL? (Figura 5), con un valor medio de 0.04 pug mL™, lo cual coincide con el valor
medio reportado por Zhang et al. (2013). Estos aislados pertenecen principalmente a
Chiapas y Nayarit, con 18 y 17 aislados, respectivamente. Por otra parte, descartando el
rango de valores medios (0.02 a 0.06 pg mL™), aislados con valor de CEsy < 0.02 pg
mL™, pueden ser considerados como altamente sensibles a procloraz. Estos, 12 aislados
(VER-2, VER-10, VER-1, VER-5y VER-6, NAY-3, NAY-13, NAY-18 y NAY-9, CHI-
18 y CHI-20 y MICH-3) entran en este rango, los cuales representan el 11% del total de
la poblacion evaluada. Sin embargo, de acuerdo a Kuo (2001), se pueden considerar
como aislados sensibles aquellos que presentan valores de CEsp menores a 0.038 pug mL”
! en este estudio 56 de los 101 aislados presentaron estos valores, lo cual representa el
55% del total, encontrandose 17 aislados en Nayarit, 15 en Chiapas, 8 en Veracruz, 4 en

Sinaloa, 4 en Oaxaca, 4 en Michoacan, 3 en Guerrero y 1 en Colima (Figura 5).

El 13% de los aislados, presentaron un valor de CEsp > 0.06 ug mL2. El aislado con el
valor de CEsp més alto fue VER-7 (0.099 pg mL™), el cual pertenece al huerto comercial
de mango con la variedad Tommy Atkins ubicado en Tierra Blanca, Veracruz, seguido
de los aislados SIN-2 (0.0974 pg mL™), OAX-2 (0.094 ug mL™) y SIN-3 (0.92 ug mL°
1. Después, con valores menores a 0.08 pug mL™, estan 4 aislados de Sinaloa, 2 de
Guerrero y 1 de Michoacan (Figuras 3, 4 y 5). Resultados similares fueron obtenidos por
Gutiérrez-Alonso et al. (2003), en donde, un aislado de Veracruz y otro de Sinaloa
presentaron los valores mas altos de CEsp, en comparacion con los aislados de Chiapas,
Guerrero y Michoacan. En Oaxaca, Martinez-Bolafios (2012), también observo que

aislados de C. gloeosporioides de litchi fueron altamente sensibles a procloraz,

36



encontrando valores de la CEsy de hasta 0.136 pug mL™?, al evaluar la inhibicién del

crecimiento micelial.

30 +
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i 24
25 T 29 Sinaloa
é 20 18 Oaxaca
o}
wn .
'© 14 Nayarit
3 15+
g m Michoacén
5 10 8
z T m Guerrero
4 4 .
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1
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Concentracién (ug mL1)

Figura 5. Numero de aislados del complejo de Colletotrichum gloeosporioides
correspondientes a los diferentes valores de CEsy (ug mL-*) de procloraz procedentes de
huertos de mango en Chiapas, Colima, Guerrero, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa y

Veracruz, México.

Se encontraron pocas diferencias de sensibilidad entre los 101 aislados al fungicida
procloraz (Figuras 3 y 4). Aunque no se obtuvieron valores de la CEsp altos, como en
otros estudios, el aislado VER-7 (0.09 ug mL™) comparando con aislados del mismo
estado VER-1, VER-2, VER-5, y VER-10, que tuvieron valores de la CEsy menores a
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0.009 pg mL™* (Figura 4), presenta una diferencia de 0.08 pg mL™, la cual es 10 veces
mayor. Diferencias similares entre aislados de C. gloeosporioides mango de la provincia
de Guangxi, China, fueron reportadas por Qin et al. (2013), siendo el valor mas alto de
la CEsp 10.5 veces mayor al valor mas bajo. Varios estudios concluyen que existe una
variacion considerable en el nivel de sensibilidad al fungicida procloraz entre aislados
del complejo C. gloeosporioides obtenidos del mango, sin reportar la resistencia de C.
gloeosporioides a procloraz (Kuo, 2001; Gutierrez-Alonso et al., 2003; Qin et al., 2013;
Zhang et al., 2013). Esta variacion de sensibilidad puede deberse a que este fitopatégeno
posee una extraordinaria capacidad de adaptacion y elevada variabilidad genética

(Gutiérrez, et al., 2003; Cruz- Hernandez, 2013).

Debido a que los 101 aislados del complejo C. gloeosporioides fueron sensibles al
fungicida procloraz, se recomienda su uso para el control de la antracnosis del mango en
postcosecha en México, tal como lo mencionaron Gutiérrez-Alonso et al., (2003).
Ademas, al igual que en otras partes del mundo (Kuo, 2001), el uso de procloraz en
México representa una alternativa eficaz para el manejo de la antracnosis del mango en
campo. Agrolslefia (1996), sefiald que el procloraz es un fungicida eficaz para el control
del hongo causante de la antracnosis debido a que actGa como protector y erradicante,
matando el hongo por contacto, por lo cual se puede emplear para el control de la
enfermedad en campo y formar parte de una alternativa valida en el control integrado de

la antracnosis del mango (Rondon et al., 2006).

El procloraz es el unico funguicida registrado para su uso en mango en postcosecha en la
Union Europea (Arauz, 2000), sin embargo, para el mercado de EE.UU. no ha sido
aprobado (Ploetz y Freeman, 2009). Al igual que, en otras frutas como el platano,
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papaya y limon, el procloraz puede usarse para el control de la antracnosis del mango en
postcosecha en Meéxico (Gutiérrez-Alonso et al., 2003; L&pez-Navarrete, 2010;
Martinez-Bolafios, 2012), debido a que el 83% de la produccién nacional de mango es
para consumo interno (FAOSTAT, 2014), ademas de que su uso estd aprobado en

México (SAGARPA, 2014).
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V. CONCLUSIONES

Los 101 aislados pertenecientes al complejo Colletotrichum gloeosporioides
causante de la antracnosis del mango en México, presentaron valores de CEs a
procloraz que variaron de 0.0048 a 0.099 pg mL™, lo que indicd, alta sensibilidad
del patégeno a este fungicida.

Se sugiere la aplicacion de este fungicida en condiciones de campo en México,
tal y como se ha usado en otras partes del mundo.

El procloraz puede ser usado para el control de la antracnosis como tratamiento

postcosecha en frutos de mango producidos en México.
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