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Resumen

La region del Pacifico centro de México cuenta con la mayor produccion de aguacate en México. A nivel
mundial, se han identificado 16 enfermedades postcosecha en aguacate, de las cuales antracnosis es la
que predominay es causada por un complejo de especies pertenecientes a Colletotrichum gloeosporioides.
El objetivo del estudio fue identificar a hongos patégenos causantes de antracnosis en postcosecha de
aguacate de la region del Pacifico centro de México. En 2019 se obtuvieron muestras de frutos de aguacate
cv. Hass de cinco huertos comerciales de aguacate en Michoacan, uno de Jalisco y dos de Nayarit. Los
frutos se incubaron hasta el desarrollo de antracnosis, se aislaron cepas que causaron la enfermedad, las
cuales se identificaron morfol6gica y molecularmente, y se construyé un arbol filogenético para verificar la
relacién entre las cepas aisladas. De los hongos patégenos causantes de antracnosis en frutos de aguacate
en postcosecha se aislaron 5 cepas de Michoacéan, 2 de Nayarit y una de Jalisco. Los numero de accesion
en el GenBank de las secuencias ITS (ITS1-ITS4) mostraron porcentajes de cobertura entre 99-100 % e
identidad entre 99-100 % con C. gloeosporioides. Por lo que se confirma la identidad de los aislados de
hongos patdgenos como Colletotrichum gloeosporioides sensu lato basados en las caracteristicas
morfolégicas y secuencias moleculares analizadas.
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Colletotrichum gloeosporioides sensu lato MAIN CAUSAL AGENT OF AVOCADO
ANTHRACHNOSIS IN POSTHARVEST

Abstract

The central Pacific region of Mexico have the highest cv. Hass avocado production in Mexico. Worldwide
16 postharvest diseases have been identified in avocado, of which anthracnose is the predominant disease,
and Colletotrichum gloeosporioides species complex is the causal agent. The study aimed to identify
pathogenic fungi that cause anthracnose in the postharvest of Hass avocado in the central Pacific region of
Mexico. In 2019, avocado fruits were sampled from five commercial orchards in Michoacan, one in Jalisco,
and two in Nayarit. The fruits were incubated until the development of anthracnose, strains that caused the
disease were isolated, a morphological and molecular identification was carried out and a phylogenetic tree
was made to verify the relationship between the isolated strains. Five isolates from Michoacan, 2 from
Nayarit, and one from Jalisco of pathogenic fungi causing anthracnose in postharvest avocado fruits were
isolated. The accession numbers in the GenBank of the ITS sequences (ITS1-ITS4) showed coverage
between 99-100 % and identity between 99-100 % with C. gloeosporioides. Therefore, the identity of the
isolates of pathogenic fungi corresponded to Colletotrichum gloeosporioides sensu lato based on the
characteristics, morphological, cultural, and molecular sequences analyzed is confirmed.

Key words: Persea americana Miller, Fungi, Morphology and molecular characterization.
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Introduccioén

La region del Pacifico centro de México es la zona de mayor produccion de aguacate cv. Hass
en México. En esta region, se cosecha el 88 % de la produccion nacional (2.1 millones de t) (SIAP-
Produccion Agricola, 2020). Aunque se han identificado, a nivel mundial, 16 enfermedades de
postcosecha en aguacate, antracnosis es la que predomina y es causada por un complejo de
especies pertenecientes a Colletotrichum gloeosporioides (Bill et al., 2014; Bautista-Bafios et al.,
2019). Las perdidas en postcosecha pueden variar dependiendo del periodo de almacenamiento
en refrigeracion, donde de 1-2 semanas, las pérdidas postcosecha pueden ascender hasta un 20
% y de 3-5 semanas de refrigeracion, la pérdida potencial puede ser de 80-100 % (Boonruang et
al., 2017; Pedreschi et al., 2019).

Aunqgue el desarrollo de antracnosis se presenta en postcosecha, la infeccion del patégeno por
C. gloeosporioides sensu lato, se muestra en las primeras etapas de desarrollo del fruto, a través
de heridas, aberturas naturales o por penetracion directa de la cuticula. Sin embargo, por la
actividad antifungica del fruto, el hongo permanece por debajo de la cuticula en estado latente
(quiescente), hasta que el fruto comienza el proceso de maduracidon después de la cosecha
(Rodriguez-Lopez et al., 2009; Prusky et al., 2013).

Para un control eficiente de antracnosis en postcosecha, es necesario la identificacion del
patégeno agente causal. Colletotrichum gloeosporioides, por la amplitud de hospederos y climas,
su patogenicidad y virulencia, puede variar geograficamente. La identificaciébn con base a las
caracteristicas morfolGgicas es limitada, por lo que es necesario, usar técnicas moleculares. El
primer ITS (5.8 S ribosomal RNA) permite la identificacién a nivel género y especie, aunque no
es un primer especifico para C. gloeosporioides, permite identificar al complejo de especies de
C. gloeosporioides (Sharma et al., 2017) y construir arboles filogenéticos. El objetivo del presente
estudio fue identificar a hongos patégenos causantes de antracnosis en postcosecha de frutos

de aguacate cv. Hass de la regién del Pacifico centro de México.

Materiales y Métodos

Muestreo y aislamiento de hongos

En 2019, se obtuvieron muestras de frutos de cinco huertos comerciales de aguacate cv. Hass
de Michoacan, uno de Jalisco y dos de Nayarit. En cada huerto se cosecharon 20 frutos, sin
dafios mecanicos (cortadas y heridas) y visiblemente sanos (calidad suprema), éstos se

incubaron a 24 £ 2 °Cy 90 + 5 % de humedad relativa (HR) hasta que la antracnosis se desarrollo,
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que fue entre 7-10 dias. En los frutos, donde se presentaron con mas rapidez los sintomas de
antracnosis, se obtuvieron muestras las cuales fueron sembradas en agar papa dextrosa (PDA,;
DIBICO, Cuautitlan Ixcali, México) e incubadas a 27 + 2 °C y 90 £ 5 % HR. Los cultivos fueron
purificados por resiembras sucesivas y para garantizar la identidad y pureza de cada aislado, y
colonias genéticamente homogéneas, se realizaron cultivos monospéricos con diluciones de
esporas de 1:10, 1:100 y 1:1000, donde las esporas germinadas en agar-agua, se sembraron en
agar PDA (Uysal y Kurt, 2020). Las cepas caracterizadas, se inocularon en frutos de aguacate
cv. Hass para confirmar los postulados de Koch, realizando nuevamente los aislamientos para

corroborar la identificacion.

Identificacion morfolégica

Para la identificacion morfolégica, cada cepa aislada fue inoculada en cajas de Petri con PDA e
incubada a 27 + 1 °C por 7 dias. Cada 24 horas se midi6 el diametro de la colonia y se calculé la
velocidad de crecimiento en mm/dia. En el dia 7 de incubacion se realiz6 una descripcion
morfolégica basada en el color de la colonia (micelio), color de masas conoidales y presencia de

acervulos. Ademas de forma, longitud y didmetro de espora.

Identificacion molecular

Para confirmar la identificacion, género y especie, de los aislados de las cepas de Colletotrichum,
se utilizé la técnica por PCR. La extraccion de ADN de las cepas se realiz6 mediante la técnica
descrita por Doyle y Doyle (1990). Las regiones ITS (Internal Transcribed Spacer) del rDNA fueron
amplificadas mediante los dos indicadores: ITS1 (5CAACTCCCAAACCCCTGTGA-3') e ITS4
(5"GCGACGATTACCAGTAACGA-3). Las amplificaciones, por PCR, se realizaron en un
termociclador (Applied Biosystem® GeneAmp® PCR System 9700, California, EUA) tomando 15
uL de mezcla de reaccién que contenian 0.18 mL de cada indicador (primer), 0.18 mL de DNTPs,
0.9 U de GoTagVR ADN polimerasa (Promega, Madison, WI, USA) y 3 mL de indicador. Las
condiciones fueron las siguientes: desnaturalizacion a 95 °C por 4 min, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, alineacién a 58 °C por 1 min y una extension a 72 °C por 2
miny finalmente, una extensién a 72 °C por 10 min. Las amplificaciones de PCR fueron limpiadas
usando ExoSAP-IT® (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) y secuenciadas usando BigDyeTM
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied BiosystemsTM) en un 3130, analizados con un
secuenciador genético (Applied BiosystemsTM) del Colegio de Postgraduados (Silva-Rojas and
Avila-Quezada, 2011; Fuentes-Aragon et al., 2018).
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Arbol filogenético

El arbol filogenético se construy6 utilizando el algoritmo Neighbor-Joining construido en MEGA
v.5., para identificar los haplotipos entre las secuencias. Las secuencias se compararon con la
base de datos de secuencias NCBI usando el algoritmo BLAST como una identificacion

aproximada para usarla en el analisis filogenético (Jaimes et al., 2015).

Resultados y Discusion

Identificacion morfolégica

De los hongos patdgenos asilados causantes de antracnosis en frutos de aguacate cv. Hass en
postcosecha (Figura 1), cinco fueron de Michoacan, dos de Nayarit y uno de Jalisco. La
identificacion preliminar, mostré algunas caracteristicas similares entre las cepas aisladas. La
velocidad de crecimiento fue entre 11y 13 mm/dia. Las caracteristicas de las colonias de los ocho
aislados, se caracterizaron por micelio aéreo de color blanco a gris oscuro, con anillos
concéntricos, con presencia de acérvulos, masas conoidales anaranjadas y esporas de forma

cilindrica a elipsoidal (44 = 4 ym de longitud y 13 + 2 um de diametro) (Figura 2).

Figura 1. A) fruto de aguacate ‘Hass’ completamente sano al momento de la cosecha, B) fruto con
sintomas externos de antracnosis y C) sintomas internos de antracnosis.

-274 -



VI CONGRESO LATINOAMERICANO
— DE AGUACATE —

ustemala + 9-12 Nov 2

Figura 2. Colonias de especies de Colletotrichum en PDA después de 7 dias de incubacion (27 °C + 2 °C)
aisladas de aguacate ‘Hass’. A) frente de la caja, B) revés de la caja y C) esporas del hongo.

Identificacion molecular

Los numeros de accesion en el GenBank de las secuencias ITS (ITS1-ITS4) mostraron

porcentajes de cobertura entre 99-100 % e identidad entre 99-100 % con C. gloeosporioides

(Cuadro 1), por lo que se confirma la identidad de los aislados de hongos patégenos como

Colletotrichum gloeosporioides sensu lato basados en las caracteristicas, morfolégicas, culturales

y secuencias moleculares analizadas (Figura 4).

Cuadro 1. Nimero de accesion, cobertura e identidad de las secuencias ITS con el género Colletotrichum
usado en el analisis filogenético.

Aislado GenBank Cobertura (%) Identidad (%) Especie asignada
1. Up Cg M4 KX022506.1 100 99.82 C. gloeosporioides
2. Tin Cg M13 MK426765.1 100 100 C. gloeosporioides
5. Tan Cg M40 KX022506.1 100 99.65 C. gloeosporioides
6. LRe Cg M46 KU662388.1 99 100 C. gloeosporioides
7. LRe Cg M48 KU662388.1 99 100 C. gloeosporioides
8. Tpc Cg N8 KX022503.1 100 99.82 C. gloeosporioides
9. Xal Cg N22 KU662388.1 100 99.82 C. gloeosporioides
10. CdG Cg J22 KU662377.1 99 99.83 C. gloeosporioides
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Figura 3. Arbol filogenético de ocho aislados de pertenecientes al complejo de especie de Colletotrichum
gloeosporioides obtenidos de frutos de aguacate cv. Hass cosechados libre de dafios mecanicos y
completamente sanos muestreados en la regién del Pacifico dentro de México, posteriormente con

sintomas de antracnosis en postcosecha.

Colletotrichum gloeosporioides sensu lato ya ha sido reportado en México como agente causal
de antracnosis en pre y postcosecha aguacate cv. Hass (Fuentes-Aragon et al., 2018). Las
especies mas prevalecientes y virulentas pertenecientes a este complejo son Colletotrichum
chrysophilum, C. siamense, C. jiangxiense, C. tropicale y C. cigarro (Fuentes-Aragén et al., 2020)

reportadas en México para aguacate.

Es importante, centrar la atencién en Colletotrichum gloeosporioides sensu lato como el principal
agente causal de antracnosis en aguacate en pre y postcosecha. El control de antracnosis en
postcosecha podria llevarse a cabo mediante métodos quimicos y no quimicos (natural,

biodegradable y no toxico). Sera importante evaluar tratamientos de baja residualidad que puedan

- 276 -



VI CONGRESO LATINOAMERICANO

—DE AGUACATE —

ser aplicados en precosecha cuando aun esta adherido al &rbol y cercanos a la cosecha, y en
poscosecha, que permitan disminuir la concentracion del patégeno. Algunos compuestos
naturales pueden tener actividad antifingica y actividad inductora de mecanismos de defensa en
células vegetales (Munhuweyi et al., 2020). Estas sustancias consideradas GRAS (generalmente
reconocidas como seguras, por sus siglas en inglés) pueden desestabilizar la pared celular del
hongo, y la membrana plasmatica, mediante interacciones electrostaticas, solubilizaciéon de
proteinas o peroxidacion de lipidos. Algunas de estas sustancias pueden ser quitosano, aceites
esenciales, &cido salicilico, silicatos, é&cido jasmonico, propdleo, sales organicas, &cido
hiperacético, entre muchas otras (Gonzalez-Estrada et al., 2020).

Conclusiones

El agente causal de antracnosis en la regidn del Pacifico centro de México es Colletotrichum
gloeosporioides sensu lato. En futuros estudios, serd necesario buscar métodos amigables con
el ambiente para el control de la antracnosis causada por Colletotrichum gloeosporioides sensu
lato en pre y postcosecha de aguacate, asi como la identificacién precisa las especies de este

complejo que estan causando antracnosis en postcosecha.
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