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RESUMEN

La papa, tomate y chile son hortalizas de gran importancia a nivel mundial y
nacional. Sinaloa resalta los altos niveles de produccién de estas hortalizas a nivel
nacional. En ciclos agricolas recientes el pafo de la papa se ha constituido como
una de las enfermedades mas importantes en Sinaloa. En el presente trabajo se
confirmé la identidad mediante estudios morfolégicos y moleculares del hongo
Colletotrichum coccodes y se demostro su patogenicidad de tres aislados del hongo
en papa var. Fianna donde causaron los sintomas tipicos de pano de la papa en los
tubérculos y pudricién de tallos en las plantas cuando estas llegaron a la etapa
fenologica de llenado de tubérculos y cosecha. Paralelamente, se realizaron
pruebas de patogenicidad de los mismos aislados en tomate hibrido DRD 8551 y
chile hibrido Plata, donde no se observaron sintomas de amarillamiento y marchitez
en las plantas inoculadas, pero si se observaron acérvulos en el area cortical de la
raiz de ambas solanaceas. Las pruebas de efectividad biolégica in vitro indicaron
que un aislado representativo de C. coccodes fue altamente sensitivo a la dosis de
10y 100.0 ppm del fungicida procloraz y a las dosis de 5y 10 ppm de propiconazol,
asi como a las dosis altas (500 y 1000 ppm) de hidréxido cuprico. Mientras que
dicho aislado fue moderadamente sensible al metil-tiofanato y al fluoxastrobin. En
el mismo ensayo de efectividad biolégica de la bacteria Bacillus cereus también
mostro inhibicidn in vitro de C. coccodes, lo cual fue mas evidente cuando la bacteria
se utilizé a partir de cultivos de 48 h, que cuando se utilizé en formulacion en polvo

humectable.

Palabras clave: Papa, tomate, chile, Patogenicidad, Colletotrichum coccodes.



ABSTRACT

The potato, tomato and pepper are vegetables of great importance worldwide and
nationally. Sinaloa highlights the high levels of production of these vegetables
nationwide. In recent agricultural cycles, potato cloth has become one of the most
important diseases in Sinaloa. In the present work, the identity of the fungus
Colletotrichum coccodes was confirmed by morphological and molecular studies and
its pathogenicity of three isolates of the fungus in potato var. Fianna where they
caused the typical symptoms of potato cloth on tubers and stem rot on plants when
they reached the phenological stage of tuber filling and harvesting. At the same time,
pathogenicity tests were carried out on the same isolated tests on hybrid tomato
DRD 8551 and hybrid pepper Plata, where no symptoms of yellowing and wilting
were observed in the inoculated plants, but there were observed cervules in the
cortical area of the root of both nightshades. In vitro biological effectiveness tests
indicated that a representative isolate of C. coccodes was highly sensitive to doses
of 10.0 and 100.0 ppm of the fungicide prochloraz and to doses of 5.0 and 10.0 ppm
of propiconazole, as well as to high doses (500.0 and 1000.0 ppm) of cupric
hydroxide. While said isolate was moderately sensitive to methylthiophanate and
fluoxastrobin. In the same biological effectiveness test, the bacterium Bacillus cereus
also showed in vitro inhibition of C. cocodes, which was more evident when the
bacterium was used from 48-hour cultures, than when it was used in a wettable

powder formulation.

Keywords: Potato, tomato, pepper, Pathogenicity, Colletotrichum coccodes.
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micelial in vitro de aislados de Colletotrichum coccodes de la concentracion menor
a la mayor. A) Testigo. B) 1 ppm. C) 5 ppm. D) 10 ppm. E) 100 ppm. F) 300

Figura 17. Efectividad biolégica del fungicida hidroxido cuprico sobre el crecimiento
micelial in vitro de aislados de Colletotrichum coccodes de la concentracion menor
a la mayor. A) Testigo. B) 100 ppm. C) 300 ppm. D) 400 ppm. E) 500 ppm. F) 1000

Figura 18. Efectividad bioldgica de Bacillus cereus sobre el crecimiento micelial in
vitro de Colletotrichum coccodes. A) crecimiento micelial sin bacteria, B) suspension
bacteriana B. cereus, C) polvo humectable sin bacteria y D) B. cereus + polvo
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I. INTRODUCCION GENERAL

La papa (Solanum tuberosum L.) es el cuarto cultivo con mayor produccion a
nivel mundial. En México la papa se siembra en 22 estados, en Baja California Sur,
Chiapas, Chihuahua, Jalisco, México, Nuevo Ledn, Puebla, Sinaloa, Sonora, y
Veracruz se concentra el 93% de su produccion. Los productores mayoritarios son
Sinaloa y Sonora, ya que en el 2017 el volumen de las cosechas generd un ingreso
de 4,685 millones de pesos. Cabe mencionar que Sinaloa representa un 20% de la
produccion nacional y la superficie sembrada en el 2020, fue de 13,250 ha,
cosechando el 100% (SIAP, 2020).

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es originario del oeste de America del sur
y es una de las hortalizas de mayor importancia a nivel global, la cual pertenece a
la familia de las Solanaceas (Peralta et al., 2006). Cabe mencionar que este cultivo
representa un 36% de la superficie sembrada en el pais y los estados que lo
producen son: Baja California, Baja California Sur, Chihuahua, Sonora y Sinaloa.
(SIAP, 2020). Por otra parte, Sinaloa en el 2020 sembré 10,369 ha de tomate y
cosecho el 100% de la superficie sembrada (SIAP, 2020).

El chile (Capsicum annuum L.) es una de las especies horticolas mas
importantes debido a la alta cantidad de hectareas sembradas a nivel mundial y en
México tiene un alto impacto econémico por su alto consumo y rentabilidad (FAO,
2008). Por otro lado, el pais tiene mas del 69% de la superficie de siembra, la cual
estad concentrada en Chihuahua, Jalisco, San Luis Potosi, Sinaloa y Zacatecas
(SIAP, 2020). Durante el 2020 se sembraron 14,438 ha de chile, pero se cosechd
solo el 99.6% de dicha superficie y se asume que el 0.4% del area perdida durante

el ciclo agricola se debe a factores bidticos y abioticos (SIAP, 2020).

10



Las hortalizas son cultivos de alto valor comercial que durante sus ciclos se ven
afectadas por una alta gama de enfermedades de origen viral, bacteriano y fungoso como
marchitez (Fusarium spp.), costra negra (Rhizoctonia spp.), tizdn temprano (Alternaria
solani) (Cuesta et al., 2014; Garcia et al., 2018). La antracnosis o pafo de la papa es de
suma importancia para cultivos agricolas de papa, tomate y chile (Belov et al., 2017;
Jamiolkowska et al., 2018; Pérez et al., 2019).

La antracnosis de las solanaceas (denominada comunmente pafio de la papa en
Sinaloa) es causado por Colletotrichum coccodes (Wallr), una de las enfermedades mas
importantes a nivel mundial, ya que afecta cultivos de papa, tomate y chile (SENASICA,
2019); su incidencia ha aumentado en hortalizas, frutas, cereales, plantas herbaceas,
maderables y ornamentales, en zonas tropicales y templadas (Udayanga et al., 2013;
Rojo et al., 2017; Jamiolkowska et al.,, 2018). Esta enfermedad puede generar
reducciones significativas del rendimiento hasta de un 30% de acuerdo a la virulencia del

patdégeno y las condiciones ambientales favorables (Tsror et al., 1999).

Colletotrichum coccodes ha sido reportado en paises como Inglaterra y Escocia
donde evaluaron la interaccidn entre la resistencia de los cultivares y la densidad del
inoculo en el suelo (Brierley et al., 2014). Se mostr6 sintomas causados por el pafio en
papa en los cultivos de Turquia (Cakir et al., 2019). A su vez en México, el patégeno fue
consignado en tomate manifestando la enfermedad de antracnosis (Nieto et al., 2019).
Por otro lado, en la India se reportan plantas de chile infectadas por este hongo (Sharma
et al., 2011) al igual que en cultivos de papa en México fue reportado el fitopatogeno en

una hortaliza de importancia agricola como la papa (Pérez et al., 2019).

El pafo de la papa se ha incrementado debido al aumento de las papas para
mercado fresco, lo que ha llevado a los productores a lavar los tubérculos para exponer
la calidad y apariencia, pero existen algunos patégenos de importancia que afectan de
forma directa en la piel de los tubérculos como la costra negra (Rhizoctonia solani),
marchitez (Verticillium dahliae) y pafio de la papa (C. coccodes). Cada una de estas
enfermedades se consideraba de poca importancia, pero ahora si cuentan con un efecto
directo sobre la calidad de las papas (Lees y Hilton, 2003; Woodhall et al. 2007; Alkher
et al., 2009).
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El fitopatdgeno se disemina a través del salpique de agua de lluvia y el viento; tiene
la capacidad dispersarse en la semilla contaminada, plantulas que provienen de suelo o
sustrato infectado, frutos enfermos y tubérculos colonizados (Andrivon et al., 1998; Byrne
et al., 1998: Dillard y Cobb, 1998; Lees y Hilton 2003; Pasche et al., 2010; Ben y Tsror
2009). Existen reportes que muestran que el indculo transmitido por el suelo es de mayor
importancia que el transmitido por la semilla (Nitzan et al., 2008; Lees et al., 2010). El
hongo sobrevive en abundantes esclerocios que se producen en tallos, raices, estolones
y tubérculos infectados; con frecuencia se le consideraba una enfermedad menor, sin
embargo, su importancia se ha incrementado por la demanda de tubérculos con buen
aspecto y alta calidad (Jellis y Taylor, 1974; Dillar, 1992; Lees y Hilton, 2003). Este
patdgeno se manifiesta a través de lesiones semicirculares y hundimientos en forma de

anillos concéntricos (Cai et al., 2009).

Para controlar la enfermedad causada por C. coccodes, se requiere que los
productores implementen un sistema de manejo integrado, donde se integren diferentes
recursos, como la rotacion de cultivos, barbechos con arado de vertedera, buen drenaje,
solarizacién, eliminacién de maleza y uso de tubérculo semilla certificada (Denner et al.,
2000; Than et al., 2008; Saxena et al., 2016). En el manejo se debe incluir un diagndstico,
evaluacion de riesgos, el uso de fungicidas sintéticos que ayuden a una reduccion de
inoculo inicial y al éxito en la sustentabilidad agricola (Landero et al., 2016). En afios
recientes, la incidencia del pafio en papa para consumo en fresco ha alcanzado el 16%
de incidencia en el norte de Sinaloa, se repercutio en la calidad de la cosecha en siembras
tardias. Aun cuando la enfermedad no se ha consignado en tomate y chile en la region
de Sinaloa, existen publicaciones en Francia, Estados Unidos, Brasil, Israel y la India de
este fitopatdgeno, donde se reporta que ataca a estos cultivos. (Tozze et al., 2006; Alkan
et al., 2008; Sharma et al., 2011).

Por lo anterior, los objetivos del presente trabajo fueron: Identificar morfolégica y
molecularmente aislados de C. coccodes asociados al pafio de la papa, determinar si los
aislados del hongo que ocurren en papa son patogénicos en tomate y chile en
condiciones de invernaderos y probar la efectividad biologica in vitro de fungicidas contra

el hongo.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Papa (Solanum tuberosum L.)

2.1.1. Origen y distribucion

El cultivo de papa (Solanum tuberosum L.) es originario de la Cordillera de los
Andes, en la frontera de Bolivia y Peru, esta hortaliza se ha cultivado por mas de 8,000
anos. Esta region se encuentra a una altura de 3,800 metros sobre el nivel del mar y se
ubica muy cerca del lago Titicaca, con una gran diversidad de especies de papas
silvestres y cultivadas (FAO, 2008; Sahair et al., 2018). La papa se cultiva en paises como
la India, Rusia, Ucrania, Estados Unidos de América, Alemania, Bangladesh, Francia,
México, pero es China el productor mayoritario. (FAOSTAT, 2019).

2.1.2. Caracteristicas morfologicas

La papa dicotiledonea de la familia solanacea, posee una raiz que procede de una
semilla sexual y contiene muchas raices adventicias. Estds se encuentran con mayor
abundancia en los primeros 30 cm de la superficie del suelo (Huaman, 1994). El tallo esta
constituido por un tallo principal, que se origina a través del tubérculo semilla. El tallo
secundario se desarrolla a partir de la yema subterranea y el tallo estolonifero se
manifiesta a través del estolon (Egusquiza, 2000). Las hojas son compuestas, contienen
foliolos primarios y secundario, su tamafno incrementa a medida que las hojas se alejan

del nudo de insercion (Huaman, 1994).

Las flores contienen cinco sépalos, la corola cuenta con cinco pétalos que estan
unidos en la base, los cuales forman una superficie plana con cinco Iébulos donde el
androceo presenta cinco estambres formado por filamento y antera, el gineceo tiene un
pistilo constituido por un ovario supero, bilocular, estigma y estilo. La cantidad de flores y
su color es dependiente al genotipo (Sanchez, 2003). El fruto es una baya oval muy
pequefa que contiene en el interior semillas sexuales, su color se diferencia entre

amarillo y verde, en algunas ocasiones violeta e incluso café (Huaman, 1994).
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2.1.3. Taxonomia de la papa basado en (GBIF, 2021).

Reino: Plantae
Phylum: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Especie: Solanum tuberosum L.

2.1.4. Produccién mundial y nacional

En 2019, los mayores productores de papa a nivel mundial fueron: China, India,
Rusia, Ucrania, Estados Unidos de América, Alemania, Bangladesh, Francia y México
con 91.88, 50.19, 22.74, 20.26, 19.18, 10.60, 9.65, 8.56 y 1.78 millones de toneladas
(FAOSTAT, 2019). En México, existen 22 estados productores de papa, sin embargo, el
93% de la produccion nacional se concentra en Baja California Sur, Chiapas, Chihuahua,

Jalisco, México, Nuevo Ledn, Puebla, Sinaloa, Sonora y Veracruz (SIAP, 2020).

2.1.5. Enfermedades

El cultivo de papa, durante todas sus etapas fenoldgicas, se encuentra limitado por
diversos factores bioticos y abidticos que deterioran la calidad (Rivadeneira et al., 2020).
Las lesiones en tubérculos pueden presentarse como manchas, agallas y/o pudriciones
causadas por hongos, bacterias y nematodos, el cual distorciona su apariencia, lo que

provoca el rechazo del consumidor (Fiers et al., 2010; 2012; Garcia et al., 2018).
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2.1.5.1. Enfermedades causadas por bacterias

Las principales enfermedades bacterianas que afectan a la papa son: necrosis
(Enterobacter aerogenes), Pudricion (Pseudomonas fluorescens), rofia comun
(Streptomyces sp.) asociado a manchas atipicas (Garcia et al., 2018). La marchitez
bacteriana causada por Ralstonia solanacearum es uno de los factores que limitan la
produccion (Kumar et al., 2018). El cancer bacteriano (Clavibacter michiganensis)
provoca pérdidas econdmicas (Sagcan y Turgut, 2019). Con respecto a las especies de
Pectobacterium, estas producen la pudricion blanda en diversos cultivos (Joshi et al.,
2016).

2.1.5.2. Enfermedades causadas por virus

Se ha reportado que existen mas de 50 virus que son capaces de infectar a las
papas a nivel mundial, pero solo algunos de ellos pueden causar pérdidas considerables,
los virus mas dafinos son (PVY) Potato virus Y (PLRV) Potato leafroll virus a nivel global.
Las pérdidas causadas por estos dos virus pueden llegar a superar el 80% cuando se
combinan con otros. El (PVX) Potato virus X esta presente en muchas partes del mundo
y las pérdidas causadas son del 10 a 40% en infecciones particulares, pero en
combinacioén con (PVY) ocasiona hasta un 80% del rendimiento de tubérculos (Kreuze et
al., 2020).

2.1.5.3. Enfermedades causadas por nematodos

Entre los fitoparasitos que influyen de forma negativa al rendimiento y la calidad,
estan los nematodos como Meloidogyne spp., Pratylenchus spp., Ditylenchus spp.,
Nacobbus spp., las especies de Globodera spp., tienen un alto impacto con pérdidas en
el rendimiento de hasta un 50% (Pacajes et al., 2002; Duceppe et al., 2017; Lima et al.,
2018).
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2.1.5.4. Enfermedades causadas por hongos y oomycetes

Existen enfermedades en |la papa causadas por hongos y oomycetes que producen
sintomas y afectaciones severas en la cantidad y la calidad de la produccion. En estudios
recientes se ha informado que algunas de las enfermedades mas comunes que se
presentan en campo son la marchitez (Fusarium oxysporum, F. solani, F. verticillioides),
marchitez de plantula (Rhizoctonia solani), tizén temprano (Alternaria solani), antracnosis
(Colletotrichum sp.), moho blanco (Sclerotinia sclerotiorum) y tizén tardio (Phytophthora
infestans) (Stefanczyk et al., 2016; Bjorsell et al., 2017; Kurt et al., 2017; Garcia et al.,
2018; Zhang et al., 2020).

2.2. Tomate (Solanum lycopersicum L.)

2.2.1. Origen y distribucion

El cultivo de tomate es originario de América del Sur y fue transportado a Europa
por los espanoles en el siglo XVI. Este producto fue llevado a América del Norte por los
europeos en el siglo XVIII (Hanssen y Lapidot, 2012). Se asume que el tomate fue
domesticado en el golfo de México, en los estados de Veracruz y Puebla, una vez que
fue aceptado, por los europeos, los jardineros italianos se concentraron en el
mejoramiento del cultivo, hasta que formara parte de una alimentacion balanceada en el
pais (Long, 1995; Delices et al., 2019). Aunque la evidencia favorece a México como el
centro de domesticacion mas importante del tomate, esta se cultiva en varias partes del
mundo como: Turquia, Estados Unidos de América, Egipto, Italia, Iran, Espafia y México,

pero los principales productores son China y la India. (FAOSTAT, 2019).

2.2.2. Caracteristicas morfolégicas

La planta de tomate puede crecer de forma rastrera, semirrecta o erecta, algunas
son de desarrollo indeterminado con raices primarias, secundarias y adventicias. El tallo
principal tiene un grosor de 2-4 cm en su base, su estructura consta de epidermis, corteza
y su sistema interno esta constituido por un cilindro vascular y tejido medular. La hoja
esta compuesta por foliolos con un borde dentado y la flor es regular, hipégina con mas
de cinco sépalos, el numero de los pétalos es igual con una coloracion amarilla, los
estambres se alternan en los pétalos y las flores se agrupan en racimo (Jiménez y Oseas,
2017).
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2.2.3. La taxonomia de tomate basado en (GBIF, 2021).

Reino: Plantae
Phylum: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Especie: Solanum lycopersicum L.

2.2.4. Produccién mundial y nacional

En el 2019, los maximos productotres de tomate fueron China, la India, Turquia,
Estados Unidos de América, Egipto, Italia, Iran, Espafa y México con 62.86, 19.00, 12.84,
10.85, 6.75, 5.25, 5.24, 5.00 y 4.27 millones de toneladas, en forma respectiva
(FOASTAT, 2019). En México, la produccion de tomate se distribuye en 32 estados, de
los cuales el 85% de la produccién se concentra en Baja California, Baja California Sur,
Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, San Luis Potosi,

Sinaloa, Sonora, Veracruz y Zacatecas (SIAP, 2020).

2.2.5. Enfermedades

En el cultivo de tomate algunas enfermedades como marchitez vascular por el
fitopatégeno (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici) producen dafios superiores al 60%
(Carmona et al., 2020). Asi mismo, la enfermedad de antracnosis (C. coccodes) puede
ocasionar pérdidas superiores al 50% (Cardona et al., 2008). Cabe mencionar que hay
un gran numero de organismos que estan asociados a esta planta que pueden afectar
raices, hojas, tallos y frutos (Apodaca, et al., 2001; Félix y Galvez, 2002; TM et al., 2018).
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2.2.5.1. Enfermedades por bacterias

Las enfermedades causadas por bacterias que se han reportado con dafos
importantes en tomate son la podredumbre del tallo (Pectobacterium carotovorum subsp.
brasiliensis) (Caruso et al., 2016), cancer bacteriano (Clavibacter michiganensis) (Nandi
et al., 2018) y mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria, X. euvesicatoria, X. gardneri
y X. perforans (Kizheva et al., 2020).

2.2.5.2. Enfermedades causadas por virus

Las enfermedades causadas por virus en tomate son: (TICV) Tomato infectious
chlorosis virus, (ToCV) Tomato chlorosis virus (Hirota et al., 2010). Cabe mencionar que
una de las enfermedades virales mas devastadoras en las regiones tropicales y
subtropicales de tomate es el (TYLCV) Tomato yellow curl virus, ya que puede llegar a

ocasionar perdidas hasta un 100% (Moriones y Castillo, 2000; Prasad et al., 2020).

2.2.5.3. Enfermedades causadas por nematodos

Existen enfermedades causadas por nematodos que limitan la produccion. En
estudios recientes se han reportado a Pratylenchus brachyurus, P. delattrei,
Rotylenchulus y Meloidogyne spp., como parasitos de la raiz (Flis et al., 2018; Kidane et
al., 2019; Zhang et al., 2019). Los nematodos fitoparasitos como Tylenchorhynchus sp. 'y
Helicotylenchus sp., han concebido pérdidas hasta de un 20% en el cultivo de tomate en
la zona occidental de Nicaragua (Sasser y Freckman, 1987; Sasser, 1989; Overman,
1999; Shurtleff y Averre, 2000).

2.2.5.4. Enfermedades causadas por hongos y oomycetes

El cultivo de tomate se ve afectado por enfermedades inducidas por hongos y
oomycetes, las mas comunes en campo son antracnosis (Colletotrichum coccodes) tizén
temprano (Alternaria alternata), tizon tardio (Phytophthora infestans), pudricion seca
(Fusarium oxysporum), moho (Neoscytalidium dimidiatum), mancha gris (Stemphylium
solani), moho gris (Botrytis cinerea), moho blanco (Sclerotinia sclerotiorum), marchitez
por Pythium spp., damping off (Rhizoctonia solani) y tizén sureno (Sclerotium rolfsii)
(Cardona et al., 2016; Prasad et al., 2017; De Souza et al., 2018; Debbi et al., 2018;
Gherbawy et al., 2018; Pérez et al., 2019; Sautua et al., 2019; Turkolmez et al., 2019;
Wang et al., 2019).
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2.3. Chile (Capsicum annuum L.)
2.3.1. Origen y distribucion

El cultivo de chile se origin6 en las zonas tropicales de Latinoamérica. México es
considerado un hogar para los chiles nativos (Hussain y Abid, 2011). Esta hortaliza esta
ubicada en el cuarto lugar en el mundo. Durante el proceso de evolucion fue el primer
cultivo domesticado en América. Las especies Capsicum annuum, C. frutescens y C.
chinense, evolucionaron con base en un ancestro en comun que crecié en el norte del
Amazonas, al noroeste de Brasil y Colombia (Saxena et al., 2016). El chile, es originario
de Latinoamérica y es una hortaliza que se cultiva en varias regiones del mundo como:
México, Turquia, Indonesia, Espafa, Egipto, Nigeria, Argelia y Estados Unidos de
América, pero China es el productor maximo (FAOSTAT, 2019).

2.3.2. Caracteristicas morfolégicas

El chile es un arbusto que mide de 0.5 a 1.5 metros de altura, su planta es erecta,
ramificada y se cultiva una vez al afo, tiene una raiz principal y multiples raices laterales;
los tallos miden hasta 1 cm de diametro con una coloracién verde-marrén con manchas
violaceas muy cerca de los nudos, sus hojas pueden ser alternas o simples, sus peciolos
y pedicelos pueden medir hasta 10 cm de largo y 3 cm, en forma respectiva, los frutos

puede llegar a medir hasta 8 cm de largo pero su tamafo es muy variable (CABI, 2020).

2.3.3. La taxonomia de chile basado en (GBIF, 2021).
Reino: Plantae

Phylum: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Capsicum

Especie: Capsicum annuum L.
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2.3.4. Produccién mundial y nacional

Esta hortaliza juega un rol muy importante en las industrias farmacéuticas y en el
sector comercial, con multiples beneficios nutricionales, medicinales y econdmicos
(Hussain y Abid, 2011). En el 2019, los mayores productores de chile fueron China,
México, Turquia, Indonesia y Espafia con 19.00, 3.23, 2.62, 2.58, 1.40, millones de
toneladas (FAOSTAT, 2019).

En México, la produccion de chile se distribuye en 32 estados, de los cuales el 95%
de la produccion se concentra en Baja California Sur, Campeche, Chiapas, Chihuahua,
Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Oaxaca, Puebla, San Luis

Potosi, Sinaloa, Sonora, Veracruz y Zacatecas (SIAP, 2020).

2.3.5. Enfermedades

El chile es una de los cultivos de importancia que se produce a nivel mundial, pero
existen algunos factores que limitan su produccion, lo que afecta su rendimiento y calidad,
donde sobresalen las enfermedades causadas por patégenos como hongos, Oomycetos,
bacterias, nematodos y virus atacando la salud de las plantas (Sholberg et al., 2007,
Castro et al., 2012; Saxena et al., 2016; Hafizah et al., 2017).

2.3.5.1. Enfermedades causadas por bacterias

Las enfermedades causadas por bacterias, inducen importantes danos en el cultivo
de chile, las mas comunes en campo son cancer bacteriano (Clavibacter michiganensis
ssp. capsici), necrosis foliar (Xanthomonas euvesicatoria) y marchitez bacteriana
(Ralstonia solanacearum) (Hwang et al., 2017; Mayanglambam et al., 2020; Nechwatal y
Theil, 2020).

2.3.5.2. Enfermedades causadas por virus
Las enfermedades causadas por virus que se ha reportado afectaciones

importantes en el cultivo de chile son: (TMV) Tobacco mosaic virus, (TOMV) Tomato
mosaic virus, (TMGMV) Tobacco mild green mosaic virus y (PMMoV) Pepper mild mottle

virus (Salem et al., 2019).
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2.3.5.3. Enfermedades causadas por nematodos

Los principales nematodos que se encuentran asociados al cultivo de chile son:
nematodo agallador (Meloidogyne enterolobii), nematodo falso agallador (Nacobbus
aberrans), nematodo lesionador (Pratylenchus) y nematodo espiral (Helicotylenchus
multicinctum) (Lax et al., 2015; Villar et al., 2016; Qing et al., 2018; Paiko et al., 2019).

2.3.5.4. Enfermedades causadas por hongos y Oomycetes

Existen enfermedades en diversas areas productoras de chile, causadas por
hongos y oomycetes donde las plantas muestran una amplia gama de sintomas. Las mas
importantes a nivel mundial son: antracnosis (Colletotrichum spp.), mancha foliar
(Cercospora capsici), marchitez (Phytophthora capsici), tizon (P. nicotiana), pudricion de
raiz (Fusarium solani), marchitez (F. oxysporum), marchitez (Verticillium spp.), damping
off (Rhizoctonia solani), pudriciéon de la raiz (Pythium aphanidermatum) y pudricidon
carbonosa de corona y raiz (Macrophomina phaseolina) (Kelley et al., 2009; Aliyu et al.,
2012; Hussain et al., 2013, Mmbaga y Gurung 2018; De silva, 2019).

2.4. Paiho de la papa causados por Colletotrichum coccodes (Walir) S. Hughes.

2.4.1. Importancia y distribucion

La enfermedad descrita como antracnosis o pudricidn negra en solanaceas;
regionalmente se le conoce como pafio de la papa, es causada por el hongo C. coccodes,
y afecta a cultivos como la papa, tomate, chile entre otros, ya que causa danos en tallos,
raices, estolones, hojas, tubérculos, fruto verde y maduro (Costa y Pozza, 2006;
Jamiotkowska et al., 2018; SENASICA, 2019).

El hongo afecta diversos 6rganos de las plantas, su distribucion se ha reportado en
diferentes cultivos como papa, tomate, chile, chicharo, vid, cebolla, soya y menta, cabe
resaltar que el impacto del hongo es variable dependiendo la zona de cada pais (Mohan
et al., 1992; Uribe y Loria, 1994; Johnson et al., 2002; Riccioni et al., 1998; Gilardi et al.,
2013; Mikulic et al., 2013; Heno et al., 2016; Vrisman et al., 2016; Belov et al., 2017; Rojo
et al., 2017; Tyvaer et al., 2019; Belle et al., 2020).
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2.4.2. Agente causal del pafio de la papa

Colletotrichum coccodes infecta la superficie de los tubérculo-semilla (Uribe y Loria,
1994). Es un hongo productor de esclerocios los cuales se aglomeran en la epidermis de
los tubérculos, lo cual resulta en el oscurecimiento de las areas afectadas, de donde se
origina el pafo de la papa, como nombre comun de la enfermedad en el noroeste de
México. El patdbgeno también afecta a las raices y hojas que se encuentran en contacto
con el suelo (Tsror et al., 1999). En estudios recientes se ha reportado la presencia de
este hongo en cultivos de papa y frutos de tomate en México (Nieto et al., 2019; Pérez et
al., 2019).

2.4.3. Clasificacion taxonémica basado en (GBIF, 2021).

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Glomerellales
Familia: Glomerellaceae
Género: Colletotrichum
Especie: Colletotrichum coccodes

2.4.4. Sintomas del pano de la papa
El rol que juegan las condiciones ambientales tiene gran impacto sobre la gravedad

y expansion de cualquier enfermedad (Saxena et al., 2016). Los tuberculos, estolones,
raices y tallos basales de la papa son susceptibles a C. coccodes (Figura 1) (Andrivon et
al., 1998). El triangulo de la enfermedad conduce al establecimiento de patégenos en

plantas sanas (Agrios, 2005).
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La pudricion por el fitopatdgeno inicia con pequefias manchas de color café claro
que pueden expandirse con rapidez, donde se observa la formacion de circulos
irregulares con hundimiento en la parte central; a su vez, el patdgeno causa
deshidratacion y muerte de las hojas (Agrios, 2005). Los sintomas se presentan en los
frutos cuando las condiciones ambientales son favorables, se pueden observar lesiones
angulares y hundidas; se tornan en manchas negras, con multiples masas en acérvulos

con setas oscuras (Figura 1) (Saxena et al., 2016).

Figura 1. Sintomas causados por Colletotrichum coccodes en papa A) tallo de la variedad
Fianna con presencia de acérvulos, B) tubérculos con presencia de acérvulos en el
estolon, C) tubérculo con sintomas del pafio de la papa, D) acérvulos con setas y conidios

en masa E) crecimiento colonial de C. coccodes en medio de cultivo PDA.
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2.4.5. Ciclo de vida

El ciclo de vida de las especies de Colletotrichum esta compuesto por dos fases.
Por ejemplo, la variabilidad genética se genera en la fase sexual, mientras que la fase
asexual es la encargada de la diseminacion del hongo. Las temperaturas éptimas para el
crecimiento micelial de las especies del género Colletotrichum varia de 26 °C a 32 °C.
Las especies de este hongo son muy sensibles a la humedad relativa favoreciéndoles
con una variacion de 99% a 100% (ki kim et al., 1998; Abang et al., 2003). El ciclo de la
enfermedad comienza con los conidios que son estructuras de infeccion y reproduccién
del hongo, estas se producen de manera abundante en unas estructuras llamadas
acérvulos que se forman en la superficie de las plantas infectadas, estos conidios son
dispersados por salpicadura de lluvia o rocio y depositados en las hojas, ramas y suelo.
Una vez que los conidios se encuentran en las hojas, estos germinan formando
apresorios que sirven como estructuras de adherencia en la planta y le permite sobrevivir
sin causar sintomas en la hoja comportandose como biotréfico, es decir, que necesita el
tejido vivo para sobrevivir. La infeccion continua durante la temporada de crecimiento,
especialmente cuando las plantas estan estresadas, durante largos periodos calidos y
secos. A su vez, la colonizacién de tubérculos puede ocurrir en todas las etapas de
desarrollo, pero la formacion de esclerocios en la superficie del tubérculo es mas
frecuente al final de la temporada durante la primavera, cuando las temperaturas del
suelo estan en su punto mas 6ptimo, para el desarrollo de la enfermedad. Los esclerocios
permanecen en tubérculos infectados y en restos de plantas y suelo durante el verano.

Los conidios se propagan en multiples ciclos durante la temporada agricola (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Colletotrichum coccodes. Phillip Wharton y William Kirk, 2008.

2.4.6. Proceso de infeccion del paiio de la papa

Colletotrichum spp., desarrolla dos estrategias en su proceso de infeccion, el conidio
se adhiere y germina sobre la superficie de la planta, donde produce un tubo germinativo
para la formacion del apresorio el cual penetra la cuticula. En la colonizacion
hemibiotrofica intracelular, al momento de penetrar las células epidérmicas, el tamafio de
las hifas se incrementa, y forma vesiculas de infeccion y una hifa grande primaria que se
invagina en la membrana plasmatica, a su vez la hifa principal coloniza células de la
epidermis y forman hifas secundarias necrotroficas delgadas. Las cuales se extienden y
degradanlas paredes celulares a través de enzimas. En la infeccion intramural
subcuticular, cuando ocurre la penetracién, las hifas inter e intracelulares se introducen
en las células epidérmicas la cual ocaciona una afectacion en la planta (Perfect et al.,
1999; Cannon et al., 2012).
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2.4.7. Efecto de las condiciones ambientales sobre el desarrollo de la enfermedad

Para el desarrollo de la enfermedad causada por Colletotrichum spp., se requieren
temperaturas que varien de 15y 30 °C (Strand, 2008). Cuando los periodos de follaje
mojado coinciden con dichas temperaturas, la enfermedad incrementa su severidad en
las diversas especies hospedantes. La temperatura Optima para el desarrollo del
fitopatdogeno es a 25 °C y suelos humedos (Firman y Allen, 1993; Hide et al., 1994).
Algunos estudios han demostrado que el pafio de la papa también se manifiesta en
condiciones de humedad relativa que varia de 99% a 100% (ki kim et al., 1998; Abang et
al., 2003).

2.4.8. Uso de cultivares tolerantes

La tolerancia en el hospedante contra el hongo es un elemento deseable en el
manejo sustentable de la enfermedad, pues ayuda a disminuir las perdidas y baja los
costos de los agroquimicos (Agrios, 2005). Existen también estudios sobre variedades
con caracteristicas resistentes a Colletotrichum sp., las cuales pueden ser investigadas
para conocer la herencia de la resistencia de una generacioén a otra (Kim et al., 2008). Se
ha reportado el uso de cultivares que muestran diferentes respuestas al pafo de la papa
como Lady Felicia, Cheyenne y Lady Christl que mostraron una baja resistencia, por otra

parte, el cultivar Erika y Gwenne, exhibieron alta resistencia (Massana et al., 2020).

2.4.9. Control cultural

El hongo se transmite por diferentes vias, a través del viento, agua, suelo y
tubérculos semilla contaminados, se recomienda el uso de semilla certificada y suelo con
buen drenaje para evitar excesos de humedad. La rotacién de cultivos, asi como la
eliminacién de plantas hospederas y las plantas enfermas se recomienda como medidas
de control (Than et al., 2008). La técnica de solarizacion y el arado de vertedera resultaron

ser efectivos para controlar al hongo.
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En lo que respecta a la solarizacion mostré una reduccion del 45% de la incidencia
de la enfermedad, en los sitios donde el suelo se cubrid con plastico trasparente por ocho
semanas y las temperaturas alcanzaron hasta 56 °C en la superficie; por otro lado, el
arado de vertedera a una profundidad de 30 cm mostré una reducciéon del 34% de la
incidencia del patégeno C. coccodes; mientras, que el uso del arado de vertedera muestra

reduccion en la incidencia a los 60 cm de la enfermedad del 17% (Denner et al., 2000).

2.4.10. Control biolégico de la enfermedad

El control biolégico surge como una buena herramienta para controlar
enfermedades en etapas de desarrollo del cultivo y postcosecha (Hernandez et al., 2007).
Este método se ha estudiado mediante la utilizacién de productos botanicos con base en
extractos provenientes de plantas medicinales, con resultados eficientes por las
propiedades antimicrobianas, estas se caracterizan por no generar residualidad y debido

a que sus propiedades no son téxicas (Ngullie et al., 2010; Johnny et al., 2011).

2.4.11. Control quimico

Debido a la falta de un método efectivo para el control de la enfermedad, se han
buscado opciones a través de productos quimicos para disminuir la incidencia y severidad
de la enfermedad (Saxena et al., 2016) en este sentido, se ha recurrido a fungicidas
sistémicos y traslaminares para proteger cultivos de papa y tomate en etapas fenologicas
de senescencia (Belov et al., 2017). Para el control quimico de la enfermedad se utilizan
fungicidas con base en cobre, asi como benzimidazoles, triazoles y ditiocarbamatos
(Waller, 1992).

2.4.12. Control postcosecha

El paio de papa puede desarrollarse en etapa de almacenamiento, por lo que el
manejo de la enfermedad durante este proceso se concentra en el secado de los
tubérculos, con la utilizacion de ventiladores a través del flujo de aire. La temperatura es
un elemento de suma importancia al momento de almacenar los frutos y tubérculos. En
algunos paises los tubérculos de papa se almacenan por periodos prolongados a 2.5 °C
(Peters et al., 2016).
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Ill. JUSTIFICACION

En ciclos agricolas recientes se ha observado en Sinaloa, un incremento en la
incidencia del pafo de la papa. En esta region la superficie de siembra de esta Solanacea
fue 13,250 ha de papa, de las cuales el 50% se utiliza para el consumo en fresco donde
la calidad del tubérculo se ve mermada por dicha enfermedad. A la fecha no se ha
confirmado que existen estudios sobre el rango de hospedante del hongo lo cual es
fundamental en la implementacion de rotacion de cultivos como estrategia para el manejo
de la enfermedad. Asi mismo, no existen estudios que indiquen la efectividad biolégica in
vitro de fungicidas con potencial para el control de la enfermedad en campo. Por lo
anterior, se justifica la determinacion de la susceptibilidad de tomate y chile a aislados de
C. coccodes obtenidos de papa. En vista de que los productores recurren al uso de
fungicidas para el control de la enfermedad, también se justifica el desarrollo de estudios
de efectividad biologica in vitro y de esta forma seleccionar aquellos productos que
muestren una mejor efectividad bioldgica contra el fitopatégeno, mismos que se utilizaran

en estudios en invernadero y campo en el corto plazo.
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IV. HIPOTESIS

Colletotrichum coccodes es el agente causal del pano de la papa en el norte de

Sinaloa.

Colletotrichum coccodes obtenido de papa (Solanum tuberosum L.), infectan al

mismo cultivo, asi como al tomate y al chile serrano.

La aplicacion de Bacillus cereus y los grupos benzimidazol, conazol clorado, triazol,

estrobilurina y cobre, inhiben el crecimiento micelial in vitro de Colletotrichum coccodes.
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V. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar al fitopatdgeno asociado al pafio de la papa y determinar su patogenicidad en
este cultivo, asi como en tomate y chile, asi como determinar la efectividad biolégica in
vitro de Bacillus cereus y los fungicidas procloraz, propiconazol, fluoxastrobin, metil-

tiofanato, hidréxido cuprico contra Colletotrichum coccodes agente causal del pafio de la

papa.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar morfolégica y molecularmente aislados de C. coccodes asociados al
pano de la papa.

e Determinar si los aislados del hongo que ocurren en papa son patogénicos en tomate
y chile en condiciones de invernadero.

e Determinar la efectividad bioldgica in vitro de Bacillus cereus y la de los fungicidas
procloraz, propiconazol, fluoxastrobin, metil-tiofanato, hidréxido cuprico contra el

hongo.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Purificaciéon y conservacion de aislados fungicos

Se utilizaron los aislados 1C, 1.1C y 3C de C. coccodes. El 1.1C se habia
caracterizado morfolégica y molecularmente por el Dr. Juan Manuel Tovar Pedraza, quien
lo proporciond para utilizarse en el presente estudio. Los otros dos fueron proporcionados
por el Dr. Rubén Félix Gastélum los cuales no estaban identificados. Los tres aislados se

obtuvieron de tubérculos con sintomas pafo de la papa, en el estado de Sinaloa.

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Fitopatologia y Microbiologia
de la Unidad Regional Los Mochis de la Universidad Autonoma de Occidente. Los
aislados se purificaron a partir de puntas de hifas, las cuales crecieron en medio de cultivo
en papa dextrosa agar (PDA) (BD Bioxon LAVYTECK; Guadalajara, Jalisco, México), las
cuales se transfirieron al mismo medio de cultivo mediante un bisturi flameado y enfriado.
Enseguida se tomaron pequefas porciones de micelio y se transfirieron a tubos
inclinados con PDA y una vez que el micelio cubri6 todo el medio, se agregaron 3 mL de
aceite mineral estéril y los tubos se conservaron a 15 °C, para utilizarse en estudios

subsiguientes.

6.2. Caracterizacion morfolégica de aislados fungicos

Se examinaron los caracteres macroscopicos y microscépicos de los aislados 1C,
1.1C y 3C de C. coccodes. Estos aislados se cultivaron en medio PDA a partir de discos
miceliales que se encontraban almacenados en aceite mineral a 15 °C. Para determinar
la tasa de crecimiento micelial de cada uno de los aislados, se utilizaron discos miceliales
(5 mm de didmetro) del margen de las colonias de 10 dias de edad, los cuales se
transfirieron a PDA. Los cultivos se incubaron a 25 °C bajo oscuridad continua. El
diametro del crecimiento micelial de cada colonia se registré cada 48 h durante 10 dias,
para determinar la tasa de crecimiento micelial por dia, de acuerdo a los procedimientos
de (Benitez et al., 2007), se incluyeron seis repeticiones (seis placas Petri) de cada uno

de los cultivos, y se distribuyeron en un arreglo completo al azar.
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Donde:
Cf. Crecimiento diametro final expresado en mm
Ci: Crecimiento diametral inicial (dia uno) expresado en mm
Tf. Tiempo final en el que termina el crecimiento fungico (dia final)
Ti: Tiempo inicial (dia uno)
Para los estudios morfométricos de conidios, se transfirieron los aislados 1C, 1.1C
y 3C a PDA y se incubaron a 25 °C, durante 10 dias en obscuridad continua. En 30

conidios de cada aislado se registré el color, forma, largo y ancho, bajo un microscopio

Axio Imager M2.

6.3. Caracterizacion molecular
La caracterizacion molecular de los aislados fungicos obtenidos de tubérculos de
papa, se llevdé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia y Biologia Molecular en la

Universidad Auténoma de Occidente, Unidad Regional Los Mochis.

6.3.1. Extraccion de ADN genémico de los aislados
La identificacion molecular de los aislados, se realizé mediante el uso de micelio
aéreo de cada una de las cepas, de ocho dias de cultivo, al raspar en forma directa del

medio con una espatula estéril y se colocaron en microtubos viales de 2 mL.

La extraccion de ADN se llevo a cabo mediante el método CTAB por medio de las
instrucciones del fabricante. Se utilizaron 50 mg de micelio introduciéndolo en viales de
1.6 mL con 500 pL de solucion buffer CTAB (Tris 100 mM pH 8, 20 mM de EDTA pH 8,
NaCl 1.4 M, 2% CTAB, 2-mercaptoethanol al 0.2%), se homogenizé la mezcla durante
10 s en vortex y se incubo durante 30 min a 65 °C. Pasado el tiempo se agregaron 250
ML de cloroformo, se pasé de nuevo por el vértex durante 10 s y se centrifugd a 13,000
rom durante 10 min. El sobrenadante se transfirié a un vial estéril y se agregé 500 pL de
isopropanol, agitandose hasta observar la formacién del ADN. Los tubos se incubaron un
minimo de 10 min a -20 °C. Para sedimentar el ADN, los viales se centrifugaron a 13,000

rom durante 10 min.
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El sobrenadante se descartd y para limpiar el pellet se agregaron 500 pL de etanol
al 70%, centrifugandolo a 13,000 rpm durante 5 min, pasado el tiempo se decanto el
sobrenadante, los tubos se colocaron sobre papel absorbente a temperatura ambiente
para favorecer la evaporacion de etanol, al final se resuspendié el ADN en 50 uL de agua

libre de nucleasas.

6.3.2. Electroforesis

Para observar la calidad de la extraccion de ADN se mezclaron 2 yL de DNA'y 8 yL
de colorante naranja G (0.025% de naranja G, 25 mM de EDTA pH 8 y 30% de glicerol).
Se realiz6 una corrida de electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefido con bromuro
de etidio a una concentracion de 0.2 pL/mL. El proceso se corrié a 80 V durante 40 min
en una camara de electroforesis con el buffer TAE 1X. Finalmente, el DNA se visualizé

en un documentador de imagenes (GelDoc, Biorad).

6.3.3. Amplificacién de ADN

Para la identificacién de los aislados fungicos, se amplificd la regién del ADNr
(recombinante) nuclear mediante la técnica de PCR (Reaccién en cadena de la
polimerasa), se utilizé a los oligonucledtidos transcritos internos (ITS); ITS4/ITS5, para
amplificar un fragmento de 600-700 pb; ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e
ITSS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) (White et al. 1990). Secuencias de
regiones de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se amplificaron utilizando
los pares de oligonucleétidos GDF / GDR, (5'-
GGTACCGGATCCGAATTCAAGCTTATGGCTCCCATCAAGGTC (Templeton et al.,
1992) y ACT — 512F / ACT — 783R, (TACGAGTCCTTCTGGCCCAT), la cual amplifica de
200-300 pb (Carbone y Kohn 1999). Las reacciones de amplificaciéon fueron realizadas
en un termociclador automatico (C1000™, BIO-RAD), de acuerdo con el protocolo de
Pérez et al. (2019). La reaccion para la PCR se realiz6 en viales de 200 pL en un volumen
total de 25 uL que contiene: 1 uL del templado de ADN, 2.5 yL Buffer de PCR al 10X, 1
ML MgCl2 al 50 mM, 0.6 uL cebadores sentido y antisentido al 10 mM, 0.7 uL dNTP's al
10 mM, y 0.01 U/uL de Taq polimerasa (/nvitrogenCat. 18038-018).
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Las condiciones de termociclage fueron las siguientes: para la region ITS consistio
de un ciclo a 94 °C por 2 min, 35 ciclos a 94 °C por30s,30sa55°C,60sa72°C,y 10
min a 72 °C; para los genes GAPDH y ACT; las condiciones fueron 94 °C por 2 min, 35
ciclosa 94 °C por30s,30sa57°C,1mina72°Cy10 mina 72 °C. Cada experimento
incluyé una reaccion sin ADN (control negativo) con la finalidad de monitorear la
contaminacién potencial por ADN exégeno. Los productos de amplificacion se verificaron
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% p/v en TBE 0.5x (0.045 M Trizma
base, 0.045 M a&acido borico, 0.001 M EDTA, pH 8.0) y se visualizaron en un
transiluminador con fluorescencia UV; después de la tincion con bromuro de etidio. Las
imagenes de los geles se documentaron mediante un procesador de imagenes (GelDoc,

Biorad). Los productos de PCR amplificados fueron secuenciados.

6.3.4. Secuenciacion
La secuenciacion de los productos de PCR, se realiz6 en el aislado 1C, 1.1C y 3C
extraido de sintomas de pafio de la papa, los cuales se enviaron a Macrogen Humanizing

Genomics (Macrogen Inc., Seul, Corea del sur), con la finalidad de minimizar los errores

de secuenciacion, se obtuvieron tanto las cadenas 5 ™ 3’como las 3" m=5",

6.3.5. Analisis filogenético

Las secuencias obtenidas fueron sometidas a comparacion con secuencias
reportadas en el Banco de Genes (Gen Bank), del Centro Internacional para la
Informacién en Biotecnologia (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con el programa
BLAST-N. Para conocer la relacién filogenética existente entre cada una de las
secuencias se realizé un dendograma, donde se incluyeron las secuencias de cada una
de las cepas aisladas en este trabajo y secuencias de referencia reportadas en la base
de datos GenBank para la construccion del analisis filogenético. La inclusién de
secuencias de referencia en el analisis filogenético permitié corroborar la identidad de
estas y organizarlas en sus grupos correspondientes. El analisis filogenético se realiz6

con el método Clustal w de la serie de programas MegAlingn.
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6.4. Experimento de invernadero
6.4.1. Tratamiento del suelo con calor humedo

El trabajo de investigacion se desarrollé durante los meses de noviembre a febrero
del 2021. El suelo se pasteurizé en un tonel de 200 L. (Figura 3A). En el tonel se colocaron
costales de 50 kg, que consistian de dos terceras partes de suelo franco-arcilloso y una
tercera parte de arena (arena 48.20, limo 12.72 y arcilla 39.08). Previo a la pasteurizacion
el suelo se humedecio y los costales con el suelo se sometieron a vapor de agua durante
cinco horas en el tonel arriba mencionado, el suelo pasteurizado se reposo durante 48 h

antes de colocarse en macetas en el invernadero (Figura 3B).

Figura 3. A) Tonel para generar calor humedo, B) macetas de 25 cm de diametro, con

suelo agricola, tratado con calor humedo.
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6.5. Pruebas de patogenicidad
6.5.1. Preparacioén de inoculé

A las colonias de los tres aislados (1C, 1.1C y 3C) de C. coccodes de 10 dias de
edad se les agregaron 5 mL de agua destilada estéril para desprender el micelio y
conidios, mediante una espatula esterilizada. Enseguida las suspensiones se filtraron a
través de una malla quesera y se ajustaron en una camara de neubauer a una
concentracion de 1 x 10° conidios mL™". Para estimar el numero total de esporas por mL

se utilizé la siguiente ecuacion:

Numero de esporas= (2 de esporas contadas) (10,000)

mL

Para el ajuste de las suspensiones a una concentracion de 1 x 10° conidios mL™" se

utilizé la ecuacion:
C1V1=C2V2

6.5.2. Inoculacion de tubérculos semilla brotado y plantulas de tomate y chile con

el método de aspersion

Tubérculos brotados de papa var. Fianna se lavaron con agua corriente, se secaron
sobre papel absorbente y se asperjaron con etanol al 70%, enseguida se sumergieron en
NaClO durante cuatro minutos, para finalizar se lavaron con agua destilada, se secaron
de nuevo en papel absorbente y se asperjaron con una suspension de conidios de los
aislados 1C, 1.1C y 3C de C. coccodes en forma separada. Enseguida, se sembraron en
macetas de plastico de 25 cm de diametro, con suelo pasteurizado como se indica en el
apartado 6.4.1.
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Plantulas de tomate hibrido DRD 8551 (Seminis; Culiacan, Sinaloa, México) y chile
hibrido Plata (CapGen SEEDS; Culiacan, Sinaloa, México), de 30 y 40 dias de edad
respectivos, se inocularon mediante la aspersidn con una suspensidon de conidios (1 x
10° con/mL™"), hasta el punto de escurrimiento. Enseguida se trasplantaron en macetas
de plastico de 13 cm de diametro, con suelo pasteurizado. Las plantas de papa, tomate
y chile se regaron conforme a sus requerimientos hidricos y se fertilizaron cada siete dias
con Miracle-gro® Water Soluble All Purpose Plant Food (15-30-15).

Los tubérculos de papa brotados testigo, asi como las plantulas de tomate y chile
se asperjaron con agua destilada estéril antes de trasplantarse en macetas con suelo
pasteurizado, los tratamientos se distribuyeron en un arreglo completo al azar con 10
repeticiones (10 macetas con un tubérculo de papa cada uno y 10 macetas con una
plantula de tomate o chile cada una). El experimento se repitié una vez. El primero de

ellos se establecio 28 de octubre y el segundo el 11 de noviembre de 2020.

6.5.3. Evaluacion de patogenicidad en plantas de papa, tomate y chile.

La patogenicidad de los aislados de C. coccodes en papa se determind al momento
de la cosecha, 105 dias después de la inoculacién (ddi), mientras que la patogenicidad
de dichos aislados, se determin6 en tomate y chile en la etapa de inicio de fructificacion
a los 150 ddi. La severidad de la enfermedad para los tallos de papa y las raices de
tomate y chile, se evaluaron después de que las plantas se secaran y murieran en el
invernadero en las macetas. La densidad de acérvulos se evalud de forma visual con una
escala del 0 a 5, donde 0 = sin esclerocios, 1=1a 10%, 2 =11 a 30%, 3 =31 a 50%, 4
=51a75%y5=76a100% de la superficie cubierta de acérvulos.
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6.6. Efectividad biolégica in vitro de fungicidas

La efectividad biolégica in vitro de metil-tiofanato, hidréxido cuprico, propiconazol,
fluoxastrobin y procloraz se determiné mediante ensayos de inhibicion del crecimiento
micelial de los aislados (1C, 1.1C y 3C) de C. coccodes. Para ello, se preparé una
solucion stock de los fungicidas en agua destilada estéril y se agregd al medio PDA
después de la esterilizacidn, para obtencidn de las siguientes concentraciones: 100, 150,
200, 300 y 500 pyg mL " para metil-tiofanato; 100, 300, 400, 500 y 1000 yg mL ' para
hidroxido cuprico; 1, 2, 3, 5y 10 ug mL " para propiconazol; 1, 5, 10, 100 y 300 ug mL -
para fluoxastrobin y 0.1, 0.5, 1, 10 y 100 ug mL ' para procloraz. El tratamiento testigo
consistid en la utilizacion de placas de Petri con el mismo medio de cultivo, pero sin
fungicida. Para cada aislado se tomaron discos miceliales de 5 mm de diametro del
margen con crecimiento activo de una colonia de siete dias de crecimiento y se
transfirieron al centro de las placas Petri con medio PDA con los fungicidas a las
diferentes concentraciones. Las placas se incubaron durante 10 dias a 25 °C en
oscuridad continua. El experimento se realizé en dos ocasiones en el laboratorio y los
tratamientos se distribuyeron en un arreglo completo al azar con seis repeticiones (seis
cajas de Petri). El diametro de la colonia en cada placa Petri se midié en forma
perpendicular en dos direcciones y se obtuvo el promedié de ambas mediciones. Para
determinar la efectividad bioldégica de los tratamientos se calculd el porcentaje de
inhibicion de crecimiento micelial con la siguiente formula empleada por Vincent (1947):
% de inhibicion = (crecimiento radial de la colonia testigo sin fungicida crecimiento radial

de la colonia con fungicida/crecimiento radial de la colonia testigo sin fungicida) x 100.

6.7. Determinacion de efectividad biolégica in vitro de Bacillus cereus contra
aislados de Colletotrichum coccodes

Una cepa de Bacillus cereus (B25; formulacion en polvo soluble) proporcionada por
el Dr. Ignacio Maldonado Mendoza del CIIDIR-Sinaloa del IPN, se utilizé en el presente
estudio, la cual se aislo de la rizosfera de plantas de maiz. La actividad antagonica in vitro
se ensayo contra el aislado 1C de C. coccodes. En placas de Petri con PDA. Se colocé
un bloque de agar (5mm de diametro) en el medio del cultivo el cual contenia el micelio

del aislado del hongo.
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Enseguida se colocaron cuatro alicuotas 5 uL de la suspensién bacteriana, en la
caja de Petri donde se encontraba el bloque con el hongo; las cuatro alicuotas de bacteria
se colocaron en la periferia de la caja de Petri de manera equidistante a 2 cm de la
siembra del hongo. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 8 dias. La
formulacién en polvo de la bacteria se comparé con la bacteria desarrollada por 48 h en
Agar nutritivo (BD Bioxon LAVYTECK; Guadalajara, Jalisco, México), los bloques del
hongo se utilizaron como control, los experimentos concluiran una vez que el control

alcanzo6 los 4 cm de diametro.

6.8. Analisis estadistico de datos

En el ensayo de patogenicidad en papa, las lesiones expresadas en cm?, asi como
la severidad en tallos de papa y raices de tomate y chile fueron sometidas a la prueba
estadistica de Kruskal Wallis (No paramétrica), los datos se analizaron con un nivel de
significancia de p < 0.05, y una prueba de medias Conover a =0.05, cada tratamiento fue
evaluado con seis réplicas para la patogenicidad en tubérculos y diez replicas para la

severidad en tallos y raices.

En los ensayos de peso freso de raiz y follaje en el cultivo de tomate y chile los
datos fueron sometidos a una prueba estadistica de Shapiro Wilk. Enseguida, los datos
se analizaron por medio de la prueba ANOVA con un nivel de significancia de p <0.05y
una prueba de medias de Tukey con un nivel de significancia p < 0.05 cada tratamiento

fue evaluado con cuatro réplicas.

Los datos de los estudios in vitro relativos a la inhibicidn del crecimiento micelial de
los diferentes fungicidas se sometieron a pruebas de normalidad recurriendo a la prueba
de Kolmogorov smirnov. Enseguida, los datos se analizaron por medio de la prueba
Kruskal Wallis (No paramétrico) con un nivel de significancia de p < 0.05 y una prueba de

Conover a =0,05, cada tratamiento fue evaluado con seis réplicas.
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Para los ensayos in vitro de antagonismo relativos a la inhibicién del crecimiento
micelial de la bacteria se sometié a la prueba de normalidad, recurriendo a la prueba
estadistica de Shapiro Wilk. Enseguida, los datos se analizaron por medio de la prueba
Kruskal Wallis (No paramétrico) con un nivel de significancia de p < 0.05 y una prueba de

Conover a =0,05 cada tratamiento fue evaluado con tres réplicas.

Todos los tratamientos fueron evaluados con el software estadistico InfoStat (Grupo
InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).
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VIl. RESULTADOS

7.1. Caracteristicas fenotipicas de aislados de Colletotrichum y morfometria de
los conidios

Después de 10 dias de incubacion en oscuridad continua, en PDA, las colonias de
tres aislados de Colletotrichum no mostraron crecimiento aéreo y crecieron adheridas al
medio de cultivo con margenes irregulares vy filiformes, los aislados 1C y 1.1C mostraron
color oscuro sin pigmentacién y anillos concéntricos. El aislado 3C mostré oscurecimiento
en el centro de la colonia y el resto de la misma fue de color grisaceo (Figura 4). La tasa
de crecimiento micelial de los tres aislados arriba mencionados vario de 8.12 a 8.33 mm
dia! (Cuadro 1).
Cuadro 1. Caracteristicas culturales y morfologicas de tres aislados de Colletotrichum

obtenidos de tubérculos con sintomas de pafio de la papa en lotes comerciales de
Sinaloa.

Colonia
Aislado Color TC? (mm dia™)
PDAP® PDA
1-C 8.12
Negro
C. Coccodes
1.1-C Negro 8.22
C. Coccodes
3-C Gris 8.33

C. Coccodes

a= Tasa de crecimiento micelial (incubacion a 25 °C en oscuridad continua).

b = Medio de cultivo papa dextrosa agar (incubacion a 25 °C en oscuridad continua).
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Figura 4. Colonias de aislados A) 1C, B) 1.1C y C) 3C de Colletotrichum obtenidas de
tubérculos con sintomas de pafo de la papa, desarrolladas en PDA después de 10 dias

de incubacioén en oscuridad continua a 25 °C.

Los rangos de longitud de los conidios del aislado 1C fueron de 8.5 x18.6 uym, con
un promedio de 13.6 uym; para el ancho fueron de 3.8 a 8.0 ym, con un promedio de 5.9
pm. En el aislado 1.1C los rangos de longitud variaron de 9.3 a 16.8 ym, con un promedio
de 13.8 y el ancho fue de 3.5 a 8.3 pym, con un promedio de 5.9 ym. Para el aislado 3C
los rangos de longitud variaron de 11.2 a 16.3 ym, con un promedio de 13.8 ym, y el

ancho fue de 2.9 a 5.3 ym, con un promedio de 4.1 ym (Cuadro 2).

Los tres aislados presentaron conidios hialinos, con un extremo cilindrico, elipsoidal
y con un extremo mas estrecho que el centro (Figura 5). Con respecto al intervalo de
medidas promedio de los conidios de los aislados fue de 8.57-18.65 x 2.99-8.35 um.
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.I‘b -

% ) Q\- ; 20 pm %
20pm

e

Y

Figura 5. Conidios de aislados A) 1C, B) 1.1C y C) 3C de Colletotrichum formados en

medio de cultivo PDA después de 10 dias de incubacién a 25 °C en oscuridad continua.
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Cuadro 2. Caracteristicas morfométricas de conidios de tres aislados de Colletotrichum

obtenidos a partir de tubérculos con sintomas del pafo de la papa desarrolladas en un

medio de cultivo PDA.

Longitud Ancho

Medio Especie (um) (um) Forma
1C 8.5 - 18.6* 3.8-8.1 Cilindrica
C. coccodes 13.6Y 5.9 Fusiforme
2.4 1.1 Elipsoidal
1.1C 9.3-16.8 3.5-8.3 Cilindrica
PDA C. coccodes 13.8 5.9 Fusiforme
1.7 1.0 Elipsoidal
3C 11.2-16.3 29-53 Cilindrica
C. coccodes 13.8 4.1 Fusiforme
1.3 0.7 Elipsoidal

Los valores de las dimensiones de cada uno de los tres aislados (um) representan el promedio de 30

mediciones de conidios obtenidos de tubérculos con sintomas del pafio de la papa.

* El primer renglén muestra los rangos minimos y maximos de la longitud de los conidios; ¥ El segundo

renglén muestra la media de 30 mediciones de conidios por aislado; # El tercer renglén indica la desviacion

estandar.
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7.2 Identificacion molecular

La concentracion de ADN gendmico de los tres aislados de Colletotrichum varié de
344.9 a 1285.7 ng L', y la absorbancia fue de 2.15 a 2.94. Los aislados se identificaron
a nivel especie, mediante la amplificacion de tres segmentos de genes (ITS4/ITSS,
GDF/GDR y ACT512F/ACT783R). La amplificacion de productos por PCR fue de 500-
600 pares de bases (pb), para el espaciador transcrito interno (ITS4/ITS5) (Figura 6), el
cual indicé que los aislados 1C, 1.1C y 3C pueden ser de la especie de C. coccodes. Esto
debido a que se presento la amplificacidn de los productos de PCR con los iniciadores
ITS4/ITSS.

7.2.1. Amplificacion por PCR de regiones conservadas de eucariontes

Los productos de amplificacidon obtenidos de las regiones ITS se muestra en la figura 6.

M 1 2 3 4

600 pb

500 pb -Te e e
400 pb

300 pb

200 ph "

100ph

Figura 6. Productos amplificados por PCR de tres muestras de Colletotrichum
provenientes de tubérculos con sintomas de pafio de la papa amplificados con
oligonucledtidos de ITS4/ITS5. Gel de agarosa al 1%, donde M, corresponde al marcador
molecular 1kb, carril 1: control negativo, carril 2: aislado 1C, carril 3: aislado 1.1C y carril
4: aislado 3C.
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Los productos amplificaron 300 pb para el gliceraldheido-3-fosfato deshidrogenasa
(GDF/GDR) (Figura 7), la cual indico que los aislados 1C, 1.1C y 3C pueden pertenecer
a la especie de C. coccodes. Esto debido a que se presentd la amplificaciéon de los
iniciadores (GDF/GDR) y ACT. Pero no hubo amplificacion al usar el iniciador ACT para
el aislado 1 como lo muestra la (Figura 7). El producto amplificado con el fragmento del
gen actina ACT512F/ACT783R fue de 300 pb excepto para el aislado 1C, el cual no se

logré amplificar. Los testigos negativos no amplificaron ninguna banda.

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Figura 7. Productos amplificados por PCR de tres muestras de Colletotrichum
provenientes de tubérculos con sintomas de pafno de la papa amplificados con
oligonucledtidos de gliceraldheido-3-fosfato deshidrogenasa (GPD). Gel de agarosa al
1%, donde M, corresponde al marcador molecular 1Kb, carril 1: aislado (1C), carril 2:
aislado (1.1C) y carril 3: aislado (3C), carril 4: control negativo, carril 5: aislado (1C), carril
6: aislado (1.1) y carril 7: aislado (3C), amplificados con oligonucleétidos de la actina
(ACT512F/ACT783R).
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7.2.2. Analisis filogenético

El analisis filogenético de las tres secuencias de los productos amplificados de
interés, obtenidas en este trabajo fueron alineadas con secuencias de ITS, ACT y GAPDH
publicados para aislados agrupados de especies de Colletotrichum ya existentes
reportadas en el banco de datos del NCBI, con las que se observé un alto porcentaje de
similitud (mayor al 95%), mediante la comparacion de secuencias con las ya reportadas
en la base de datos del NCBI. La inclusién de secuencias de referencia en el analisis
filogenético permitio corroborar la identidad de estas y organizarlas en sus grupos

correspondientes.

El arbol construido con base en la region ITS-GPD, se agrupo la especie tipo a
Colletotrichum coccodes. Los tres aislados obtenidos en tubérculos sintomaticos con
pano de la papa, del municipio de Ahome; fueron asignados dentro del clado de las

accesiones de Colletotrichum coccodes reportadas en el NCBI (Figura 8).
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Colletorrichum coccades 1 Sinaloa, Mexico
Colfeiotrichum coccodes 3 Sinaloa, Mexica
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Figura 8. Arbol filogenético de tres aislados de Colletotrichum coccodes obtenidos de
tubérculos con sintomas de pafio de la papa, del municipio de Ahome. Analisis de maxima
verosimilitud mediante busqueda heuristica con las secuencias concatenadas de los
genes GPD e ITS4/ITS5. En negritas se muestran los aislados evaluados en esta
investigacion. Los valores bootstrap se muestran como porcentaje en los nodos. La

escala representa el promedio.
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7.3 Pruebas de patogenicidad en papa

A los 105 dds todos los tubérculos presentaron manchas oscuras (pafno de la papa)
en la piel, mientras que los tubérculos testigos permanecieron libres de la enfermedad
(Figura 9), lo que confirmé la patogenicidad de los tres aislados. La superficie promedio
dafada en los tubérculos varié de 21.5 a 30.0 cm?, sin diferencias significativas entre los
aislados de C. coccodes, pero si hubo diferencias significativas (p<0.0001) con respecto
a los tuberculos testigo los cuales no presentaron sintomas de la enfermedad durante el
periodo experimental. Los postulados de Koch se cumplieron mediante el reaislamiento
de los aislados del tejido asintomatico de los tubérculos los cuales provienen de
tubérculos sintomaticos con pafio de la papa, del municipio de Ahome, Sinaloa y la

severidad se cuantificé expresada en cm? (Cuadro 3).

Figura 9. Lesiones necraticas tipicas del pano de la papa en tubérculos causados por los
aislados de Colletotrichum coccodes A) aislado 1C; B) aislado 1.1C, C) aislado 3C y D)

tubérculo sano cosechado de plantas testigo sin inoculacion.
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Cuadro 3. Patogenicidad de tres aislados de Colletotrichum coccodes en tubérculos de

papa variedad Fianna.

Lesiéon en tubérculos al momento de

Alslado la cosecha *
1C 225b*
1.1C 225b
3C 30.0b
Testigo sin inoculacién 00.0a

X Lesiones (de pafio de la papa) expresadas en cm? al momento de la cosecha (105 dias después de la

siembra).

"Medias con la misma letra no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de significancia
p>0.05.

7.3.1 Evaluacion de patogenicidad de aislados de Colletotrichum coccodes en
plantas de papa

La patogenicidad de los aislados del hongo también se determiné mediante la
observacion de acérvulos en el tallo de las plantas de papa. Los resultados indicaron que
los aislados producen abundantes acérvulos en los tallos infectados al nivel del suelo y
hasta los 20 cm de altura sobre el mismo (Figura 10). Las escalas de evaluacién para
dicho propésito indicaron el nivel 4 pues la superficie de los tallos inoculados con los
aislados 1C, 1.1C y 3C presentaban de 51 al 75% de presencia de acérvulos, con los tres
aislados. No hubo diferencias significativas entre los tres aislados en la capacidad para
produccion de acérvulos sobre el tejido infectado; pero si hubo diferencias significativas
(p<0.0001) con respecto a las plantas testigo sin inoculacion las cuales no presentaron

las estructuras en mencion (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Severidad de los aislados de Colletotrichum coccodes en tallos de papa

variedad Fianna en Ahome, Sinaloa.

Aislado Severidad *
1C 4b*
1.1C 4b
3C 4b

Testigo sin inoculacion Oa

X Severidad (del pafio de la papa) expresadas mediante una escala visual 0 a 5 (densidad de acérvulos)
donde 0= sin acérvulos, 1=1 a 10%, 2= 11 a 30%, 3= 31 a 50%, 4=51a 75% y 5= 76 a 100%.

" Medias con la misma letra no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de significancia
p>0.05.

Figura 10. Prueba de patogenicidad en: A) plantas de papa var. Fianna, B) tallo de papa
var. Fianna con presencia de acérvulos causados por los aislados 1C, 1.1C y 3C de

Colletotrichum coccodes.
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7.4. Evaluacion de patogenicidad de aislados de Colletotrichum coccodes en

plantas de tomate.

7.4.1. Peso fresco de follaje

Las plantas de tomate inoculadas con los aislados 1C, 1.1C y 3C de C. coccodes
no mostraron sintomas de amarillamiento ni marchitez a los 150 ddi. Las plantas
inoculadas mostraron una coloracion normal en el follaje (Figura 11A); sin embargo,
presentaron acérvulos en las raices (Figura 11B), pero no en los tallos. El peso fresco del
follaje de las plantas inoculadas y las plantas testigo varié de 98.5 a 127 g por lo cual si
hubo diferencias significativas (p=0.0110) entre el peso promedio de las plantas
inoculadas con el aislado 3C y el 1.1C y las plantas testigo. El peso fresco del follaje de
98.5 a 127 g, el aislado 1C presento diferencias estadisticas significativas (P<0.05) con
respecto al testigo, pero no con los aislados 1.1C y3C, los cuales se comportaron igual

que el testigo (Cuadro 5).

El peso fresco de la raiz varié de 0.7 a 1.3 g en las plantas inoculadas con los
mismos aislados y las plantas testigo sin inoculacion. Pero no hubo diferencias
significativas (p<0.1250) entre los tratamientos aun cuando mostraron presencia de
aceérvulos en la raiz (Cuadro 6).

Cuadro 5. Efecto de la severidad de los aislados 1C, 1.1C y 3C de Colletotrichum

coccodes en el peso fresco del follaje de tomate DRD 8551.

Aislado Peso fresco de follaje de tomate (g) *
1C 127.0b*
1.1C 118.5 ab
3C 106.0 ab
Testigo sin inoculacién 98.5a

XPeso fresco del follaje de tomate al inicio de la fructificacion (150 dias después de la inoculacion).

*Medias con letras distintas presentan diferencias estadisticas (Tukey. P<0.05).
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Cuadro 6. Efecto de la severidad de los aislados 1C, 1.1C y 3C de Colletotrichum

coccodes en el peso fresco de raiz en tomate.

Aislado Peso fresco de raiz de tomate (g) *
1C 1.3a *
1.1C 0.7 a
3C 1.2 a
Testigo sin inoculacion 1.2a

XPeso de raiz de tomate al inicio de la fructificacion (150 dias después de la inoculacion).

*Medias con letras distintas presentan diferencias estadisticas (Tukey. P<0.05).

7.4.2. Presencia de acérvulos en raices

Al evaluar la densidad de acérvulos en las raices de las plantas de tomate,
inoculadas con los aislados 1C, 1.1C y 3C de C. coccodes, mediante una escala del 0 a
5, se observo que los tres aislados produjeron acérvulos en las raices lo que alcanzé el
nivel 3 en dicha escala lo cual corresponde del 31 a 50% de las raices con presencia de
dichas estructuras del hongo. No hubo diferencias significativas en la densidad de
acérvulos producidos por los aislados, pero si las hubo con respecto al testigo (p=0.0001)
donde no se observaron las estructuras del patégeno (Cuadro 7).
Cuadro 7. Severidad de los aislados de Colletotrichum coccodes en raiz de tomate
hibrido DRD 8551 en Ahome, Sinaloa.

Aislado Severidad *
1C 3b*
1.1C 3b
3C 3b
Testigo sin inoculacién Oa

X Severidad (antracnosis) expresadas mediante una escala visual 0 a 5 (densidad de acérvulos) donde 0=
sin acérvulos, 1= 1 a 10%, 2= 11 a 30%, 3= 31 a 50%, 4=51a 75% y 5= 76 a 100%.
“Medias con la misma letra no presentan diferencias estadisticas significativas con respecto al nivel de

significancia p>0.05.
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Figura 11. Prueba de patogenicidad en: A) plantas de tomate hibrido DRD 8551, B) raiz
de tomate hibrido DRD 8551 con presencia de acérvulos causados por los aislados 1C,

1.1C y 3C de Colletotrichum coccodes.

7.5. Evaluacion de patogenicidad de aislados de Colletotrichum coccodes en
plantas de chile

7.5.1. Peso fresco de follaje y raiz

Las plantas de chile inoculadas con los aislados 1C, 1.1C y 3C de C. coccodes no
mostraron sintomas de amarillamiento ni marchitez a los 150 ddi. Las plantas inoculadas
mostraron vigor y coloracion normal del follaje al compararlas con las plantas testigo
(Figura 12A); sin embargo, presentaron acérvulos en las raices (Figura 12B), pero no en
los tallos. El peso fresco del follaje de las plantas inoculadas y las plantas testigo varié
de 16.0 a 28.4 g no hubo diferencias significativas entre el peso fresco promedio del
follaje de las plantas inoculadas con el aislado 1.1C, testigo sin inoculacién y 3C, pero si
las hubo (p=0.0160) con respecto a las plantas inoculadas con el aislado 1C cuyo peso
promedio de follaje fue de 28.4 g Cuadro 8). Asi mismo, el peso fresco de la raiz de las
mismas plantas vario de 0.7 a 1.0 g en las plantas inoculadas con los mismos aislados y
las plantas testigo sin inoculacién. No hubo diferencias significativas entre los

tratamientos aun cuando mostraron presencia de acérvulos en la raiz (Cuadro 9).
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Cuadro 8. Efecto de la severidad de los aislados 1C, 1.1C y 3C de Colletotrichum
coccodes en el peso fresco del follaje del chile hibrido plata.

Aislado Peso fresco del follaje del chile (g) *
1C 284b*
1.1C 16.0 a
3C 21.4 ab
Testigo sin inoculacién 19.0 ab

X Peso fresco del follaje de chile hibrido plata al inicio de la fructificacion (150 dias después de la
inoculacién).

*Medias con letras distintas presentan diferencias estadisticas respecto al nivel de significancia (Tukey.
P<0.05).

Cuadro 9. Efecto de la severidad de los aislados 1C, 1.1C y 3C de Colletotrichum
coccodes en el peso fresco de raiz de chile hibrido plata.

Aislado Peso fresco de raiz de chile (g) *
1C 1.0a*
1.1C 0.7a
3C 0.7a
Testigo sin inoculacion 0.8a

XPeso de raiz de chile hibrido plata al inicio de la fructificacion (150 dias después de la inoculacién).

* Medias con letras distintas presentan diferencias estadisticas respecto al nivel de significancia (Tukey.
P<0.05).
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7.5.2. Presencia de acérvulos en raices

Al evaluar la densidad de acérvulos en las raices de las plantas de chile inoculadas
con los aislados 1C, 1.1C y 3C de C. coccodes, mediante una escala del 0 a 5, se observo
que los tres aislados produjeron acérvulos en las raices. La densidad de acérvulos en las
raices alcanzo niveles de 2 (11 a30%) a 3 (31 a 50%) con presencia de dichas estructuras
del hongo. No hubo diferencias significativas en la densidad de acérvulos producidos por
los aislados, pero si las hubo (p<0.0001) con respecto al testigo donde no se observaron

las estructuras del patégeno (Cuadro 10).

Cuadro 10. Severidad de los aislados de Colletotrichum coccodes en raiz de chile

hibrido plata en Ahome, Sinaloa.

Aislado Severidad *
1C 3b*
1.1C 3b
3C 2b
Testigo sin inoculacién Oa

X Severidad (antracnosis) expresadas mediante una escala visual 0 a 5 (densidad de acérvulos) donde 0=
sin acérvulos, 1=1 a 10%, 2= 11 a 30%, 3= 31 a 50%, 4=51a 75% y 5= 76 a 100%.

"Medias con la misma letra no presentan diferencias estadisticas significativas con respecto al nivel de

significancia p>0.05.
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Figura 12. Prueba de patogenicidad en: A) plantas de chile hibrido plata, B) raiz de chile
hibrido plata con acérvulos del hongo causados por los aislados 1C, 1.1C y 3C de

Colletotrichum coccodes.

7.6. Efectividad biolégica in vitro de fungicidas
7.6.1. Efectividad biolégica contra el aislado 1C

En general todas las dosis de los fungicidas ensayadas excepto la dosis baja del
hidréxido cuprico (100.0 ppm), inhibieron el crecimiento micelial del aislado 1C de C.
coccodes, sobresalio por su eficacia el fungicida procloraz a las dosis de 0.1, 0.5, 1.0,
10.0 y 100.0 ppm, pues el diametro de las colonias del hongo en las cajas de Petri con
PDA a dichas dosis fue de 18.0, 12.4, 6.7, 5.0 y 5.0 mm en forma respectiva (Figura 13).
No hubo diferencias significativas entre estos tratamientos. Las dosis de 2.0, 3.0, 5.0 y
10.0 ppm de propiconazol también ejercieron un marcado efecto inhibitorio del hongo
pues el diametro de las colonias fue de 17.2, 11.1, 6.0 y 5.8 mm en forma respectiva
(Figura 14). De igual forma el hidréxido cuprico a la dosis mas alta (1000.0 ppm), inhibié
el crecimiento micelial del patdgeno pues mostré colonias de 6.4 mm de diametro
después de 10 dias de incubacién en el medio de cultivo PDA con el fungicida (Figura
17). Es importante sefalar que la dosis de los fungicidas en mencién, no mostraron

diferencias significativas (p<0.0001).
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El metil-tiofanato a las dosis de 100.0, 150.0, 200.0, 300.0 y 500.0 ppm y la dosis
mas baja del propiconazol (1.0 ppm) ejercieron efecto inhibitorio ya que el diametro de
las colonias fue de 27.0, 30.8, 28.3, 28.4, 26.1 y 28.0 mm de forma respectiva, con

diferencias significativas entre estos tratamientos (Figura 14 y 15).

La dosis del fungicida fluoxastrobin a las dosis de 1.0, 5.0, 10.0, 100.0 y 300.0 asi
como el hidroxido cuprico a las dosis de 100.0, 300.0 y 400.0 ppm tuvieron el menor
efecto inhibitorio pues el didmetro de las colonias en el medio de cultivo con dichas dosis
vario de 35.2 a 79.0 mm, y no mostraron diferencias significativas con respecto a las
colonias en las cajas de Petri testigo sin fungicida, las cuales mostraron un diametro de
79.4 mm sin diferencias significativas en el diametro de las colonias después de 10 dias
de incubacion(Figura 16 y 17). Este grupo de tratamientos mostré diferencias

significativas con respecto al resto de los tratamientos (Cuadro 11).

57



Cuadro 11. Inhibicién in vitro de Colletotrichum coccodes aislado 1C por varias dosis
de cinco fungicidas.

Fungicida/Dosis (ppm) Crecimiento micelial en (mm) *
Procloraz
0.1 17.9 abcdef *
0.5 12.4 abcde
1 6.7 abc
10 50 a
100 50 a
Propiconazol
1 27.9 cdefgh
2 17.2 abcdef
3 11.1 abcd
5 6.0 ab
10 57 a
Metil-tiofanato
100 27.0 bcdefg
150 30.8 efghij
200 28.2 cdefgh
300 28.4 defghi
500 26.1 bcdefg
Fluoxastrobin
1 58.9 jk
5 52.7 hijk
10 42.1 ghijk
100 36.6 ghijk
300 35.2 fghijk
Hidroxido cuprico
100 79.0 k
300 55.4 ijk
400 57.2 ijk
500 32.3 fghij
1000 6.3 ab
Testigo sin fungicida 79.4 kK

XCrecimiento micelial expresado en milimetros del aislado 1C de Colletotrichum coccodes

*Medias con la misma letra son estadisticamente iguales al nivel de significancia p>0.05.
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Figura 13. Efectividad biolégica del fungicida procloraz sobre el crecimiento micelial in
vitro de aislados de Colletotrichum coccodes de la concentracibn menor a la mayor. A)
Testigo. B) 0.1 ppm. C) 0.5 ppm. D) 1 ppm. E) 10 ppm. F) 100 ppm.

Figura 14. Efectividad bioldgica del fungicida propiconazol sobre el crecimiento micelial
in vitro de aislados de Colletotrichum coccodes de la concentracidn menor a la mayor. A)

Testigo. B) 1 ppm. C) 2 ppm. D) 3 ppm. E) 5 ppm. F) 10 ppm.
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Figura 15. Efectividad bioldgica del fungicida metil-tiofanato sobre el crecimiento micelial
in vitro de aislados de Colletotrichum coccodes de la concentracidn menor a la mayor. A)
Testigo. B) 100 ppm. C) 150 ppm. D) 200 ppm. E) 300 ppm. F) 500 ppm.

Figura 16. Efectividad biolégica del fungicida fluoxastrobin sobre el crecimiento micelial
in vitro de aislados de Colletotrichum coccodes de la concentracion menor a la mayor.
A) Testigo. B) 1 ppm. C) 5 ppm. D) 10 ppm. E) 100 ppm. F) 300 ppm.
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Figura 17. Efectividad biologica del fungicida hidréxido cuprico sobre el crecimiento
micelial in vitro de aislados de Colletotrichum coccodes de la concentracién menor a la
mayor. A) Testigo. B) 100 ppm. C) 300 ppm. D) 400 ppm. E) 500 ppm. F) 1000 ppm.

7.7. Ensayo de antagonismo de Bacillus cereus contra Colletotrichum coccodes

El efecto ihhibitorio in vitro de B. cereus contra el aislado 1C de C. coccodes fue
evidente ya que hubo una disminucion del crecimiento micelial del hongo a los ocho dias
despues de la siembra en PDA. El radio micelial en cultivos duales con la bacteria a partir
de un cultivo de 48 h de edad y la misma bacteria en formulacion en polvo humectable
fue de 2.1y 2.3 cm, en forma respectiva. No hubo diferencias significativas (P>0.05) entre
estos tratamientos, pero si las hubo con respecto al radio del crecimiento micelial al
confrontarse con el polvo humectable que acompafié como inerte la formulacion con la
bacteria, donde el radio del crecimiento micelial fue de 3.0 cm y el crecimiento del hongo
sin presencia de bacterias, ni el inerte donde el crecimiento fue de 3.0 (Cuadro 12; Figura
18).
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Cuadro 12. Inhibicién in vitro de Bacillus cereus contra el aislado 1C de

Colletotrichum coccodes.

Tratamientos Crecimiento micelial (cm) *
Suspension bacteriana, B. cereus Y 21 a*
B. cereus + polvo humectable 2.3 a
Polvo humectable sin bacteria 3.0 Db
Crecimiento micelial sin bacteria 3.0 b

YSuspension de la bacteria de 48 horas de edad.

XCrecimiento micelial expresado en centimetros del aislado 1C de Colletotrichum coccodes;
*Medias con la misma letra no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de
significancia p>0.05

Figura 18. Efectividad biolégica de Bacillus cereus sobre el crecimiento micelial in vitro
de Colletotrichum coccodes. A) crecimiento micelial sin bacteria, B) suspension
bacteriana B. cereus, C) polvo humectable sin bacteria y D) B. cereus + polvo
humectable.
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VIIl. DISCUSION

De tubérculos de papa var. Fianna se obtuvieron tres aislados de un hongo con
caracteristicas similares. Las colonias en medio de cultivo PDA mostraron un crecimiento
micelial denso y ademas presentaron una mayor variacion en la coloracidon debido a que
se observan colonias, de grisaceo a negro. Las caracteristicas fenotipicas de las colonias,
y de los conidios asi como la tasa de crecimiento micelial en PDA coincidieron con los
rangos reportados para C. coccodes por (Rojo et al., 2017; Nieto et al., 2019; Pérez et
al., 2019); sin embargo, las caracteristicas morfolégicas no son suficientes para la
identificacion del hongo en mencion ya que la morfologia del organismo puede variar
debido al efecto de las condiciones de temperatura, medios de cultivo, regimenes de luz
y la continua transferencia del hongo al medio de cultivo (Cannon et al., 2000, 2012; Cai
et al., 2009). Por lo anterior, se ha recurrido a herramientas moleculares para la
identificacion de especies del género Colletotrichum (Masel et al., 1990; Mills et al., 1992;
Hodson et al., 1993; Sheu et al., 2020). En el presente trabajo la identificacion de los tres
aislados obtenidos de tubérculos con sintomas de pafio de la papa del municipio de
Ahome, se realizé6 mediante la utilizacion de los cebadores universales ITS4/ITS5, ACT
y GPD (White et al., 1990). Las secuencias de los tres aislados de C. coccodes obtenidos
se compararon con especies de Colletotrichum ya registradas en el banco de genes
donde las secuencias de los tres aislados se ubicaron en el grupo de C. coccodes y esto
nos permite confirmar la identidad de C. coccodes asociado al pafo de la papa en el norte
de Sinaloa, coincidiendo con estudios previos realizados por (Pérez et al., 2019), los

cuales realizaron el primer reporte del fitopatdégeno en Sinaloa.

Se confirmd la patogenicidad de C. coccodes (aislados 1C, 1.1C y 3C), en papa,
pues estos causaron el tipico pafio de la papa en los tubérculos, lo cual coincide en
estudios previos sobre este patdégeno en esta solanacea en Sinaloa (Pérez et al., 2019),
Estados Unidos de Norte América, (Alananbeh y Gudmestad, 2016) y en algunos paises
europeos (Peters et al., 2016; Belov et al., 2017; Cakir et al., 2019).
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En relacion a la patogenicidad del hongo en tomate del hibrido DRD 8551, fue
interesante observar que las plantas que crecieron en suelo infestado con el patégeno no
mostraron sintomas de amarillamientoy de marchitez durante el periodo experimental; sin
embargo, se observo reproduccién abundante de acérvulos en tejido cortical de las

raices, pero no en el tallo de las plantas, lo que si ocurrié en las plantas de papa.

Los resultados indicaron que la presencia de los acérvulos en la raiz no afecto el
vigor de las plantas de tomate pues estas mostraron un color normal durante su
desarrollo, ademas de que el peso fresco del follaje no se redujo al crecer en suelo
infestado con los diferentes aislados del hongo. El aspecto normal de las plantas de
tomate en suelo infestado con el patégeno contrasta con reportes previos donde la raiz
exhibié areas necréticas de color marréon a oscuro con bandas, con agrietamientos
longitudinales y laterales, lo cual condujo a un crecimiento limitado de las raices de
tomate y chile (Byrne et al., 1998; Gilardi et al., 2013; Vrisman et al., 2016; Belov et al.,
2017). De manera similar las plantas de chile del hibrido plata, también mostraron
presencia de acérvulos en el tejido cortical de la raiz, pero no mostraron amarillamiento
ni marchitez tal como ocurrié en tomate cuando crecieron en suelo infestado con los tres
aislados de C. coccodes. Estos resultados también contrastan con reportes previos
donde el hongo causa lesiones hundidas de color marron, con dafio y decoloracion en
raices de chile (Sharma et al., 2011; Tyvaert et al., 2019). Aunque también causa lesiones

en tallos y en frutos (Jamiolkowska et al., 2018).

En el presente estudio ninguno de los aislados de C. coccodes causo sintomas en
tallos, o raices de papa, tomate y chile. Estudios adicionales se deberan de llevar a cabo
para producir plantas de tomate y chile en invernadero y determinar si el patégeno causa
sintomas en diferentes grados de madurez de los frutos lo cual ha ocurrido en estudios
previos (Alkan et al., 2008; Sharma et al., 2011; Nieto et al., 2019) en chile y tomate. Aun
cuando los aislados 1C, 1.1C y 3C de C. coccodes, fueron patogénicos en papa, y
produjeron acérvulos en el tejido cortical de las raices de tomate y chile, éstas no
mostraron sintomas aéreos. Este hallazgo es relevante pues desde un punto de vista
practico la rotacion de éstas solanaceas no es recomendable como estrategia para el
manejo de la enfermedad.
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El inoculd producido en las plantas de tomate y chile podria causar la enfermedad
del pafo de la papa en esta solanacea en ciclos agricolas subsiguientes. En este sentido,
se abren lineas de investigacion, para determinar el efecto de la rotacion de cultivos con
gramineas, para determinar su efecto en la disminucion de las poblaciones de C.

coccodes en el suelo como estrategia para el manejo de la enfermedad.

A través del tiempo diversos estudios sefalan el efecto de fungicidas en el manejo
de la enfermedad del pafio de la papa, causado por C. coccodes. El fungicida procloraz
es uno de ellos el cual inhibe la enzima lanosterol 14 a-desmetilasa (CYP51A1), la cual
participa en la produccion del ergosterol, que es un elemento esencial en la membrana
de los hongos. Este fungicida se caracteriza por ser de amplio espectro con actividad
protectora y curativa (Darbre, 2015). Marais (1990) evalué la efectividad in vitro de 33
fungicidas contra C. coccodes dentro de los cuales se incluyeron el procloraz,
propiconazol, oxido cuprico entre otros, las evaluaciones se llevaron a cabo in vitro;
dentro de los fungicidas ensayados el procloraz resulté con una mayor eficacia. En un
experimento similar Read y Hide (1995), evaluaron el efecto de 10 fungicidas en el que
procloraz sobresalidé por su eficacia en las mismas condiciones de prueba. Estos
resultados coinciden con los obtenidos en el presente estudio, donde procloraz presento
el mayor efecto inhibitorio in vitro contra C. coccodes. Por otro lado, el metil-tiofanato
mostré un efecto moderado in vitro contra C. coccodes en el presente estudio, lo cual
coincide con la efectividad biolégica que el thiabendazol (perteneciente al grupo de los
benzimidazoles donde se ubica el metil-tiofanato) el cual mostrd efectividad biolégica
contra el mismo patoégeno in vitro (Uribe y Loria, 1994). En relacién al fungicida
propiconazol, su efecto in vitro contra C. coccodes fue evidente en las dosis de 2.0, 3.0,
5.0 y 10.0 ppm, lo cual coincide con los resultados obtenidos por (Read y Hide, 1995)
donde observaron que este fungicida a concentraciones mayores de 10 ppm, contra el
mismo patdgeno, lo que contrasta con los resultados del presente estudio, donde el
fungicida mostro eficacia en las dosis de 2.0, 3.0, 5.0 y 10.0 ppm. En el presente estudio
el hidroxido cuprico, asi como el fluoxastrobin ejercieron inhibicidn moderada in vitro de

C. coccodes, tal como se ha consignado contra C. acutatum (Guillen et al., 2017).
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Estudios adicionales sobre la efectividad biolégica in vitro de fungicidas de estos
grupos quimicos deberan realizarse en los estudios futuros. En vista de que no hay
variedades con resistencia genética al pafio de la papa, causado por C. coccodes, lineas
futuras de investigacion deberan incluir trabajos de efectividad biolégica a nivel de campo
de los fungicidas ensayados in vitro en el presente estudio. También se debera
determinar la efectividad de organismos con potencial antagénico en campo contra el

patogeno.

IX. CONCLUSION

Los hongos asociados a sintomas de pafo en tubérculos de papa en el norte de
Sinaloa, fueron identificados como C. coccodes en base a su caracterizacion morfolégica

y el analisis filogenético.

Un aislado representativo del C. coccodes mostrd altos niveles de sensibilidad in
vitro a los fungicidas procloraz, propiconazol y a altas dosis de hidréxido cuprico.
Mientras, que el mismo aislado mostrd sensibilidad moderada a los fungicidas metil-

tiofanato, fluoxastrobin.

La bacteria Bacillus cereus también mostré inhibicion in vitro a C. coccodes, lo cual
fue mas evidente cuando la bacteria se utilizé a partir de cultivos de 48 h, que cuando se

utilizé en formulacién en polvo humectable.
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