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RESUMEN

La antracnosis es una enfermedad fungica que causa graves pérdidas en el cultivo de chirimoya
en Ecuador. La enfermedad causa graves dafios en los frutos y su control se basa principalmente
en la utilizacién de productos quimicos. Segun estudios realizados se ha reportado como agente
causal de la antracnosis en chirimoya principalmente a Colletotrichum spp, pero no se ha
definido la especie. En el presente estudio se realiz6 la caracterizacion morfologica e
identificacion molecular de 10 cepas de Colletotrichum spp. de chirimoya, en diferentes
localidades de la provincia del Azuay. Para la caracterizacién morfoldgica las variables que se
evaluaron fueron: crecimiento de la colonia, coloracién de la colonia, tipo de colonia y forma
de los conidios. Para la identificacion molecular se realizé un analisis PCR con cebadores
especificos reportados para C. gloeosporioides y C. acutatum, disefiados en el espaciador de
transcripcion interna (ITS). En base a las caracteristicas morfologica y analisis PCR se
determind que en el cantén Guachapala el patdgeno responsable de la antracnosis corresponde
a un complejo de C. gloeosporioides y C. acutatum, mientras que en Gualaceo la especie

causante de la enfermedad es C. acutatum.

Palabras clave: Antracnosis. Espaciador de Transcripcion Interna (ITS). Caracterizacion

Morfoldgica. PCR.
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ABSTRACT

Anthracnose is a fungal disease that causes serious losses in the cherimoya crop in Ecuador.
The disease causes serious damage to the fruit and its control is mainly based on the use of
chemical products. According to studies, Colletotrichum spp. has been reported as the causal
agent of anthracnose in cherimoya, but the species has not been defined. In the present study,
the morphological characterization and molecular identification of 10 strains of Colletotrichum
spp. of cherimoya was carried out in different localities of the province of Azuay. For
morphological characterization, the variables evaluated were: colony growth, colony
coloration, colony type and conidial shape. For molecular identification, PCR analysis was
performed with specific primers reported for C. gloeosporioides and C. acutatum, designed in
the internal transcribed spacer (ITS). Based on the morphological characteristics and PCR
analysis, it was determined that in Guachapala canton the pathogen responsible for anthracnose
corresponds to a complex of C. gloeosporioides and C. acutatum, while in Gualaceo the species

causing the disease is C. acutatum.

Key words: anthracnose, internal transcribed spacer (ITS), morphological characterization,

PCR.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

INIAP: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias

PCR: Reaccidon en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction)
ITS: Espaciador transcrito interno (Internal transcribed spacer)

TUB2: Beta-tubulina (Beta-tubulin)

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase)

TAE: Tris acetato de acido etilendiaminotetraacético (Ethylenediaminetetraacetic acid tris

acetate) dNTPs: Nucledsido trifosfato (Nucleoside triphosphate) mM: milimolar
ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNr: Acido desoxirribonucleico ribosomal

ARN: Acido ribonucleico

ppm: partes por millén

PDA: Potato Dextrose Agar
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1. INTRODUCCION

La chirimoya es originaria de los Andes, probablemente entre el sur de Ecuador y el
norte de Perd, aunque algunos historiadores también incluyen las regiones andinas de Chile y
Colombia (Gironés, et al., 2014). En Ecuador, la provincia de Loja y el llamado Valle Sagrado

de Vilcabamba pueden ser centros de biodiversidad. En este valle ain existen chirimoyas

silvestres (Gonzéles, 2013).

Segun las estadisticas del tercer censo agropecuario nacional, la superficie estimada de
produccién es de 532 hectareas y la produccién es de 627 toneladas, lo que equivale a 1,34
toneladas por hectarea. En varias provincias de la Sierra, como Azuay, Loja, Pichincha e
Imbabura, se reporta una produccion de chirimoya de 41, 270, 277 y 39 toneladas

respectivamente (MAGAP, 2010).

Dentro de los limites fitosanitarios para la produccion de chirimoya, destacan
especialmente las enfermedades causadas por hongos, en particular los géneros Colletotrichum,
Elsinoe, Fusarium, Olpitrichum, Phoma, Phomopsis, Phyllosticta, Rhizopus y Stigmella, que
pueden reducir la calidad comercial del producto (Villanueva, et al., 2008). Entre estos géneros,
Colletotrichum se considera el patdgeno mas importante porque puede causar pérdidas

considerables si no se controla a tiempo (Villanueva, et al., s.f.).

Colletotrichum incluye mas de 100 especies causantes de antracnosis que se encuentran en
casi todos los cultivos utilizados en todo el mundo para la produccién de alimentos, fibras y
piensos, como C. gloeosporioides, C. truncatum, C. graminicola, C. boninense y otros. Debido
a su importancia cientifica y econdémica, la especie Colletotrichum ocupa el octavo lugar en el

ranking mundial de fitopatdégenos (Rojo et al., 2017).

Lizeth Alvarez & Andrea Tenesaca 17
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Una de las enfermedades que ataca al cultivo de chirimoya es la mancha negra ocasionada
por el hongo C. gloeosporioides, que ocasiona pérdidas importantes al atacar el follaje de los
arboles que sufren una defoliacion severa (Tovar, et al., 2001). La antracnosis en hojas y
pudricion en los frutos de chirimoya es ocasionada por algunas especies de Colletotrichum

(Villanueva, et al., 2008).

La caracterizacion molecular y morfologica de las especies de Colletotrichum, resulta
imprescindible para implementar estrategias de control que sean efectivas, sin embargo,
implementar medidas de control resulta dificil por la convergencia en un mismo hospedante de
varias especies o subespecies de hongos pertenecientes al género Colletotrichum. Los factores
ambientales pueden influir en la estabilidad de los rasgos morfoldgicos en la identificacion de

especies de Colletotrichum, asi como los criterios de clasificacion (Dominguez, et al., 2012).

La identificacion precisa, su nivel de variabilidad genética en distintos hospederos, la
correlacion existente en su grado de patogenicidad, ha representado un reto para el empleo
correcto de técnicas de manejo para los cultivos y desarrollar planes de investigacion orientados
a la resistencia y mejoramiento genético (Cardenas, 2010). Basandonos en esta problematica
el objetivo del presente proyecto es poder determinar si la antracnosis en chirimoya es causada
por C. gloeosporioides o existen otras especies de este género que ocasionan la enfermedad en

chirimoya.

Lizeth Alvarez & Andrea Tenesaca 18
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OBJETIVOS
Objetivo General
Determinar el agente causal de la antracnosis en chirimoya en el canton Gualaceo

provincia del Azuay.

Obijetivos Especificos

Realizar la caracterizacion morfologica de 10 aislados de Colletotrichum spp.

Definir la especie mediante analisis PCR con primers especificos definidos para 5

especies de Colletotrichum.

Lizeth Alvarez & Andrea Tenesaca 19
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA
3.1.  Chirimoya (Annona cherimola)

El fruto de chirimoya es muy apreciado por su aroma y el delicado sabor de sus frutos,
de aqui que la aceptacion desde el punto de vista comercial como fruta exética sea ampliamente
divulgada a nivel internacional, existiendo marcado interés en su expansion. La pulpa de estos
frutos es utilizada en forma natural o para la producciéon de jugos, batidos, helados. Su
mercadeo generalmente es a escala local, regional y nacional, raramente ocurre a nivel
internacional. Sin embargo, a medida que la chirimoya comienza a ser mas conocida es objeto
de mayor atencion por parte de investigadores, cultivadores y consumidores de un gran nimero

de paises (Vanegas, et al., 2016).

3.1.1. Origen

La chirimoya es nativa de los Andes, probablemente entre el Sur de Ecuador y el norte
de Per0 (Gironés, et al., 2014), algunos historiadores incluyen también zonas andinas de Chile
y Colombia. En Ecuador, la provincia de Loja y el llamado valle sagrado de Vilcabamba, son
los probables centros de biodiversidad. En este valle todavia subsisten rodales silvestres de

chirimoya (Gonzales, 2013).

3.1.2. Descripcion botanica

El arbol de chirimoya es tipicamente caducifolio, consta de una altura de 6 y 10 m, pues
este presenta un crecimiento erguido, su tallo tiene una corteza gruesa con una copa redondeada
con abundante follaje (Sayago, et al., 2018). Las hojas son lanceoladas, miden de 10 a 20 cm
de largo y 5 a 10 cm de ancho; las flores presentan un caliz con tres sépalos dispuestos en forma

triangular. Posee flores dicotémicas, es decir, que primero maduran las estructuras femeninas

Lizeth Alvarez & Andrea Tenesaca 20
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y luego las masculinas, por otra parte, su fruto es un sincarpo carnoso de forma acorazonada,
formado por la fusion de varios carpelos con el receptaculo floral. El color varia de verde
oscuro brillante cuando esta creciendo a verde mate cuando madura, mide de 10 a 30 cm de
largo por 10 a 20 cm de ancho. La piel del fruto es coriacea, recubierta de escamas carnosas o
tubérculos espiciformes que se desprenden facilmente cuando el fruto esta maduro. La pulpa
es blanca, de sabor acido y aromatico y puede representar un 72.0% del peso total del fruto.
Contiene numerosas semillas alargadas de forma ovoide y comprimida, de color pardo oscuro

brillante, de 1.5 a 2.0 cm de largo (Tacan, 2007).

3.1.3. El cultivo de chirimoya en Ecuador

El Ecuador siendo centro de origen de la chirimoya presenta zonas climaticas
favorables, pero su cultivo ha disminuido, existiendo aproximadamente solo 385.2 ha en el
pais, con un promedio nacional de produccién de 10 t/ha, sin embargo, se ha obtenido

rendimiento bajo de 2.8 t/ha (Vanegas, et al., 2016).

Se cultiva en las provincias de Imbabura, Pichincha, Azuay y Loja, a una altitud entre los
1500 a 2600 m.s.n.m. Debido a los microclimas que van desde seco a templado semihiumedo

la fenologia de la chirimoya es variable (Vanegas, et al., 2016).

Las zonas estratégicas para el cultivo de chirimoya, son el suelo del Valle del Chota y
Guayllabamba, asi como Tumbaco y la Isla Pund en Guayaquil, en los ultimos afios la fruta ha
incrementado su produccion por hectarea. La produccion de chirimoya se centra en la Provincia

de Pichincha por su clima, situacion geogréafica favorable y suelo fértil (Pineda, et al., 2014).
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3.2.  El genero Colletotrichum spp. como responsable de la antracnosis

Colletotrichum se encuentra en un grupo de hongos fitopatdgenos responsables de una
enfermedad que se conoce con el nombre de antracnosis. Muestra una distribucion geografica
amplia y causa importantes perdidas economicas en un gran nimero de plantas como cereales,
leguminosas, cultivos herbaceos, plantas horticolas y arboles frutales (Velazquez, et al., 2018).
Por otro lado (Saldarriaga, et al., 2008) mencionan que la antracnosis es una enfermedad que
puede afectar a los frutales tanto en precosecha como en postcosecha y ocasiona pérdidas

importantes en los cultivos.

El hongo Colletotrichum spp., es uno de los principales patdgenos que ataca a varios
cultivos como es el caso del aguacate, en un estudio realizado por (Trinidad, et al., 2017), se
aislaron y caracterizaron morfolégica y molecularmente 86 cepas del hongo y pudieron
identificar 20 cepas de Colletotrichum spp., entre ellas C. gloeosporioides, C. hymenocallidis,
C. siamense y C. tropicale. De las cepas mencionadas solamente C. gloeosporioide y C.
tropicale han sido reportadas en aguacate mientras el resto como C. hymenocallidis ha sido

reportada principalmente en lirio arafia y algunos casos en chile y tomate.

Mientras que Dominguez, et al., (2012) determiné un complejo de especies del
patdgeno C. gloeosporoides y G. singulata como el agente causal de la antracnosis en palma
aceitera en Venezuela. Comunmente la antracnosis en palma puede ser ocasionada por diversos
patogenos entre ellos Botryodiplodia palmarum, Melanconium spp. y C. gloeosporioides,
siendo la ultima especie reportada solamente en plantas de vivero en América tropical. No
obstante, en Venezuela no se habia reportado que la antracnosis era ocasionada por especies

del género Colletotrichum que causen dafios en plantaciones adultas de palma aceitera
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(Dominguez, et al., 2012). Por otro lado, la pimienta dioica no se encuentra dentro de los
hospederos de hongos del género Colletotrichum, sin embargo, estudios realizados por
Velazquez, et al., (2018), determinaron mediante caracterizacion morfoldgica dos especies: C.
acutatum y C. gloeosporioides. En la caracterizacion molecular se pudo corroborar los
resultados de la identificacion morfoldgica y ademas se confirmaron dos especies mas: C.

fragariae y C. boninense (Velazquez, et al., 2018).

Todos los estudios mencionados anteriormente muestran el descubrimiento de especies
reportadas de Colletotrichum en distintos hospederos que son las causantes de la antracnosis,
y por ende causan pérdidas econdémicas significativas en los diferentes cultivos ya
mencionados, sin embargo, no son considerados y en muchas ocasiones son desconocidos. Lo

que repercute en controles ineficientes para los cultivos (Pérez, et al., 2003)

Mientras tanto Sandoval, et al., (2008) mencionan que en especies frutales como en el caso de
chirimoya la infeccion por el hospedante Colletotrichum causa dafios mas severos en
comparacion con especies arbustivas como es en el caso del romero que solo causa lesiones
necroticas en hojas y tallos (Sandoval, et al., 2008). Asi también una de las enfermedades que
ataca al cultivo de chirimoya es la mancha negra ocasionada por el hongo C. gloeosporioides,
que ocasiona pérdidas importantes al atacar el follaje de los arboles que sufren una defoliacion
severa (Tovar, et al., 2001). Estudios realizados en México con base a los caracteres
moleculares observados, determind al hongo C. gloeosporioides como agente causal de la
pudricién seca de frutos en la familia de las anonaceas (Cambero, et al., 2019). En cambio,
Villanueva, et al., (2008), muestran que la antracnosis en hojas y pudricion en los frutos de

chirimoya es ocasionada por algunas especies de Colletotrichum (Villanueva, et al.,2008),
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afirmando, en el Estado de México en se encontrd a C. fragariae y a C. gloeosporioides como
agente causal de la antracnosis en este cultivo, a esto se le suma lo resultados obtenidos en

EEUU que reportan a C. acutatum como agente causal de la enfermedad (Villanueva, et al.,

2008).

3.2.1. Colletotrichum gloeosporioides

El hongo C. gloeosporioides es uno de los patdgenos mas comunes en las plantas y que
presenta una mayor distribucion en el mundo, ocasiona antracnosis, una enfermedad importante
que ataca a los frutos en regiones tropicales y subtropicales. C gloeosporioides tiene una amplia
gama de hospedantes, entre ellos la chirimoya (Annona cherimola Mill) aguacate (Persea
americana Mill), mango (Mangifera indica L.) y papaya (Carica papaya L.). Este hongo se
controla con la utilizacion de fungicidas quimicos, pero el uso de estos compuestos puede
ocasionar, dafios entre ellos: contaminacion del ambiente, riesgos de residuos en productos

cosechados y el patégeno puede desarrollar resistencia (Ruiz, et al., 2014).

Por otro lado, C. gloeosporioides es un hongo cosmopolita que predomina en regiones
tropicales y subtropicales. Este hongo crece lentamente in vitro y las colonias suelen ser de
color gris claro a oscuro, pero en agar avena el micelio es blanco, ligeramente algodonoso y
tiene masas conidiales anaranjadas; en agar papa dextrosa, agar agua y agar avena se puede
observar la formacién de apresorios. EI hongo tiene hifas septadas y produce un apresorios
marrén ennegrecido, ovalado, a veces lobulado, en forma de ufia.,, los conidios son
transparentes, de tamafo variable, cilindricos, de apice romo, de 9 a 24 um de largo y de 3 a
4,5 um de ancho en medio agar simple, el 98% son mononucleares, principalmente binucleados

en medio liquido. C. gloeosporioides favorece la esporulacion cuando se cultiva en medio
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liquido a 25°C con agitacion constante. Los hongos pueden infectar entre 20 y 28°C, pero en
ambientes con humedad relativa de 80 a 100%, la temperatura 6ptima para el crecimiento es

de 27 £ 1°C. El pH 6ptimo para el crecimiento de hongos es de 5,5 a 7 (Rodriguez, et al., 2009)

3.2.1.1. Sintomatologia

Segun datos reportados por Villanueva, et al., (2008). Los arboles de chirimoya atacados
por el hongo C. gloeosporioides sufren defoliacion severa, se presenta como lesiones necroticas
circulares (didmetro 1 mm a 4 cm) o irregulares, hundidas con bordes levantados, por
hundimiento del tejido y con masas de conidios de color salmén-naranja. La pudricién del
pedunculo se muestra como lesiones necréticas circulares alrededor de la base, 2 cm de
diametro y con formacion de masas naranja de conidios, el dafio se extiende hasta la cascara y
la pulpa (Villanueva, et al., 2018). El ataque se manifiesta principalmente en hojas, la
enfermedad se caracteriza por la aparicion de lesiones circulares de color verde brillante, las
cuales se tornan obscuras, llegando a ocasionar la caida prematura de las hojas. En ramas
jovenes, el hongo induce muerte descendente y puede presentarse la formacion de un cancro

(Tovar, et al., 2001).

Segun un estudio realizado por Rodriguez, et al., (2009) sobre la antracnosis en aguacate
determinaron que se manifiesta en varias partes de estos arboles; cuando ataca el fruto en
desarrollo, se denomina "viruela", y se observa en un primer momento una mancha circular
redonda translucida, que luego se torna de color marrén oscuro y puede ser profusa; cuando
infecta frutos maduros, se denomina “clavo”, mostrando lesiones negras hundidas, redondas o
irregulares y numerosas esporas rosadas; se presenta como manchas marrones con halo

clordtico en las hojas, que puede conducir a la defoliacion si la incidencia es alta; en las flores,
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se presenta como tizon, provocando la caida o el aborto de los frutos; en las ramas, apariencia

marrén o morada, manchas redondas con necrosis rapida (Rodriguez, et al., 2009).

3.2.1.2. Condiciones que favorecen la presencia de antracnosis

Las condiciones ambientales juegan un papel importante en el desarrollo

de la enfermedad. En el caso de la antracnosis, la duracion de la humedad en la superficie de
la hoja afecta directamente el proceso de infeccion y crecimiento del patégeno en la planta. Las
lluvias prolongadas aumentan el desarrollo de enfermedades. Se informa que las altas
temperaturas (27 °C) y la alta humedad (80%) durante la maduracién de la fruta favorecen la
infeccion y reproduccion fangica. Por otro lado, después de la cosecha, la fruta debe
almacenarse o transportarse bajo ciertas condiciones ambientales para evitar la aparicion de
esta enfermedad, estas condiciones son: temperatura 13°C, 3-5 % 02, 5-8% CO2 y 60%

humedad relativa (Ceron, et al., 2006).

3.2.1.3. Manejo de postcosecha para prevenir antracnosis

Después de la cosecha de la fruta, generalmente en la tercera madurez

(escala colombiana), se puede lavar con agua y un fungicida, o remojar en una solucién que
generalmente contiene los ingredientes activos tiabendazol o procloraz, que debe cambiarse
continuamente para evitar la contaminacion y para tomar las medidas de proteccion adecuadas.
Después de remojar, dejar que la fruta se seque por completo y posteriormente asegurar cada

fruta con una malla o espuma para que no se golpee la fruta (Lopez, 2018).

Después del envasado, la fruta debe entrar en la cadena de frio entre 12-14°C, lo mejor
es mantener la temperatura constante, ya que, si la temperatura es alta, la respiracion de la fruta

aumentara, y por lo tanto se condensara el agua en el empaque dando una condicién dptima
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para el desarrollo de antracnosis. Ademas, se debe evite golpear la fruta para evitar que se
ablande la epidermis. Otro control postcosecha para la antracnosis es el tratamiento térmico,
que consiste en remojar la fruta en agua caliente a 49°C durante 10 minutos o colocar la fruta
en agua fria a 4°C durante 5 minutos y luego remojar inmediatamente en agua caliente

produciendo asi un choque térmico (Landero, et al., 2016).

3.2.2. Colletotrichum acutatum

Hongo que se encuentra en estado asexual en la naturaleza, morfolégicamente se
caracteriza por tener un micelio enramado, septado de color blanco, acérvulos de color salmon
en forma de circular con setas en el borde, los conidios presentan una forma ovoide, las esporas
Ilegan a ser tan numerosas que forman una masa brillante de color rosado. El desarrollo de la
enfermedad se basa en: germinacion, formacion del tuvo germinativo, formacion del

apresorios, penetracion y colonizacion (Barriga, 2012).

Representa uno de los principales patdgenos en agricultura y responsable de
importantes pérdidas econdémicas en especies frutales de climas templados, subtropicales y
tropicales. Es el agente causal de la antracnosis y la caida prematura del fruto en gran variedad
de cultivos, tiene un gran éxito en su estrategia de ataque a tejidos jovenes, viejos y fisicamente
vulnerables. A pesar de esto, existen escasos estudios sobre aspectos importantes de su
biologia, lo que impide poder realizar una correcta identificacion para efectuar un eficiente
control posteriormente (Wharton, et al., 2004), ocasiona la enfermedad conocida como
antracnosis en un sin numero de plantas en todo el mundo, causando dafios graves
especialmente en la produccién comercial de frutas (Damm, et al., 2012). La infeccion y

propagacion del hongo puede ser aventajada por niveles de humedad desde el 90% lo que
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facilita la germinacién de las esporas, la temperatura 6ptima para el hongo es de 25 °C, la que

juega un papel importante en la penetracion del mismo (Arboleda, 2007).

3.2.2.1. Sintomatologia

Siendo un patogeno intracelular hemibiotrofico actda no solo en la naturaleza biotrofica
sino también en sus habilidades para penetrar la pared celular y crecer dentro del lumen. Su
principal fuente de inoculo son las esporas que estan presentes en ramas, hojas, inflorescencia

y en el fruto (Barriga, 2012).

A pesar de su naturaleza destructiva, el éxito de la enfermedad ocasionada por este
hongo depende de la forma en la que inicia la infeccidn y coloniza el tejido, presenta un proceso
infectivo en dos fases una asintomatica inicial donde el patdgeno se establece en el hospedero
y la fase destructiva que se denota por la sintomatologia que presenta el organismo afectado

(Barriga, 2012)

No se ha reportado a C. acutatum como el causante de la antracnosis en chirimoya, no
existe datos de la sintomatologia en este cultivo, no obstante, en frutos semimaduros y maduros
de fresa (Fragaria), la enfermedad se caracteriz6 por mostrar lesiones hundidas de forma
circular e irregular en el fruto, inicialmente acuosas y luego secas, una tonalidad marrén oscuro,
donde se observan zonas de color salmén correspondientes a las masas de conidios (Farrera, et
al., 2007). Del mismo modo, en el cultivo de naranjilla (Solanum quitoense) se ha reportado
que C. acutatum se presenta en los frutos como una mancha necrotica y ablandamiento, ademas

de aparicion de micelio en la zona afectada (Caicedo, et al., 2007).

Lizeth Alvarez & Andrea Tenesaca 28



UNIVERSIDAD DE CUENCA

3.3.  Criterios clasicos usados en la identificacion

Las especies de Colletotrichum se identifican tradicionalmente de acuerdo con criterios
taxonomicos clasicos, como la forma y el tamafio de los conidios y las esporas, la formacién
de ascas, la presencia de setas, la morfologia, la tasa de crecimiento y el color de la colonia.
Los aislamientos de Colletotrichum exhibieron una gran variabilidad fenotipica, arrojando
valores intermedios entre estas: caracteristicas morfoldgicas y de cultivo, lo que dificulto su
identificacion. Uno de los datos morfoldgicos mas utilizados es la forma y el tamafio de los
conidios, y aunque puede ser Util como criterio para distinguir ciertas especies, en ocasiones
no es concluyente, incluso teniendo en cuenta que las cepas de Colletotrichum pueden producir
conidios secundarios. De las esporas primarias, suelen ser mas pequefias y morfoldégicamente
variables. Por otro lado, la presencia de ascas en el laboratorio es muy variable en las cepas de
Colletotrichum y muchas cepas pierden la capacidad de producirlas después de varias
resiembras, por tanto, este tampoco puede adoptarse como un criterio valido para la
diferenciacion. A las limitaciones de los caracteres taxonomicos clasicos se suman los
problemas en la denominacion de las especies, debido a la costumbre de designar los nombres
de las distintas especies atendiendo casi exclusivamente al tipo de huésped donde fue aislado
por primera vez, este es el caso del nombre C. fragariae que fue nombrado asi cuando Brooks
(1931) lo aisl6 de plantas del género Fragaria, y que posteriormente fue incluido como
sinénimo de C. gloeosporioides por von Arx (1957), aunque en 1981 el mismo von Arx vuelve

a mantener las dos especies como distintas (Garcés, et al., 2008).

3.3.1. Caracterizacion molecular
Las técnicas de biologia moleclular necesitan analizar los acidos nucleicos extraidos de

los organismos para poder detectarlos e identificarlos, la extraccion de ADN o ARN es el paso
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mas importante dentro de una caracterizacion molecular, debido a que la muestra debe ser
purificada de forma adecuada para evitar contaminacion con muestras de inhibidores que

impiden la correcta realizacion de la técnica a utilizarse (Diz, 2020)

La técnica PCR radica en la amplificacion de un region concreta de ADN utilizando
cebadores o primers especificos que son secuencias de ADN que definen la banda
amplificacion, tienen una extension de 15 a 30 nucle6tidos y son complementarios a la region
del ADN que se desea amplificar. En este método se basa la accidn de distitnas enzimas una
de ellas la ADN polimerasa, encargada de concentrar a los nucleétidos en la sintesis de las
nuevas cadenas de ADN. La PCR transcribe lo que ocurre en el interior de la célula, la muestra
extraida de ADN se agrega en un tubo eppendorf en conjunto con los primers, los
desoxinucleotidos, una ADN polimerasa termoestable y un cofactor de esta enzima,
posteriormente se someten a una serie de ciclos con cambios de temperatura lo que harpa que

se amplifique la regién concreta del ADN de la muestra (Diz, 2020).

Los marcadores PCR constituyen una importante herramienta para lograr diferenciar
entre una amplia gama de fitopatdgenos estrechamente relacionados, ademas este tipo de
marcadores son rapidos, baratos y la mejor opcién para analizar grandes cantidades de
muestras, pues solo se requiere minimas cantidades de ADN (Weising, et al., 2005), también
se han considerado como uno de los métodos méas usados para identificar especies, ademas
presenta ventajas como su alta sensibilidad, su reproducibilidad en diversos huéspedes y tipos
de muestras, ademas tiene un metodologia simple y rapida de aplicar (Galvis, et al., 2014).

Las primeras aplicaciones de datos de secuencias de ADN para distinguir entre especies

del hongo Colletotrichum fueron divulgadas por los autores Mills, et al., (1992) y
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Sreenivasaprasad, et al., (1992), quienes identificaron variacion de secuencia en la region ITS1
del ADN entre seis especies de Colletotrichum, ademas detectaron polimorfismos en la misma
region entre cepas de C. gloeosporioides hospederos, luego surgieron estudios mas completos
mostrando los primeros arboles NJ para Colletotrichum, utilizando secuencias ITS2 y LSU de
27 cepas indicadas como pertenecientes a 13 especies. Un segundo estudio filogenético
realizado por Sreenivasaprasad, et al., (1996) utilizando el analisis de parsimonia de las
secuencias ITS1 y 2 de 18 especies de Colletotrichum, los autores pudieron identificar seis

grupos infragenéricos (Cannon, et al., 2012).

La identificacion adecuada de un organismo permite conocer los patrones de
comportamiento de la especie o del grupo taxonémico, facilitando el acceso a la informacion
cientifica y técnica generada, que se pueda aplicar en el desarrollo de alternativas tecnoldgicas
para la estructuracion de planes de manejo de la enfermedad (Saldarriaga, et al., 2008). Con
esto se puede lograr una aplicacién eficiente de fungicidas de sintesis quimica para controlar
la antracnosis, disminuyendo asi los problemas de contaminacién ambiental relacionados con
el mal uso de los compuestos quimicos que resulta en un impacto negativo sobre los organismos
benéficos presentes en el ambiente, también se puede proporcionar un adecuado manejo del
cultivo y control del patdégeno, porque se conoce el comportamiento del mismo, resultando

también en una reduccién en los costos de produccién (Giraldo, et al., 2016).

4, MATERIALES Y METODOS
4.1.  Area de estudio
El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en los Laboratorios de Biotecnologia

y Fitopatologia, ubicados en la Facultad de Ciencias Agropecuarias, en el campus Yanuncay
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de la Universidad de Cuenca, los mismos que cuenta con todos los equipos necesarios para
realizar la investigacion, a su vez se encuentra ubicado en el sector Yanuncay a una altura de
2567 m.s.n.m., con coordenadas UTM 2°55'12.6"S 79°01'30.6"W. En el laboratorio de
Biotecnologia se realiz6 la identificacion molecular y en el laboratorio de Fitopatologia se

realizo la caracterizacion morfoldgica.

Figura 1. Mapa de ubicacion de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
de Cuenca.
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En cuanto a la recoleccion de las muestras se realiz6 en la Estacion Experimental del Austro
(INIAP) ubicado en Gualaceo, lugar en donde se recolect6 las 5 primeras muestras, y en el

canton Guachapala en la finca del Ing. Claudio Encalada se recolecto otras 5 muestras mas.
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Figura 2. Mapa de ubicacion del lote de las muestras tomadas del cultivo de chirimoya de
los cantones Gualaceo y Guachapala.
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4.2. MATERIALES

Tabla 1. Materiales usados en el desarrollo de la investigacion.

BIOLOGICOS FISICOS LABORATORIO

_ _ _ Puntas para micropipetas, tubos
Plantas de Annona cherimola, Libreta de campo, etiquetas, ) ]
de microcentrifuga, guantes,

ADN Colletotrichum spp. fundas de papel. _ )

mascarilla, mandil.
EQUIPOS REACTIVOS PROGRAMAS
Incubadora, refrigerador, Agua destilada, alcohol al

balanza de precision centrifuga, 70%, agarosa, papa, dextrosa,
Software Excel, Word, R.

autoclave micropipetas, agar, azul de metileno, acido
agitador, vortex. lactico, cloro, TAE 1X.
4.3. Meétodos

4.3.1. Metodologia para la investigacion experimental del objetivo 1
4.3.1.1. Recoleccidn y aislamiento de Colletotrichum
La colecta de muestras se realiz6 en dos zonas productoras de chirimoya,
en el cantdén Gualaceo (5 muestras) y en Guachapala (5 muestras), en huertos que presentaban
sintomas comunes de antracnosis y evidentes lesiones necrosas en los frutos. Se tomaron

muestras de las hojas y frutos y se asigno un cddigo a cada muestra (Tabla 2).

Una vez las muestras llevadas al laboratorio se realizé el protocolo de desinfeccion que
consiste en lavar las muestras con agua, luego se coloca en recipientes alcohol al 70%, cloro y
nuevamente alcohol al 70%, las muestras pasan por los tres recipientes durante 1 minuto; vy,

finalmente se enjuaga las muestras con agua destilada. Posterior a esto se dej6 las muestras en
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una camara humeda por un periodo de 5 dias, luego de esto se tomd una muestra de la zona de

esporulacion con ayuda de una cinta, como se observa en el Anexo 2, Foto 4.

Seguidamente se tifieron las muestras con azul de metileno y se observo en el
microscopio para verificar que se trate del hongo Colletotrichum spp. A continuacion, muestras
del hongo se sembraron en cajas Petri con medio PDA (Potato Dextrose Agar TM MEDIA
344). Los aislados que crecieron, se purificaron con subcultivos en cajas Petri, como se observa
en el anexo 2, foto 2. Se realizaron cultivos monospdricos de cada aislado, utilizando la

metodologia de Nelson, et al., (1983).

4.3.1.2. Caracterizacion morfolégica
Para cada aislado obtenido de los cultivos monospdricos se tomd
asépticamente secciones de 4 mm en las areas de esporulacion activa cerca del borde de
crecimiento y se sembrd en cajas Petri con medio PDA (tres repeticiones) los aislados fueron
incubados en una camara de clima constante MEMMERT a +25 °C y +75% de humedad
relativa durante 10 dias. Las variables evaluadas fueron: forma de conidios, crecimiento de la
colonia, tipo de micelio y coloracion de la colonia, como se muestra en el anexo 2, foto 1, de

acuerdo a la metodologia modificada de (Nelson, et al., 1983).
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Tabla 2. Caodigos y ubicaciones de los aislados Colletotrichum spp. recolectadas en la
provincia del Azuay.

Cddigo Localizacién Tejido afectado  Coordenadas UTM
(Sector-Provincia)

IN-P1 Gualaceo (INIAP), Azuay Frutos, hojas 2.865271-78.777599
IN-P2 Gualaceo (INIAP), Azuay Frutos, hojas 2.865753-78.777749
IN-P3 Gualaceo (INIAP), Azuay Frutos, hojas 2.865445-78.778132
IN-P4 Gualaceo (INIAP), Azuay Frutos, hojas 2.864816-78.778238
IN-P5 Gualaceo (INIAP), Azuay Frutos, hojas 2.864933-78.778420
G-P6 Guachapala, Azuay Frutos, hojas 2.764070-78.711298
G-P7 Guachapala, Azuay Frutos, hojas 2.763931-78.711159
G-P8 Guachapala, Azuay Frutos, hojas 2.764070-78.711041
G-P9 Guachapala, Azuay Frutos, hojas 2.764135-78.711277
G-P10 Guachapala, Azuay Frutos, hojas 2.763952-78.711073
4.3.1.3. Forma de conidios

Para la produccion de conidios, los aislados se sembraron en medio de
cultivo con papa-dextrosa-agar (PDA), de los 10 aislados se realizd 3 repeticiones de cada caja
dandonos un total de 30 cajas Petri con el hongo Colletotrichum spp, luego de esto se tomé una
seccion de cada aislado, se coloc6 en un portaobjetos cuadriculado con una gota de lactofenol,
Los conidios se clasificaron segin su forma en tres categorias: 0= conidios con los dos
extremos redondeados, 1= conidios con un extremo redondeado y otro agudo (mixtas), 2=

conidios con los dos extremos agudos.
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43.1.4. Crecimiento de la colonia
La variable de crecimiento de las colonias se evalué mediante la toma de
datos diarios del hongo Colletotrichum spp., una vez realizada la siembra de los aislados se

tomo los datos del crecimiento con la ayuda de un calibrador, durante 10 dias.

4.3.1.5. Tipo de micelio
La evaluacion del tipo de micelio de los aislados se realiz6 mediante
observacion directa de cada asilado y se registro el tipo de micelio, la presencia, ausencia, los
mismos fueron clasificados de la siguiente manera: NA= no algodonoso, LA= ligeramente

algodonoso, MA= moderadamente algodonoso, AA= abundante algodonoso (ver tabla 4 y 5).

4.3.1.6. Coloracion de la colonia
La coloracion de la colonia fue evaluada segun observacion directa de
cada uno de los aislados y se describieron segun la tonalidad que presentaban los mismos. Los

colores observados varian desde el blanco, blanco cremoso hasta el gris oscuro (ver Foto 8).

4.3.1.7. Pruebas de patogenicidad
Para las pruebas de patogenicidad de los aislamientos obtenidos se
verifico en frutos de chirimoya. Los frutos se obtuvieron en estado de madurez fisioldgica, y
se esterilizaron superficialmente mediante inmersion en etanol (tres minutos), hipoclorito de
sodio al 1 % (cinco minutos), y agua destilada estéril (tres veces durante dos minutos cada vez).
A continuacion, se secaron en camara de flujo. Los frutos se inocularon mediante el método de
inoculacion por herida y depositando la suspension conidial sobre el area de la herida

previamente demarcada (Than, et al., 2008) (ver Foto 5).
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Como control, se inocul6 agua destilada estéril. Los frutos inoculados fueron colocados en
camaras humedas las mismas se encontraban en condiciones estériles (humedad relativa
cercana al 95 %) (Montri et al., 2009), a temperatura ambiente (£24°C), y sometidos a
regimenes normales de luz durante siete dias (Than et al., 2008). Se inoculé un total de 12
frutos y transcurridos 7 dias después que los frutos fueron inoculados se procedio a evaluar los
sintomas de la enfermedad tomando fragmentos del &rea inoculada o el borde de las lesiones
(en caso de no observar sintomas). La muestra obtenida del organismo aislado se cultivé en
medio PDA y su morfologia y los caracteres de la colonia se compararon con el cultivo

inicialmente inoculado (ver Foto 4).

4.3.2. Metodologia para la investigacion experimental del objetivo 2
4.3.2.1.  Definir la especie mediante analisis PCR con primers especificos de 5
especies de Colletotrichum spp.
Para la extraccion de ADN de las cepas de Colletotrichum recolectadas se

utilizo el protocolo de Fulton y Tanksley (1995) (ver Anexo 1).

Con el ADN de 10 muestras de cada especie de Colletotrichum, se realizo la identificacién
molecular con primers especificos para las especies C. gloeosporioides y C acutatum, por
triplicado. Esto permitié identificar la especie responsable de la antracnosis en A. cherimola,
mediante la técnica Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), como se muestra en la tabla

3.
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Tabla 3. Primers utilizados para la identificacion molecular de C. acutatum y C.

gloeosporioides.

Especie Gen Primers  Direccion Secuencia (5°-3°)
ITS (Internal ITS4 For. TCCTCCGCTTATTGATATGC
C. acutatum transcribed
Calnt2 Rev. GGGGAAGCCTCTCGCGG
spacer)
C Calmodulin CL1F For. GARTWCAAGGAGGCCTTCTC
gloeosporioides (CAL) CL2AR Rev. TTTTTGCATCATGAGTTGGAC

Las reacciones de PCR tuvieron un volumen final de 25 pl compuesta de 13.55 pl de H20

estéril, 2.5 pl de Buffer 10X, 0.75 pl de MgCl2, 0.5 pl de cada uno de los dNTPs (2 mM), 2.5

pl de cada primer (5 pl), 1 pl de ADN polimerasa (Invitrogen) y 1 pul de ADN a una

concentracion de (50 ng/ul). 0.20 ul de Taq (ver Foto 3).

Las condiciones de PCR se realizaron en el termociclador Eppendorf Mastercycler

NexusGSX1 y estuvo compuesta de una desnaturalizacion inicial de 95 °C durante 30

segundos, seguida de una desnaturalizacion de 60 °C durante 30 segundos, se programé para

una repeticion de 30 ciclos, concluyendo con una temperatura de extension final de 72 °C

durante 1.5 minutos.

Los resultados obtenidos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 0.5% en buffer

TAE1X, con una electroforesis durante un tiempo de 40 min, posterior una tincion de bromuro

de etidio por 40 min (Lalangui, 2015).
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5. RESULTADOS
5.1. Recoleccion y aislamiento del hongo

Se obtuvieron 10 aislados monospdricos de Colletotrichum spp., los cuales fueron
recolectados en los cantones Gualaceo y Guachapala. En los aislados recolectados se
evidenciaron sintomas tipicos de antracnosis en los frutos de chirimoya inoculados. Una vez
observado los sintomas se aislé6 nuevamente el patdgeno y sus caracteristicas morfologicas
mostraron similitud al originalmente inoculado, cumpliendo de esta manera los postulados de

Koch.

5.2. Caracterizacién de la colonia

Se encontraron diferentes tipos de morfologia en cuanto al color de los aislados en

medio
PDA. Evidenciando por otro lado diferentes cambios de tonalidades de las colonias que iban

de claras a oscuras en el lapso de los dias (Tabla 4).

El crecimiento de cada uno de los aislados fue regular y progresivo en el medio PDA, ya
que en el transcurso de 10 dias a + 25°C, las cajas Petri estuvieron recubiertas la mayoria en su

totalidad por el micelio.

5.2.1. Indice de crecimiento

El crecimiento de los aislados fue regular y progresivo en medio PDA, al llegar a los
10 dias el 90% de los aislados cubrié completamente la caja Petri, mientras que el 10% restante
tuvo un crecimiento mas lento, ocupando el 40% de la caja Petri al llegar al décimo dia. No se
encontréd diferencia significativa entre la tasa de crecimiento de los aislados (P= 0.03501) (ver

Foto 7).
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5.2.2. Tipo de micelio

El tipo de micelio en el 40% de las muestras fue ligeramente algodonoso, 50% mostro
un micelio moderadamente algodonoso y el 10% restante un micelio abundante algodonoso.
Se observd el crecimiento de un micelio aéreo escaso en el 90% de los aislados y 10% de tipo

abundante algodonoso (Tabla 4y 5).

5.2.3. Coloracion de la colonia
Se visualizaron tres tipos de tonalidades en las muestras: blanca, blanca-cremosa y gris
oscuro. El 30% de las muestras mostré una coloracion blanca-cremosa, el 10% present6 una

coloracion gris oscura y el 60% mostr6 una tonalidad blanca (Tabla 4 y 5).

5.2.4. Morfologia de los conidios

Se encontraron tres tipos de conidios en los aislados. El primero correspondié a conidios
que presentaban dos extremos redondeados con un total del 30% de los aislados. El segundo
tipo correspondio a conidios con un extremo redondeado y el otro extremo agudo con un total
del 50% de los aislados. EI tercer tipo correspondi6 a conidios con los dos extremos agudos

con un total del 20% de los aislados.
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Tabla 4. Caracterizacion morfoldgica de las muestras tomadas en el canton Gualaceo.
Cadigo Dl?é?r?; O Crecimiento -lr;wlli?:(zl(ij(? Coloracion FC%;T d{j:odse
IN-P1.1 6.4 +3.41 R LA Blanco 0
IN-P1.2 7.2+3.30 R LA Blanco 0
IN-P1.3 7.3+341 R LA Blanco 0
IN-P2.1 7.1 +£3.47 R MA Blanco - crema 1
IN-P2.2 7.1£3.35 R MA Blanco - crema 1
IN-P2.3 7.2+3.35 R MA Blanco - crema 1
IN-P3.1 7.2+3.04 R LA Blanco 2
IN-P3.2 7.1+£2.97 R LA Blanco 2
IN-P3.3 6.9 £ 2.96 R LA Blanco 2
IN-P4.1 7.3£3.02 R MA Blanco 2
IN-P4.2 7.3+3.09 R MA Blanco 2
IN-P4.3 7.3£3.79 R MA Blanco 2
IN-P5.1 7.4+3.83 R LA Blanco 2
IN-P5.2 7.3+3.85 R LA Blanco 2
IN-P5.3 7.3+3.45 R LA Blanco 2

R=rapido (1 a5 dias). LA= ligeramente algodonoso, MA= moderadamente algodonoso, AA=
abundante algodonoso.
0= conidios con los dos extremos redondeados, 1= conidio con un extremo redondeado y otro

agudo (mixto), 2= conidios con dos extremos agudos.
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Tabla 5. Caracterizacion morfoldgica de las muestras tomadas en el canton Guachapala.
Cddigo Dl?é?r?; 'O Crecimiento -lr;wlli?:(zl(ij(? Coloracion FC%;T da:odse
G-P6.1 6.8 + 3.57 R LA Blanco 1
G-P6.2 6.8 + 3.52 R LA Blanco 1
G-P6.3 6.7 £ 3.46 R LA Blanco 1
G-P7.1 7.4 +3.28 R MA Blanco - crema 2
G-P7.2 7.3£3.19 R MA Blanco - crema 2
G-P7.3 7.4 +3.31 R MA Blanco - crema 2
G-P8.1 7.2 +3.69 R ME Blanco 2
G-P8.2 7.0£3.70 R ME Blanco 2
G-P8.3 7.1+3.05 R ME Blanco 2
G-P9.1 7.3+3.81 R MA Blanco - crema 1
G-P9.2 7.3+3.84 R MA Blanco - crema 1
G-P9.3 7.3+3.12 R MA Blanco - crema 1
G-P10.1 3.4+1.98 R AA Gris oscuro 0-2
G-P10.2 3.7+2.02 R AA Gris oscuro 0-2
G-P10.3 29125 R AA Gris oscuro 0-2

R=rapido (1 a5 dias). LA= ligeramente algodonoso, MA= moderadamente algodonoso, ME=

moderadamente escaso, AA= abundante algodonoso.

0= conidios con los dos extremos redondeados, 1= conidio con un extremo redondeado y otro

agudo (mixto), 2= conidios con dos extremos agudos.
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Figura 3. Variabilidad morfoldgica de conidios de aislados de Colletotrichum acutatum
del cultivo de chirimoya de los cantones de Gualaceo y Guachapala a los 10 dias a + 25°C
y 75% de humedad relativa en medio de cultivo PDA.

Figura 4. Variabilidad morfoldgica de 6onidios de aislados de Colletotrichum acutatum
del cultivo de chirimoya del cantén Guachapala a los 10 dias a £ 25°C y 75% de humedad
relativa en medio de cultivo PDA.
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Figura 5. Variabilidad morfologica de conidios de aislados del complejo C. acutatum y
C. gloeosporioides del cultivo de chirimoya del canton Guachapala a los 10 dias a + 25°C
y 75% de humedad relativa en medio de cultivo PDA.
5.2.5. Pruebas de patogenicidad
La patogenicidad de Colletotrichum spp. de sus aislados en los frutos de chirimoya
inoculados mediante el método de herida, observando sintomas de antracnosis, se evidencio
que las lesiones presentadas fueron tipicas de huéspedes susceptibles. A partir del 5to dia de

inoculacién aparecieron lesiones, las mismas fueron necrosis tipicas de Colletotrichum spp, es

decir presentaban una coloracion marrén oscuro.

Figura 6. Frutos de chirimoya inoculados con los aislados de Colletotrichum, mediante el
método de herida, estos sintomas se muestran después de dias de la inoculacion a +24°C.
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5.3. ldentificacion molecular de las especies responsable de la antracnosis en los
cantones de Gualaceo y Guachapala

La identificacion molecular de las cepas de antracnosis se realizd con primers

especificos para complejo C. gloeosporioides y C. acutatum. definidos para los genes Calnt2,

ITS4; CLIF, CL2AR. En los primers utilizados se identificé amplificacion para antracnosis

perteneciente al complejo C. gloeosporioides y C. acutatum, mostrando amplificacién de

bandas visibles para esta enfermedad.

5.3.1. Amplificacién molecular con los primers Calnt2, 1TS4; pertenecientes a la especie
Colletotrichum acutatum, en los cantones de Gualaceo y Guachapala

Para la pareja de primers utilizados en la PCR correspondientes para Calnt2, ITS4 en
la figura 7, se muestra un total de 8 bandas, donde se evidencié amplificacion de 5 bandas las
cuales corresponden a las muestras (IN-P3, IN-P4, IN-P5, G-P7, G-P8) de ADN amplificadas
con un peso molecular de 500 pb. En la figura 8 se muestra un total de 6 bandas, las cuales se
evidencio amplificacion de 1 banda correspondiente a la muestra (G-P10) de ADN
amplificadas con un peso molecular de 500 pb, este proceso se realiz6 con un gel de agarosa al

5% al ser tefiidas con bromuro de etidio.
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Figura 7. Amplificacion de 5 muestras de ADN con los primers Calnt2, 1TS4;
correspondiente a la especie de C. acutatum, en los cantones Gualaceo y Guachapala.
M: peso molecular B: control. Estas bandas corresponden a las primeras 8 muestras.
Gel agarosa al 0.5% en buffer TAELX, y tincion con bromuro de etidio.
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Figura 8. Amplificacion de 1 muestra de ADN con los primers Calnt2, ITS4;
correspondiente a la especie de C. acutatum del cantén Guachapala. M: peso molecular
B: control. Estas bandas corresponden a las 2 muestras restantes. Gel agarosa al 0.5% en
buffer TAE 1X, y tincion con bromuro de etidio.

5.3.2. Amplificacion molecular con los primers CL1F, CL2AR; correspondiente a la especie
de Colletotrichum gloeosporioides del canton Guachapala.

Para la pareja de primers utilizados en la PCR correspondientes para CL1F, CL2AR en
la figura 9, se muestra un total de 8 bandas, donde se evidencié amplificacion en la banda 6 la
cual correspondid a la muestra (G-P6) de ADN amplificada con un peso molecular de 1000 pb.
En la figura 10 se muestra un total de 5 bandas, las cuales se evidencio amplificacion de 1
banda correspondiente a la muestra (G-P10) de ADN amplificadas con un peso molecular de

500 pb, este proceso se realizd con un gel de agarosa al 5% al ser tefiidas con bromuro de etidio.
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Figura 9. Amplificacion de 1 muestra de ADN con los primers CL1F, CL2AR,;
correspondiente a la especie de C. gloeosporioides del cantén Guachapala. M: peso
molecular B: control. Estas bandas corresponden a las primeras 8 muestras. Gel agarosa
al 0.5% en buffer TAE 1X, y tincién con bromuro de etidio.
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Figura10.  Amplificacion de 1 muestra de ADN con los primers CL1F, CL2A;
correspondiente a la especie de C. gloeosporioides del cantén Guachapala. M: peso
molecular B: control. Estas bandas corresponden a las 2 muestras restantes. Gel agarosa al
0.5% en buffer TAE 1X, y tincion con bromuro de etidio.
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6. DISCUSION

Con los resultados expuestos en la investigacion, se determind que los hongos
responsables de la antracnosis en chirimoya, forman un complejo entre C. gloeosporioides y
C. acutatum en el canton Guachapala, mientras que en el canton Gualaceo se atribuye que el
patdgeno causante de la enfermedad pertenece a la especie C. acutatum. En cuanto a las pruebas
de patogenicidad de los frutos que fueron inoculados mediante el método de herida, mostraron

que la mayoria de los aislados fueron patdgenos para el fruto de chirimoya.

El micelio del hongo se caracterizé por presentar una tonalidad desde blanca hasta color
gris oscuro, ligeramente algodonoso y otras muestras abundantemente algodonoso para C.
gloeosporioides, comparando con estudios realizados por Pérez, Saquero, & Beltran (2003),
encontraron que el micelio del hongo C. gloeosporioides se caracterizd por ser esponjoso y
denso, mostrando una coloracion que varia entre blanco con valores de 90.6% y crema un 9.4%.
Esta descripcion se asemeja a lo descrito por Villanueva, et al., (2005), quienes relatan que el
color del micelio del hongo C. gloeosporioides puede variar desde blanco hasta el gris oscuro,
sin embargo, en base a estudios realizados por Chowdappa, Subhash, Kumar , Rao, & Rawal
(2009) encontraron que el hongo C. gloeosporioides forma colonias de fenotipo gris, asi como
también Montero, et al., (2010), mencionan que el micelio del hongo presenta inicialmente un
centro de color gris oscuro, esto puede ocurrir porque una de las caracteristicas principales del
género Colletotrichum es la atenuacion del color a medida que aumenta la edad del cultivo

(Pérez, Saquero & Beltran , 2003).

Otros estudios muestran que el micelio de C. gloeosporioides, C. fragariae y C. orbiculare
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puede ser poco denso hasta denso y aéreo, del mismo modo, las tres especies presentan
micelioblanco o blanquecino al inicio y este puede ir cambiando de color desde salmdn-rosa-

naranja, hasta gris (Villanueva, et al., 2005).

Barquero, Peres & Arauz, (2013), exponen en sus resultados que existe una variabilidad
morfoldgica considerable en los aislados de Colletotrichum spp. y pueden cambiar su
morfologia en distintos medios de cultivo o al envejecer, asi también, concluyen que
fenotipicamente C. acutatum puede presentar una coloracion que va desde blanco, blanco
cremoso hasta anaranjada casi roja, sin embargo, también mencionan que puede confundirse
con C. gloeosporioides al presentar caracteres similares. Atribuyen que, la morfologia de las
colonias de Colleotrichum spp. se debe establecer segun el cultivo, debido a la variabilidad que

existe en cada hospedero.

Todo lo expuesto puede deberse a que los datos de coloracion pueden variar segun el tiempo
en el que son tomados, mientras que otros autores afirman que la variabilidad de la morfologia
de las colonias depende de cada hospedero (Barquero, Peres, & Arauz, 2013), como también
al medio o sustrato que se utilice, al igual que a las diferentes temperaturas a las cuales se

sometan.

En investigaciones realizadas por Angel, et al., (2017), se aislaron cepas de Colletotrichum
de aguacate y obtuvieron como resultado que C. gloesoporioides presenta un crecimiento
rapido, micelio color blanco crema, abundante y algodonoso, las masas conidiales son escasas
de color salmén y negras, con una distribucion concéntrica, concordando con la muestra G-P10

en donde se pudo mostrar que las cepas de Colletotrichum aisladas de chirimoya, presentan las
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mismas caracteristicas morfoldgicas en cuanto al crecimiento de la colonia y las caracteristicas

del micelio.

Chowdappa, et al., (2009), relatan que el hongo C. gloeosporioides presenta un crecimiento
rapido, mientras que Montero, et al., (2010), menciona que el hongo presenta una velocidad de
crecimiento variable. Los resultados muestran que las colonias de C. gloeosporioides tienen un
crecimiento rapido alcanzando un méaximo de crecimiento de 33 mm/dia en la muestra G-P6 ,
mientras que la muestra G-P10 presenta un crecimiento relativamente lento en comparacion
con la anterior con un crecimiento maximo de 11 mm/dia, segun lo descrito por Pérez, et
al.,(2003), estas variaciones en el crecimiento de los aislados puede deberse al medio o sustrato

que se utilice, al igual que a las diferentes temperaturas a las cuales se sometan.

En cuanto a la morfologia de los conidios los aislados presentaron tres formas, la primera
dos extremos agudos, la segunda un extremo agudo y otro redondeado y la tercera dos extremos
redondeados, segun Oliveira, et al., (2005), la primera y la segunda descripcion corresponde a
C. acutatum, y la Gltima a C. gloeosporioides, estos resultados coinciden con lo descrito en
esta investigacion donde la forma de los conidios con dos extremos agudos fue atribuida a la

especie C. acutatum.

La forma que presenta los extremos de los conidios es una de las caracteristicas
morfoldgicas mas relevantes en la taxonomia de especies de Colletotrichum. Rojo, et al., (2005)
describe a los conidios de C. gloeosporioides de forma ovoide. Contrarrestando el presente
estudio, Morales, et al., (2009) concluyen que los conidios de Colletotrichum aislados de
aguacate eran cilindricos, y otros de forma oval y elipsoide-fusiforme, atribuyendo estas

caracteristicas solamente a la especie C. gloeosporioides. Sin embargo, se evidencio que los
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conidios con dos extremos redondeados pertenecen a la especie C. gloeosporioides, las otras
descripciones mencionadas por los autores estan definidas para otra especie de Colletotrichum,

tales como forma elipsoide de los conidios que es una caracteristica de C. acutatum.

C. gloeosporioides es la especie con mayor numero de hospedantes y a su vez presenta
variaciones morfoldgicas en cada hospedante, Torres, Tapia, Higuera, & Perez, (2013),
mostraron que estas variaciones pueden darse incluso en el mismo hospedante al identificar

seis morfotipos distintos de C. gloeosporioides en papaya.

La caracterizacion morfoldgica que se utilizé no esclarecio de la mejor manera la especie
responsable de la antracnosis en chirimoya, debido a que existen muchos factores que pueden
interferir en la interpretacion de los resultados, la utilizacién de la regién ITS del ADNr en
especies y clados de los complejos C. acutatum y C. gloeosporioides, las secuencias de la
region ITS del ADNr no pueden diferenciar aislamientos de la especie C. tropicale de
aislamientos de la especie C. siamense, del mismo modo no puede distinguir entre las especies
C. fructicola y Colletotrichum aeschynomenes (Weir, et al., 2012). Segun Gafian, Alvarez, &
Castafio, (2015), para una mejor interpretacion de resultados se debe utilizar la region ITS con
genes de identificacion especificos, un sistema de identificacion eficaz debe contemplar la
utilizacion de la region ITS, asi como de genes alternativos conservados pero variables, por
ejemplo, para el complejo C. acutatum los dos genes de identificaciéon méas importantes son el

TUB2y el GAPDH (Cannon, et al., 2012).

Dentro de la caracterizacion molecular del patégeno donde se utilizé primers definidos de
ITS4, Calnt2, CL1F, CL2AR sobre las 10 muestras de ADN del hongo Colletotrichum, se

obtuvo resultados positivos a la amplificacion de las bandas que dan como resultado que las
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especies responsables de la antracnosis en chirimoya son C. gloeosporioides y C. acutatum,
comparando con estudios realizados por Villanueva, Yéafiez y Hernandez (2008), donde
utilizaron MEX-1, MEX-3, MICH-1 y MICH-3 de C. gloeosporioides, MICH-2 de C.
fragarie, y MEX-2 de C. orbiculare. Para la caracterizacion molecular del hongo, los autores
reportaron que mas de una especie es la causante de la antracnosis en chirimoya y muestran
que C. gloeosporioides, C. fragariae y C. orbiculare es el complejo de especies responsables
esta enfermedad. En el presente estudio se encontrd también a C. acutatum como agente causal

y se concuerda con la presencia de C. gloeosporioides.

Por otro lado Villanueva , et al, (2005), reportan en sus estudios que, al utilizar primers
ITS1 e ITS4 del aislamiento MICH-2 de C. fragariae, determinaron mediante la amplificacion
positiva que este hongo es el causante de la antracnosis en chirimoya, sin embargo, también
mencionan que C. fragariae es una subpoblacién de C. gloeosporioides, con una similitud
genética de 95 a 98% entre ambas especies, mencionan también que algunas técnicas
moleculares no son efectivas cuando se trata de identificar subespecies y concluyen que es C.
fragariae el causante de la antracnosis en chirimoya, difiriendo a los resultados descritos en la
presente investigacion, en donde se constatd C. gloeosporioides y C. acutatum como

responsables de la enfermedad.

Dominguez, et al, (2012), exponen que Colletotrichum spp. presenta una gran variabilidad
tanto genética como molecular ocasionando que el grado de dafio sea variable, segun lo
reportado en sus estudios los signos de la antracnosis comienzan aparecer en el tercer y cuarto
dia, posterior a la incubacion y va aumentando conforme el fruto va madurando. Concordando

con lo observado en las pruebas de patogenicidad en el presente trabajo donde se observo
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signos de antracnosis en a partir del dia 5 teniendo una relacion directamente proporcional con

el transcurso de los dias y maduracién del fruto.
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1. CONCLUSIONES

De acuerdo al trabajo realizado se llega a las siguientes conclusiones:

La caracterizacién morfologica no revel6 con precision las especies de Colletotrichum

causantes de la antracnosis en chirimoya.

Las variables: coloracion de la colonia, tipo de micelio y crecimiento del micelio, no
pudieron mostrar de manera explicita la especie del patdgeno causante de la antracnosis en
chirimoya, debido a las contradicciones entre criterios de los autores y los resultados

encontrados en la investigacion.

La variable forma de los conidios, importante para clasificacion morfoldgica de hongos,
establecio que en el cultivo de chirimoya existen dos especies que son patdgenos para esta

especie, C. acutatum y C. gloeosporioides.

En cuanto al analisis molecular PCR se determind que el cantén Guachapala existe un
complejo de especies causantes de la antracnosis en chirimoya correspondientes a C. acutatum
y C. gloeosporioides, mientras que en el canton Gualaceo se atribuyé una sola especie C.
acutatum como la causante de la enfermedad.

Los frutos inoculados con el hongo Colletotrichum spp. mostraron signos tipicos de

antracnosis a partir del dia 5.
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8. RECOMENDACIONES

Realizar inoculaciones en frutos y hojas de chirimoya con muestras de cada especie del
hongo Colletotrichum spp. encontrado tras una caracterizacion tanto morfolégica como
molecular y observar si existe diferencias en la sintomatologia que presenta la enfermedad

correspondiente a cada especie.

Realizar una caracterizacion morfologica tomando en cuenta mas caracteres
morfoldgicos de los hongos, para poder diferenciar de manera mas clara la especie causante de

la antracnosis en chirimoya.

Realizar un analisis molecular probando otros primers especificos para Colletotrichum

spp. debido a la gran diversidad de especies que presenta este género.
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10. ANEXOS

Anexo 1. PROTOCOLO DE MICROEXTRACCION DE ADN (Fulton y Tanksley
1995).

Preparar el tampon de micropreparacion justo antes de la extraccion de ADN (mezcla

viscoza):

- 25 ml de tampdn de extraccion (el tampdn debe estar a temperatura ambiente al
momento de hacer la mezcla con las otras soluciones).

- 25 ml de tampon de lisis de nucleos

- 10 ml de sarcosyl 5%

- 0,2 g de bisulfito de sodio para 60 ml de tampdn de micropreparacion

- Tomar el material vegetal en un tubo eppendorf de 1,5 ml (8 a 20 mg de hoja
dependiendo de la especie vegetal)

- Adicionar 100 pl de tampdn de micropreparacion y triturar con la ayuda de un pistén.

- Cambiar el piston para cada muestra o lavarlo con agua destilada entre cada triturado.

- Adicionar 300 pl de tampdn de micropreparacion. Agitar ligeramente al vortex.

- Incubar a 65 °C, de 30 a 120 min.

- Llenar el tubo con la mezcla Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) en la sorbona. Agitar
al
vortex o dando la vuelta el tubo (de 50 a 100 veces).

- Centrifugar 5 min a 10 000 rpm

- Recuperar la fase superior en un nuevo tubo de 1,5 ml y adicionar 400 ul de isopropanol

frio 0 800 pl de etanol al 95%. Mezclar hasta la precipitacion del ADN.
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Centrifugar 5 min a 10 000 rpm

Eliminar el isopropanol y lavar el pelet con 400 pl de etanol 70% frio. En este estado
el ADN puede ser conservado a -20 °C indefinidamente.

Eliminar el etanol y colocar los tubos en papel absoerbente. Dejarlos al menos 1 hora o
en vacio 15 min.

Adicionar 50 pul de TE. Guardar a 4 °C una semana o0 a -20 °C para un almacenaje mas

largo.
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Anexo 2. Fotografias de la fase de laboratorio

Foto 2. Caracterizacién morfolégica de las muestras.
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Foto 4. Desinfeccion de los frutos de chirimoya.
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Foto 6. Aislamiento C. acutatum dia 7.
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Foto 7. Aislamiento C. gloeosporioides dia 7.

Foto 8. Aislamiento C. gloeosporioides y C. acutatum dia 25.
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