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Introduccion

El fruto de mango es uno de los cultivares mas importantes a nivel internacional. México ocupa el 6to lugar
en produccion mundial y dentro de los estados a nivel nacional con mayor potencial productivo se encuentra
Nayarit, que se posiciona como el tercer productor de mango nacional. Este cultivo es atacado severamente
por la enfermedad antracnosis causada por el fitopatégeno Colletotrichum sp. que causa hasta un 30% de
pérdidas en postcosecha. La incidencia de este patégeno aunado a un deficiente manejo postcosecha limita
la comercializacion nacional e internacional de frutos [1,2]. Para el control de esta enfermedad postcosecha
se continua con la aplicacién de fungicidas. EI mercado internacional ha optado por demandar y consumir
frutos libres de residuos quimicos y buscan que los métodos de conservacién de los frutos sean tecnologias
amigables con el medio ambiente. Compuestos categorizados como “Generalmente Reconocido como
Seguro” (GRAS) se han comenzado a aplicar en postcosecha como una posible alterativa de control de
origen bioldgico-organico. Dentro de este grupo de compuestos se encuentran el quitosano, acido acético,
acido peracético y peréxido de hidrogeno [3-6]. El biopolimero de quitosano ha sido aplicado en la
postcosecha de fruto de mango y se ha confirmado su efecto antifungico contra diversos patégenos que lo
atacan [5]. Con respecto al 4cido acético, acido peracetico y peréxido de hidrégeno, poca informacién sobre
su efecto antimicrobiano individual o combinado se ha reportado en este fruto. Debido a esto, en el presente
trabajo se propuesto como objetivo evaluar el efecto de control in vitro de estos agentes sobre el desarrollo
del hongo Colletotrichum sp. y su posterior aplicacion combinada en frutos de mango con la finalidad de
reducir de la incidencia y severidad del hongo en el fruto durante su comercializacion postcosecha.

Metodologia

Aislamiento e identificacion morfolégica y molecular del patégeno

El hongo Colletotrichum sp. se aislé apartir de fruto de mango “Tommy Atkins”, adquiridos de mercados
locales del municipio de Tepic, Nayarit. Los frutos se almacenaron a una temperatura de 25 °C temperatura
y con una humedad relativa de 80%, en camaras de almacenamiento hasta el desarrollo de los sintomas de
la enfermedad antranosis. El tejido infectado fue cortado y se cultivo en Agar Papa Dextrosa (PDA) a 25 °C
por 5 dias. El hongo desarrollado se purific6 mediante resiembras constantes bajo las mismas condiciones
de cultivo. La cepa aislada se considerd pura cuando presento caracteristicas macroscopicas homogéneas.
La identificacion a nivel género se realizé identificando las caracteristicas macroscopicas y microscépicas
mediante los métodos establecidos por Weir et al. (2012). La identificacion molecular se realizé mediante
extraccion de ADN del hongo Colletotrichum sp. con diez dias de desarrollo. Posteriormente el ADN fue
amplificado mediante la técnica PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) usando los cebadores de las
regiones ITS (ITS1/ITS4) y GAPDH (GDF1/GDR2). Las secuencias de ADN obtenidas se compararon con
las registradas en la base de datos del GenBank y mediante porcentaje de identidad se confirmd la especie
del hongo.
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Preparacion de agentes de control biolégicos-organicos

Se emplearon cuatro diferentes agentes de control de origen biolégico-organico y de grado comercial:
quitosano comercial (QC), peroxido de hidrégeno (PH), acido acético (AA) y acido peracético (AP). Las
concentraciones aplicadas fueron 0.1, 0.5, 1.0, 1.5%, en el caso de QC una concentracién adicional al 2.0%
fue aplicada, dado la eficiencia de control antifungico reportada por otros autores.

Aplicacion in vitro de agentes de control

Para la evaluacion del efecto individual de cada agente de control, se colocaron en cajas Petri la
combinacién el agente de control y PDA. Cada caja fue inoculada con un disco de micelio de 7 mm del
hongo Colletotrichum sp. con 10 dias de desarrollo. Las cajas Petri se incubaron a 25 °C por 10 dias y se
procedié a evaluar el crecimiento micelial, esporulaciéon y germinacion.

Una vez obtenidas las dos mejores concentraciones de cada agente de control se procedié a realizar
combinaciones de los cuatro distintos agentes de control. Se prepardé la solucion de QC a las
concentraciones correspondientes, se dejé agitar por 24 h y trascurrido el tiempo se ajusto el pH a 5.6 con
NaOH 0.1N. La solucién de quitosano sirvio como matriz de incorporacion de los agentes oxidantes a las
concentraciones correspondientes. Una vez realizadas las formulaciones se aplicaron en combinacion con
PDA, inocularon e incubaron bajo las mismas condiciones que los tratamientos individuales y posteriormente
se realizaron las evaluaciones correspondientes. Para el analisis de los resultados se utilizo un disefio de
bloques completamente aleatorizado. Las diferencias entre medias de tres réplicas por tratamiento, se
analizaron mediante una prueba de Tukey (p<0.05) utilizando el sistema estadistico SAS System 9.0.

Crecimiento micelial

El crecimiento micelial se determin6 midiendo el diametro radial del hongo Colletotrichum sp. cada 24 h por
10 dias. El porcentaje de inhibicion se calculdé con los valores de crecimiento finales, se tomé como
referencia el crecimiento del control con respecto al de cada agente de control.

Esporulacion y germinacion

Las cajas con 10 dias de desarrollo de cada tratamiento se emplearon para la determinacion de
esporulacion. Se obtuvo una solucién de esporas, al adicionar agua estéril sobre el micelio. Posteriormente
20 uL de la solucion de esporas se colocaron en un hemocitémetro para cuantificar en microscopio 6ptico
el numero de esporas y obtener la concentracion. Para la determinacion de germinacion, se utilizaron
alicuotas de la suspension de esporas de Colletotrichum sp. se colocaron en tubos Eppendorf con caldo
papa dextrosa para obtener una concentracién final de 1X10° esporas/ml. Los agentes de control fueron
adicionados en una proporcion del 20% con respecto al volumen de caldo papa dextrosa. Los Eppendorf se
incubaron a 25 °C con agitacion moderada por 9 h hasta la germinacion de las esporas. Se confirmé la
germinacion de las esporas utilizando un microscopio éptico con una magnificacion de 40 x. Se cuantificaron
las esporas sin germinar en un campo visual (100 esporas) y se calculd el porcentaje de germinacion [3].

Aplicacion in vivo de agentes de control

Frutos de mango en madurez fisioldgica fueron lavados con agua corriente y con una solucion de hipoclorito
de sodio al 2% por dos min. Se evalué el efecto preventivo de las formulaciones a base de los agentes de
control, se realizaron cuatro distintas heridas al fruto con un punzén y se aplicaron por a inmersién con las
formulaciones por inmersién durante 1 min, las aplicaciones se realizaron por unicapa y bicapa. En las
diferentes heridas se inocularon diferentes concentraciones de indculos (1X10°, 1X10% y 1X10° esporas/ml)
y como control agua destilada. Los frutos se almacenaron a 25 °C bajo control de humedad relativa por 8
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dias. Se evalué la incidencia de antracnosis y al finalizar el almanceamiento se evalué el dafio interno en el
fruto [2].

Resultados y discusion
Ailsamiento e identificaciéon de patégeno

La cepa asilada obtuvo un crecimiento radial maximo al decimo dia de almacenamiento a 25 °C en medio
PDA. Mostré micelio algodonoso de coloracion blanca-beige y acérvulos de color anaranjado. A nivel
microscopico se identificaron esporas, con forma cilindrica con extremos redondeados y contenido granular
(Figura 1). Caracteristicas macro y microscopicas semejantes a las del presente trabajo han sido reportadas
por otros autores para el género Colletotrichum sp. [1,2]. De acuerdo a la identificacion molecular se confirmo
que el patégeno asilado de frutos de mango “Tommy Atkins” correspondia a la especie Colletotrichum
asianum con un 100% de identidad. Mediante prueba de patogenicidad se confirmé que el hongo C. asianum
genera los sintomas caracteristicos de antracnosis en fruto de mango. Previamente se ha reportado la
incidencia de esta especie a nivel regional y nacional siendo una de las mas patogenicas en el fruto de
mango [2].

et A B ,_
Figura 1. Desarrollo de Colleotrichum asianum. A. Fruto con sintomas de antracnosis. B) cepa
desarrollada en medio PDA a 25 °C y C) esporas.

Efecto de control in vitro agentes de control
Crecimiento micelial, esporulacion y germinacion

La aplicacion individual in vitro de los métodos de control QC, PH, AA y AP lograron el control del hongo C.
asianum. La aplicacion de QC al 1.5% y QC al 2.0% inhibié el desarrollo del micelio del patégeno un 28.52%
y 39.58%, respectivamente. En lo referente a la esporulacién y germinacion, se mostré6 que conforme
aumentaban las concentraciones de QC ambos procesos se reducian. La esporulacion se redujo entre un
75 y 85% con las concentraciones mas elevadas de QC. Mientras que en el proceso de germinacion se
inhibié al 100% con la aplicacion del 2.0% de QC. Este efecto antifungico se debe al estado protonado del
grupo amino (NH%*) en la estructura del biopolimero, interactuado con los diferentes componentes que
conforman la estructura del patégeno y generandole inestabilidad y dafo [5]. Con respecto a la aplicacion
de PH (1.5%), AC (1.0 y 1.5%) y AP (0.5, 1.0 y 1.5%) a las concentraciones correspondientes mostraron un
100% de inhibicion micelial del patdgeno. Estos agentes de control se caracterizan por la formacion de
Especies Reactivas de Oxigeno (EROs) que resultan agresivas para el patdgeno ocasionando oxidacion en
cadena a las méleculas que conforman su estructura [3,8].
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Apartir de estos resultados se realizaron combinaciones entre los diferentes agentes de control,
obteniendose dos formulaciones distintas. Las formulas desarrolladas lograron la inhibicion del patégeno
del 76.87% y 87.65%, para F1y F2, respectivamente. Los porcentajes de inhibicion obtenidos sugirieron un
posible efecto sinergico entre los diferentes agentes de control, potencializando el efecto de control sobre el
patdgeno. Concentraciones bajas de esporas se encontraron y en el proceso de germinacién no se detecto
desarrollo del tubo germinativo en ninguna de las formulaciones. La aplicacion de las formulaciones
ocasiono dafo a nivel micelio y esporas con respecto al tratamientos control. El micelio expuesto presenté
amplia vacuolizacién a lo largo de estas estructuras y en las esporas un desorden citoplasmatico (Figura 2).

Figura 2. Efecto de la aplicacién combinada de agentes de control sobre estructuras de
del patégeno Colleotrichum asianum. A) micelio control, B) micelio con tratamiento, C) esporas control y D)
esporas con tratamiento.

Efecto in vivo de agentes de control

La aplicacion las formulaciones redujo la incidencia de antracnosis durante el almacenamiento de fruto de
mango (Figura 3). Los indicios de la enfermedad antracnosis comenzaron a partir del dia 4 de
almacenamiento, mostrandonse manchas negras sobre la superficie de la cuticula del fruto. El tratamiento
de bicapa resulto mas eficiente que el unicapa para el control de in6culo de C. asianum. La aplicacion por
bicapa de ambas formulaciones no permitio el desarrollo del patégeno C. asianum a las concentraciones de
inoculo 1X10*y1X10% esporas/ml. A nivel tejido interno no se mostré incidencia de antracnosis, es probable
que las formulas formaran una barrera fisica que aunado al posible efecto inductor provocara que el dano
no fuera severo o invasivo. Se ha reportado que la aplicacién in vivo de los agentes de control aplicados en
el presente trabajo, ejercen efecto inductor reforzando el mecanismo de defensa del fruto ante el ataque de
patogenos. Este mecanismo promueve la sintesis de enzimas de patogenicidad como las enzimas
peroxidasa (POD), polifenoloxidasa (PFO), fenilalanina amoniaco liasa (PAL), quitinasa y 3-1,3-glucanasa,
y sintesis de compuestos bioactivos como fenoles y flavonoides [7,8].
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Unicapa

Figura 3. Aplicaciéon de formulaciones F1 y F2 aplicadas por unicapa y bicapa para el control de

postcosecha de C. asianum aplicado a diferentes concentraciones de inoculo e incubados a 25 °C por 8

dias. C= agua; T1= 1x10° esporas/ml; T2= 1x10* esporas/ml y T3= 1x10° esporas/ml.

Conclusiones

El hongo Colletotrichum asianum aislado de mango mostré inhibicion in vitro con la aplicacion de los agentes
de control de origen biolégico-organico al ser aplicados de manera individual y en combinacion. En frutos
de mango las formulaciénes obtenidas lograron reducir la incidencia de antracnosis durante el periodo de
almacenamiento, prolongando su vida util y calidad.
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