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Resumen y Abstract

Resumen

La Antracnosis, asociada a especies de Colletotrichum, es una de las enfermedades mas
limitantes en cultivos de mango (Mangifera indica L.) en el departamento del Magdalena,
Colombia, generando pérdidas en campo entre 25 y 50% y aun en postcosecha. El
patégeno presenta un estilo de vida hemibiotréfico y se caracteriza por presentar dos
estados bioldgicos (endofito — quiescente); sin embargo, alun hay incertidumbres acerca
de la diversidad y rol patogénico de aislamientos endéfitos o en estados quiescentes del
mismo, como fuente de inoculo oculto, especialmente en el tropico seco. El presente
estudio tuvo como proposito caracterizar morfométricamente y evaluar la capacidad
patogénica de 15 aislamientos de Colletotrichum, 14 endéfitos/quiescentes obtenidos de
estudios previos y uno mas proveniente de frutos sintomaticos de mango cv. Azlcar. A
partir de los diferentes protocolos de obtencién y purificacion de los aislamientos, se
obtuvieron cultivos monospoéricos, y se realizé descripcion morfométrica de los
aislamientos. Para la evaluacion patogénica se prepararon soluciones madres a partir de
los cultivos monospéricos obtenidos y se realizaron inoculaciones mediante suspensiones
conidiales con la ayuda de un atomizador en hojas y ramas de arboles de mango cv.
Azucar, en condiciones de arboles activos; se hizo descripcion de sintomas en hojas y
ramas, y se evaluaron variables biolégicas en ambos objetivos de estudio. Los resultados
mostraron diferencias en la tasa de crecimiento, concentracion de indculo y tamafio de las
conidias de los morfotipos caracterizados; en la evaluacion patogénica se encontré que en
hojas todos los morfotipos indujeron sintomas; sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas. En ramas se encontraron diferencias altamente significativas en cuanto al
namero y tamafio de lesiones, y diferencias significativas en la tasa crecimiento diaria de
lesiones inducidas; no obstante, hubo morfotipos que no indujeron sintomas. Se concluye
gue en mango cv. AzUcar hay alta variabilidad morfoldgica y biol6gica entre morfotipos de
Colletotrichum y los aislamientos endofiticos son potencialmente infectivos sobre hojas y

ramas, en hojas todos los morfotipos tuvieron un comportamiento similar, mientras que el
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morfotipo UM 037 fue el mas virulento en ramas. Estos resultados constituyen los primeros
estudios de patogenicidad de enddfitos de Colletotrichum spp. sobre hojas y ramas de

mango cv. Azlcar en el trépico seco.

Palabras clave: Colletotrichum spp., enddéfito, quiescente, patogenicidad. mango cv.

AzUcar.

ABSTRACT

Anthracnose, associated with Colletotrichum species, is one of the most limiting diseases
in mango crops (Mangifera indica L.) in Magdalena, Colombia, generating losses in the
field between 25 and 50% and even in postharvest. The pathogen has a hemibiotrophic
lifestyle and is characterized by presenting two biological states (endophyte - quiescent);
however, there are still uncertainties about the diversity and pathogenic role of endophytic
isolates or in quiescent states of the same, as a source of hidden inoculum, especially in
the dry tropics. The present study aimed to characterize morphometrically and evaluate the
pathogenic capacity of 15 isolates of Colletotrichum, 14 endophytes / quiescent obtained
from previous studies and one more from symptomatic fruits of mango cv. Azlcar. From
the different protocols for obtaining and purifying the isolates, monosporic cultures were
obtained, and morphometric description of the isolates was made. For the pathogenic
evaluation, stock solutions were prepared from the monosporic cultures obtained and
inoculations were carried out by means of conidial suspensions with the help of an atomizer
in leaves and branches of mango trees, cv. Azlcar, under active tree conditions; Symptoms
were described in leaves and branches, and biological variables were evaluated in both
study objectives. The results showed differences in the growth rate, inoculum concentration
and size of the conidia of the characterized morphotypes; in the pathogenic evaluation it
was found that in leaves all the morphotypes induced symptoms; however, no significant
differences were found. In branches, highly significant differences were found in terms of
the number and size of lesions, and significant differences in the daily growth rate of
induced lesions; however, there were morphotypes that did not induce symptoms. It is
concluded that in mango cv. Azlcar there is high morphological and biological variability
between Colletotrichum morphotypes and endophytic isolates are potentially infective on
leaves and branches, in leaves all morphotypes had a similar behavior, while the UM 037

morphotype was the most virulent in branches. These results constitute the first endophytes



pathogenicity studies of Colletotrichum spp. on mango leaves and branches grow Azucar

in the dry tropics.

Keywords: Colletotrichum spp., Endophyte, quiescent, pathogenicity, mango cv. Azucar.
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1 Introduccién

Introduccién

En Colombia, el departamento del Magdalena, junto con el departamento del Tolima, son
las regiones de mayor produccién de mango con un total aproximado de 100.000 toneladas
anuales en cada departamento (DANE, 2015). Los principales destinos hacia donde se
exporta este fruto desde el pais son Canada (39%), las Antillas Holand (24%) y algunos

otros paises europeos como Francia, Paises Bajos y Rusia (Romero et al., 2015).

La produccién y comercializacién de mango es afectada por el hongo Colletotrichum spp.,
causando la enfermedad conocida como Antrachosis; algunos estudios citados por
Quintero et al., (2019) indican que las pérdidas en campo y en postcosecha son del 20% y
46% (Kamle y Kumar, 2016; Pavitra y Singh, 2017). Se han reportado pérdidas cercanas
al 40% en frutos de la variedad Azucar (Paez, 2003), atribuido principalmente a la
presencia de fuentes conidiales que se encuentran inactivas en hojas, ramas y frutas
(Sharma et al., 2017).

El género Colletotrichum es un patdégeno Ascomycete causante de Antracnosis,
enfermedad que se presenta particularmente en las frutas de arboles en regiones agricolas
tropicales, subtropicales y templadas en todo el mundo (Whitelaw et al., 2007). Es un
género confuso en términos taxondmicos, esto se debe a la forma en que su estado sexual
determina justamente la variabilidad de su género. Al respecto, investigaciones como las
de Rojo et al.,, (2017) mencionan como en 2012 la Subcomision Internacional de
Taxonomia de Colletotrichum (ISTC, por sus siglas en inglés) definieron que, por su estado
asexual, debia prevalecer este término privilegiandolo por encima del de Glomerella. Esta
es la forma como ha sido aplicado mas ampliamente en la ciencia. Pero, mas all4 de eso,
los andlisis filogenéticos han identificado una variedad de especies dentro de este género,
incluyendo nueve clados principales segun identifican Rojo et al., (2017) sobre el trabajo

de otros autores: acuatum (Damm et al., 2012), boninense (Damm et al.,, 2012),
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destructivum (Damm et al., 2014), gloeosporioides (Weir et al., 2012), orbiculare (Damm et

al., 2013), graminicola, dematium, spaethianum y truncatum (Cannon et al., 2012).

Colletotrichum es un género que incluye una gran cantidad de especies, mas de 100
(Landero et al., 2016), caracterizadas por presentar un tipo de vida hemibiétrofo, es decir,
gue en su ciclo de vida exhibe, inicialmente, una etapa biotréfica temprana en la que el
hongo se hospeda de forma asintomatica y el patégeno empieza a desarrollarse dentro del
tejido vegetal. El hongo absorbe nutrientes y compuestos celulares del hospedante para
lograr su crecimiento y desarrollo a partir de la formacion de vesiculas de infeccion
primarias durante el proceso de infeccion de las células epidérmicas; sin embargo, no
causa la muerte celular debido a que las reacciones enziméaticas para la degradacion de
los componentes de la pared celular se presentan muy restringidas durante esta etapa (De
Silva et al., 2017).

En la etapa posterior a la fase biotréfica se presenta el periodo necrotréfico en el cual el
patégeno logra adaptarse al entorno fisiolégico y bioquimico del hospedante; es ahi cuando
se presenta el desarrollo de las hifas de infeccion secundaria, que invaden y generan la
muerte de las células contiguas (Perfect et al., 1999; Barimani et al., 2013; De Silva et al.,
2017). Este patégeno ha desarrollado estrategias de evolucion que le han permitido
sobrevivir y diseminarse con total éxito; lo anterior le ha permitido constituirse como
limitante de cultivos de importancia socioecondémica en el mundo, de tal manera que se
encuentra entre los diez principales patdgenos flingicos que afectan las plantas y

ocasionan grandes pérdidas en los cultivos a nivel mundial (Sharma et al., 2017).

De acuerdo con estudios realizados, el patdgeno requiere de condiciones climéticas que
sean cdlidas y himedas para infectar al huésped. Sin embargo, se ha evidenciado que la
expresion de la enfermedad puede ocurrir en momentos que no necesariamente coinciden
con la madurez fisioldgica del fruto y con tiempos climaticos favorables debido a la

patogenicidad que ésta pueda presentar (Kumar, 2014).

En cuanto a la quiescencia del Colletotrichum spp., que es el momento preinfectivo de las
células vegetales, algunos estudios indican que los factores nutricionales adecuados y

otras condiciones que resulten favorables pueden beneficiar los estados quiescentes del
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hongo particularmente en las etapas de floracién o de fructificacion del cultivo de mango
(Akem, 2006; Paez, 2003; Prusky & Lichter, 2007; Sangeetha & Rawal, 2008). Por su parte,
la etapa endofitica del Colletotrichum spp., cuyo rol ecolégico aun es incierto (Dangon,
2018), particularmente en condiciones tropicales como en aquellas donde el cultivo de
mango tiene lugar (Sanchez et al., 2013), puede desarrollarse en etapas previas a la
infeccién pasando desapercibido cuando no ha logrado alcanzar un estado patogénico en

su hospedante (Dangon, 2018).

En este estudio se presenta una caracterizacion morfométrica de 15 aislamientos
enddfitos-quiescentes de Colletotrichum spp. y su patogenicidad en hojas y ramas de
arboles de mango cultivar Azucar. Los morfotipos fueron aislados de diferentes 6érganos y
estratos de arboles de este tipo de mango en el municipio de Ciénaga, y depositados en

el cepario del Laboratorio de Fitopatologia de la Universidad del Magdalena.



Capitulo 1. Caracterizacion bioloégica y
morfométrica de aislamientos endofiticos y
quiescentes de Colletotrichum spp.,
obtenidos a partir hojas, ramas,

inflorescencias y frutos de mango cv. Azucar

1.1 Resumen

La Antracnosis es una de las enfermedades mas limitantes de los cultivos de mango
(Mangifera indica L.) en el departamento del Magdalena, Colombia, generando pérdidas
en campo y postcosecha. El agente causal corresponde a especies de Colletotrichum spp.,
patégeno hemibiétrofo; sin embargo, adn hay incertidumbre acerca de la diversidad y rol
patogénico de aislamientos enddfitos o en estados quiescentes del mismo. El presente
estudio tuvo como propdésito realizar una descripcion morfométrica de 15 cepas de
Colletotrichum, 14 endéfitas obtenidas de estudios previos y una mas aislada de frutos
sintomaticos de mango cv. Azucar de la finca Las Margaritas, en el municipio de Ciénaga
del departamento del Magdalena. A partir de diferentes protocolos de obtencion y
purificacion de los aislamientos asi como siembra de cultivos monospdricos, se realizd
descripcion morfométrica y evaluacién de variables biolégicas, encontrando diferencias en
la tasa de crecimiento, concentracion de indculo y tamafio de las conidias entre las cepas
evaluadas. Se concluye que en mango cv. AzUcar hay alta variabilidad morfol6gica y

biol6gica entre aislamientos de Colletotrichum.
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Palabras clave: Morfotipo, Colletotrichum spp., Mango cv. Azlcar, endéfito, quiescencia.

1.2 Introduccidn

Colletotrichum spp. incluye més de 100 especies, y se asocia a la enfermedad conocida
como “Antracnosis”. Investigaciones como las de Damm et al., (2012) y Zakaria (2020) han
logrado establecer que Colletotrichum spp. se ha identificado con frecuencia como un
agente patdgeno que afecta los frutos, las hojas y los tallos, comprendiendo cultivos en
diferentes tipos, tanto frutales como vegetales e industriales. Otras investigaciones indican
que entre los hospedantes principales se destacan mango, maracuya, melocoton,
aguacate, tomate de arbol, palma de aceite (Dominguez et al., 2014; Gafian et al., 2015;
Guaman, 2018; Quintero et al., 2019; Trinidad et al., 2017).

Colletotrichum spp., es considerado el octavo fitopatdgeno mas importante por su impacto
en los cultivos, causando dafios en diversos O6rganos de plantas y pudriciones en
postcosecha (Kamle & Kumar, 2016; Pavitra & Singh, 2017). Damm et al.,, (2012)
identifican que este fitopatégeno ha podido detectarse en diferentes latitudes a lo largo del
mundo, principalmente distribuida en las regiones tropicales y subtropicales; desde
Australia y Zimbawe hasta Paises Bajos y Brasil. En el caso colombiano, particularmente
en el departamento del Magdalena, las pérdidas en cosecha causadas por el
Colletotrichum spp. oscilan entre el 40% y el 50%, sin contar las afectaciones en la
postcosecha (Paez et al.,, 2003); estos datos son comparables a los registrados para
mango en otras latitudes del mundo, donde se registran pérdidas en campo y postcosecha
de 20% y 46%, respectivamente (Dinh et al., 2003; Kamle & Kumar, 2016; Pavitra & Singh,
2017).

Colletotrichum spp., puede mantenerse como enddfito, que se define como el
microrganismo que habita en el interior de las células de una planta hospedante
estableciendo una relacion simbiética sin causar ningun tipo de dafio aparente (Hyde &
Soytong, 2008; Silva et al., 2020). Algunos estudios han identificado aislamientos
endofiticos de Colletotrichum spp. en cultivos como el mango, dejando en evidencia su

capacidad para producir infecciones o dafios (Quintero et al., 2019; Vieira et al., 2014).
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El proceso infectivo puede iniciar a partir de estructuras que permanecen quiescentes en
la epidermis de los érganos reproductivos y vegetativos de los arboles hospedantes. La
guiescencia se entiende como el periodo en el que el patdgeno logra permanecer en
guietud en el huésped previo al desarrollo de la fase activa de la infeccién, es decir, aquella
en la que el hongo invade las células y aparecen los sintomas, especialmente durante los
procesos de almacenamiento y comercializacién, afectando la calidad de los frutos
(Zakaria, 2020; Valdés et al., 2017; Prusky et al., 2013). El estado quiescente se activa
bajo condiciones especificas que le son favorables y factores nutricionales adecuados,

especialmente en las etapas de fructificacién de los cultivos (Prusky & Litcher, 2007).

Las especies pertenecientes al complejo o clado C. gloeosporioides son de rapido
crecimiento en medios de cultivo, caracterizada por producir conidios con extremos
redondeados (Velazquez et al., 2018), entre ellas, en mango en Colombia se reportan C.
asianum, C. fructicola y C. musae aislados de frutos sintomaticos (Gafan et al., 2015).
Especies pertenecientes al clado C. acutatum, son de crecimiento mas lento en medios de
cultivo, y pueden presentar conidias con bordes redondeados o ahusados (Velazquez et
al., 2018); dentro de ellas, en mango en Colombia se registra a C. tamarilloi a partir de
frutos colectados en plazas de mercado con sintomas (Gafian et al., 2015). No obstante,
se ha establecido que para determinar de manera efectiva la identidad de una especie de
Colletotrichum debe soportarse en técnicas moleculares y andlisis filogenético,

complementado con descriptores morfoldgicos y bioquimicos (Rojo et al., 2017).

Colletotrichum es un género confuso en términos taxonémicos, esto se debe a la forma en
gue su estado sexual determina justamente la variabilidad de su género. Al respecto,
investigaciones como las de Rojo et al., (2017) mencionan cémo en 2012 la Subcomision
Internacional de Taxonomia de Colletotrichum (ISTC, por sus siglas en inglés) definieron
gue debia prevalecer la denominacién del estado asexual del hongo por encima del de
Glomerella; esta es la forma como ha sido aplicado mas ampliamente en la ciencia. Pero,
mas alla de eso, los analisis filogenéticos han identificado ya una variedad de especies
dentro de este género dentro de los que hay 9 clados principales segun identifican Rojo et
al., (2017) sobre el trabajo de otros autores: acutatum (Damm et al., 2012), boninense

(Damm et al., 2012), destructivum (Damm et al., 2014), gloeosporioides (Weir et al., 2012),
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orbiculare (Damm et al., 2013), graminicola, dematium, spaethianum y truncatum (Cannon
et al., 2012).

Para entender la variabilidad de morfoespecies quiescentes y endofiticas de Colletotrichum
asociadas a mango cv. Azlcar en el departamento del Magdalena, se evaluaron los rasgos
bioldgicos y morfométricos de los 15 morfotipos de cepas, tales como tasa de crecimiento
micelial (mm/dia), concentracion de conidias/ml. y ancho y largo de conidias (um), asi como
su eficiencia biolégica, expresada en el porcentaje de conidias formadas, porcentaje de
conidias germinadas, porcentaje de apresorios formados y porcentaje de apresorios
germinados. Se desarroll6 un analisis estadistico no paramétrico (Prueba H de Kruskal-
Wallis) para el estudio de la tasa de crecimiento micelial (mm/dia), concentracion de
conidias/ml. y porcentaje de apresorios formados, al no cumplir estos con el principio de
normalidad en la distribucién de los datos. Por el contrario, para el estudio del ancho y
largo de conidias (um), el porcentaje de conidias sin germinar, el porcentaje de conidias
formadas y el porcentaje de apresorios germinados se realizé un analisis estadistico
paramétrico (Analisis de varianza ANAVA de una via) y prueba post-hoc Tukey para
subconjuntos homogéneos, en un nivel de confianza del 95%, a partir del uso del Software
Estadistico SPSS 23. La investigacion se desarrollé partiendo de hipotesis que existe

variabilidad morfométrica y de eficiencia bilégica en las 15 morfoespecies analizadas.

1.3 Materiales y métodos

Para la caracterizacion morfométrica se realiz6 un estudio de tipo descriptivo. Se
obtuvieron 14 aislamientos endofiticos y/o quiescentes de estudios previos conservados
en el centro de colecciones del Laboratorio de Fitopatologia de la Universidad del
Magdalena; el otro aislamiento fue obtenido de frutos de arboles de mango cv. Azlcar en
la finca Las Margaritas ubicada en Latitud 10°59'22.6”N Longitud 74°12'06.1”"W
corregimiento de Cordobita del municipio de Ciénaga en el departamento del Magdalena,

gue presentaron sintomas de la enfermedad.

Para el aislamiento se realizé lavado de frutos con agua corriente; posteriormente, en la

camara de flujo laminar, se cortaron fragmentos de epidermis que contenia tejido sano y
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zona de avance de la lesién, de 5 x 5 mm, y se hizo desinfeccién con hipoclorito de sodio
al 1% por un min, y se lavaron con agua destilada estéril dos veces seguidas durante un
min cada vez; los fragmentos se dejaron secar, y se sembraron en platos Petri que
contenian medio papa-dextrosa-agar (PDA) adicionando 200 ppm de gentamicina
(Genfar®); una vez se comprobo6 el crecimiento del hongo, se hizo transferencia a nuevo

medio de cultivo, y el cultivo se conservé en nevera (6°C) para los estudios posteriores.

En una camara de flujo laminar, y condiciones de asepsia, se prepar6 medio de papa-
dextrosa-agar (PDA) adicionando 200 ppm de gentamicina (Genfar®). De los cultivos
conservados, se realiz6 transferencia de la zona de crecimiento activo del cultivo (zona
periférica) a los nuevos platos Petri con medio PDA; la porcién de cultivo se deposit6 en la
zona central de los platos Petri con medio de cultivo; se dejaron crecer por 10 dias en
cuarto de incubacién dentro de una nevera de poliestireno expandido esterilizado con
hipoclorito de sodio al 1% (26+2 °C); se hicieron verificaciones diarias para monitorear sus

cambios y eventuales contaminantes.

Se selecciond el aislamiento de mejor crecimiento para la obtencion de los cultivos
monosparicos para cada morfotipo. Para ello, se recogi6 el crecimiento micelial completo
del plato Petri, adicionando 20 mL de agua destilada estéril; la suspensiéon fungosa se
homogenizé y se filtrd, recogiendo la suspension filtrada en tubos de ensayo estériles de
20 ml. Se realizé centrifugacion durante 5 minutos a 3000 rpm, descartando el
sobrenadante; se adicioné nuevamente el volumen de agua destilada estéril, se agitd y se
hicieron conteos de conidias en la cAmara de Neubauer y observaciones en un microscopio
Leica ICC50. Se ajusté la concentracion a 3x10° conidias/mL; siguiendo la metodologia de
Péez (2020) y Quintero et al., (2019). Se tomaron 20 pL de suspensién y se depositaron
en un plato Petri con medio PDA y se esparcié sobre la superficie del medio en forma de

Zig-zag; se llevé a incubacion a una temperatura a 26+2°C.

Dos dias después, una vez se identificaron colonias del hongo, de una de ellas se hizo una
nueva transferencia a la zona central de un plato Petri con medio PDA; el procedimiento
se repitid tres veces (tres platos Petri nuevos) con cada una de las cepas o morfotipos. A

los 10 dias, se realizé una descripcion morfolégica de cada colonia, especificamente color,
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textura y margenes. Se midié el crecimiento radial de la colonia cada dos dias, y se

determind la tasa de crecimiento micelial de cada morfotipo.

De un plato Petri con cultivo de 10 dias, se obtuvo suspension de conidias, tal como se
describié anteriormente, y se realizé la cuantificacion de la concentracién de conidias

(densidad de in6culo), se describieron y midié el largo y ancho de las conidias.

A partir de la misma suspension de conidias, se realiz6 diluciones hasta obtener una
concentracion de 5 x 10° conidias/mL. Siguiendo la metodologia de Paez (2020) y Quintero
etal., (2019). Sobre una lamina portaobjetos colocada en el interior de un plato Petri estéril
y con papel filtro humedecido en el fondo, se colocaron 8 a 10 microgotas (10 pL); se
incubaron por 24 horas en total oscuridad (interior de nevera de poliestireno expandido,
esterilizada con hipoclorito de sodio al 1%) a 26+2 °C; se montaron tres platos con
portaobjetos por morfotipo, y para cada morfotipo y Plato se realizaron observaciones en
tres campos de observacion (40X), y se calculd el porcentaje de germinacion de conidias

y formacién de apresorios.

Para el analisis de las variables morfométricas las unidades experimentales (platos Petri)
se montaron en un disefio de efectos fijos. Para cada unidad se hicieron tres repeticiones
(cada plato fue una repeticién), exceptuando el largo y ancho de conidias donde se hicieron
50 observaciones por cepa. Para las otras variables se hizo medicion en tres campos de
observaciéon. Producto del no cumplimiento de los principios de normalidad en la
distribucion de los datos se aplic6, como se mencion6é anteriormente, un analisis
estadistico no paramétrico (Prueba H de Kruskal-Wallis) para el estudio de la tasa de
crecimiento micelial (mm/dia), concentracion de conidias/mL y el porcentaje de apresorios

formados.
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1.4 Resultados

1.4.1 Descripcion de cepas o morfotipos endofiticos-quiescentes
de Colletotrichum spp.

De los 15 aislamientos o morfotipos, 14 fueron obtenidos de ramas de arboles de mango

cv. azUcar asintomaticas, a partir de distintos crecimientos de las ramas y procedimientos

de desinfeccion y uno mas fue obtenido a partir de fruto sintomético, tal como se describe

en la tabla 1-1.

Tabla 1-1. Descripcion de estrato, crecimiento y tipo de aislamiento de Colletotrichum spp.

Denominacion

Descripcién de origen

UM 035

UM 036

UM 037

UM 038

UM 039

UM 040

UM 041

UM 042

UM 043

UM 044

Estrato alto. Aislado por desinfeccion convencional. Aislado por
desinfeccion con cloro gasificado.

Estrato bajo. Rama del segundo crecimiento. Aislado por
desinfeccion con cloro gasificado.

Estrato alto. Rama del tercer crecimiento. Aislado por desinfeccion
convencional.

Estrato alto. Rama del segundo crecimiento. Aislado por desinfeccion
con Hipoclorito de sodio al 4%.

Estrato bajo. Rama del tercer crecimiento. Aislado por desinfeccién
con Hipoclorito de sodio al 4%.

Estrato alto, Rama del tercer crecimiento. Aislado por desinfeccion
convencional.

Estrato alto. Rama del tercer crecimiento. Aislado por desinfeccion
convencional.
Estrato alto. Rama del tercer crecimiento. Aislado por desinfeccion
convencional.

Estrato medio. Rama del segundo crecimiento. Aislamiento por
desinfeccién con Hipoclorito 4%.

Estrato alto. Rama del primer crecimiento. Aislado por desinfeccion
convencional.

Tabla 1-1: (Continuacion)
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Denominacion

Descripcion de origen

UM 045

UM 046

UM 047

UM 048

UM 049

Estrato alto. Rama del segundo crecimiento. Aislado por
desinfeccién convencional.

Estrato alto. Rama del primer crecimiento. Aislado por
desinfeccion convencional.

Estrato medio. Rama del segundo crecimiento. Aislado por
desinfeccion con cloro gasificado.

Estrato alto. Rama del primer crecimiento. Aislado por
desinfeccion convencional.

Cepa aislada de fruto sintomético, mediante induccién de
signos en camara humeda.

1.4.2 Descripcién de caracteristicas morfométricay aspectos
biologicos de cada cepa o morfotipo de Colletotrichum

Spp.

A continuacién, se describen las caracteristicas morfométricas y aspectos biolégicos de

cada cepa o morfotipo.

= Ajslamiento UM 035

Presentd una textura algodonosa con anillos circulares desde el centro del medio y un

crecimiento micelial blanco a ras del medio (Figura 1-1).
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Figura 1-1. Reverso (A) y anverso (B) del morfotipo UM 035 de Colletotrichum spp.
Imagen: Mercado, 2019.

Respecto a la morfometria en cultivo proveniente de monosporico se observé una tasa de
crecimiento micelial promedio de 8.9 mm/dia. La densidad del promedio del in6culo fue de
6,5 x 10° conidias/mL. El largo promedio de las conidias fue de 11,03 um, mientras que el
ancho promedio fue de 4,04 pm. Present6 27% de conidias sin germinar, 43% de conidias
germinadas, evidenciado con un 20% de formacién de apresorios, y 10% de los apresorios

formados mostraron germinacion.

= Aislamiento UM 036

Presentd una textura algodonosa con anillos irregulares y un crecimiento micelial blanco y

margen entero hialino (Figura 1-2).
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Figura 1-2. Reverso (A) y anverso (B) del morfotipo UM 036 de Colletotrichum spp.
Imagen: Mercado, 2019.

El aislamiento presentd una tasa de crecimiento micelial promedio de 8.8 mm/dia. La
densidad promedio de indculo fue de 6,383 x 10° conidias /mL. El largo promedio de las
conidias fue de 10,22 um mientras que el ancho promedio fue de 4,19 um. En cuanto a la
eficiencia biologica, presentd 37% de las conidias sin germinar, 37% de conidias
germinadas evidenciado con la formacion de 18% de apresorios y la germinacion de del

8% de apresorios.

= Ajslamiento UM 037

Present6 una textura algodonosa en la zona concéntrica media, un Unico anillo concéntrico,

micelio algodonoso, zona de avance y margen filamentoso (Figura 1-3).
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Figura 1-3. Reverso (A) y anverso (B) del morfotipo UM 037 de Colletotrichum spp.
Imagen: Mercado, 2019.

El aislamiento UM 037 presentd una tasa de crecimiento micelial promedio de 8.5 mm/dia.
La densidad promedio del inéculo fue de 1,131 x 107 conidias/mL. El largo promedio de las
conidias fue de 9,42 umy el ancho promedio fue de 3,74 um. Present6 un 41% de conidias
sin germinar, 43% de germinacion de las conidias con formacion de 15% de apresorios y

la germinacion del 1% de apresorios.

= Aislamiento UM 038

Present6 una textura algodonosa con anillos concéntricos. Se observé presencia de
esclerocios en zona de avance, con un tono bisque. Los méargenes fueron enteros (Figura
1-4).
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Figura 1-4. Reverso (A) y anverso (B) del morfotipo UM 038 de Colletotrichum spp.
Imagen: Mercado, 2019.

La tasa de crecimiento micelial promedio fue de 8.9 mm/dia. La densidad promedio del
inéculo fue de 3,583 x 10° conidias/mL. El largo promedio de las conidias fue de 13,08 pm
y el ancho promedio fue de 5,06 pum. Presento un 81% de conidias sin germinar, 15% de
germinacion de conidias, con la formacién de 4% de apresorios, pero ningln porcentaje

de germinacion de apresorios.

= Ajslamiento UM 039

Se observé un crecimiento con textura algodonosa, anillos concéntricos, zona de avance

y margen micelial (Figura 1-5).
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Figura 1-5. Reverso (A) y anverso (B) del morfotipo UM 039 de Colletotrichum spp.
Imagen: Mercado, 2019.

Se observd una tasa de crecimiento micelial promedio de 8.1 mm/dia. La densidad
promedio del inéculo fue de 3 x 10° conidias/mL. El largo promedio de las conidias fue de
11,33 um, mientras que el ancho promedio fue de 4,26 pum. Presenté un 23% de conidias
sin germinar, 15% de germinacion de conidias, evidenciado con la formacion de 37% de

apresorios, y la germinacion del 25% de apresorios.

= Aislamiento UM 040

Presentd una textura granular, micelio en el centro, anillos concéntricos bien marcados,

con una zona de avance entera y margenes filamentosos (Figura 1-6).
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Figura 1-6. Reverso (A) y anverso (B) del morfotipo UM 040 de Colletotrichum spp.
Imagen: Mercado, 2019.

Respecto a su morfometria, este aislamiento mostré6 una tasa de crecimiento micelial
promedio de 7.9 mm/dia. La densidad promedio del in6culo fue de 1,483 x 10° conidias/mL.
El largo promedio de las conidias fue de 8,26 um y el ancho promedio fue de 3,05 um.
Present6 un 48% de conidias sin germinar, 28% de germinacion de conidias, evidenciando

la formacion de apresorios en un 21%, y 4% en la germinacion de apresorios.

= Ajslamiento UM 041

Presentd textura granular, anillo concéntrico de tonalidad cobre definida y micelio color

ambar, zona de avance entera hialina y margen rizado (Figura 1-7).
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Figura 1-7. Reverso (A) y anverso (B) del morfotipo UM 041 de Colletotrichum spp.
Imagen: Mercado, 2019.

Se observo una tasa de crecimiento micelial promedio de 10.4 mm/dia. La densidad
promedio del indculo fue de 1,916 x 10° conidias/mL. El largo promedio de las conidias fue
de 10,22 uym y el ancho promedio fue de 4,02 um. Presenté un 63% de conidias sin
germinar, 27% de germinacion de conidias, evidenciado con la formacion de apresorios en

un 11%, pero no presentd porcentaje de germinacién de apresorios.

= Aislamiento UM 042

Presentd una textura algodonosa, con formaciones de anillos concéntricos variables de

tonalidad, con zona de avance y margen ondulado (Figura 1-8).
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Figura 1-8. Reverso (A) y anverso (B) del morfotipo UM 042 de Colletotrichum spp.
Imagen: Mercado, 2019.

El aislamiento UM 042 mostr6 una tasa de crecimiento promedio de 12.4 mm/dia. La
densidad promedio del inéculo fue de 2,666 x 10° conidias/mL. El largo promedio de las
conidias fue de 10,28 um y el ancho promedio fue de 3,65 um. Presentdé un 25% de
conidias sin germinar, 0% de conidias germinadas, 67% de apresorios formados y 8% de

apresorios germinados.

= Ajslamiento UM 043

Presentd una textura algodonosa, con anillos concéntricos muy bien definidos, micelio

color blanco y margen entero (Figura 1-9).
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Figura 1-9. Reverso (A) y anverso (B) del morfotipo UM 043 de Colletotrichum spp.
Imagen: Mercado, 2019.

En el aislamiento UM 043 se observd una tasa de crecimiento micelial promedio de 8.7
mm/dia. La densidad promedio del in6culo presentdé una concentracion 1,816 x 10°
conidias/mL. El largo promedio de las conidias fue de 11,34 um y el ancho promedio fue
de 4,73 pm. Present6 un 59% de conidias sin germinar, 21% de germinacién de las
conidias, evidenciado con la formaciéon de apresorios en un 22%, pero no presenté ningdn

porcentaje de apresorios germinados.
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= Ajslamiento UM 044

Presentd una textura algodonosa, con anillos concéntricos granulares (Figura 1-10).

Figura 1-10. Reverso (A) y anverso (B) del morfotipo UM 044 de Colletotrichum spp.
Imagen: Mercado, 2019.

La morfometria del aislamiento UM 044 present6 una tasa de crecimiento micelial promedio
de 10.4 mm/dia. La densidad promedio del inéculo fue de 8,189 x 10’ conidias/mL. El largo
promedio de las conidias fue de 10,27 um y el ancho promedio fue de 3,66 um. Present6
un 83% de conidias sin germinar, 17% de conidias germinadas, pero no present6 ningin

porcentaje de formacién ni germinacién de apresorios.
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= Ajslamiento UM 045

Presentd una textura algodonosa granular significativa en los anillos concéntricos

centrales, con un anillo concéntrico bien marcado, micelio aéreo color blanco y margen

entero (Figura 1-11).

Figura 1-11. Reverso (A) y anverso (B) del morfotipo UM 045 de Colletotrichum spp.
Imagen: Mercado, 2019.

La morfometria del aislamiento UM 045 mostr6 una tasa de crecimiento micelial promedio
de 9.0 mm/dia. La densidad promedio del inéculo fue de 2,648 x 107 conidias/mL. El largo
promedio de las conidias fue de 11,04 um y el ancho promedio fue de 3,78 um. Presentd
un 25% de conidias sin germinar, un 25% de germinacién en las conidias, 25% fueron

apresorios formados y 25% fueron apresorios germinados.
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= Ajslamiento UM 046

Present6 una textura algodonosa muy consistente, anillos concéntricos, zona de avance

y micelio color crudo, con margen entero (Figura 1-12).

Figura 1-12. Reverso (A) y anverso (B) del morfotipo UM 046 de Colletotrichum spp.
Imagen: Mercado, 2019.

En la morfometria del aislamiento UM 046 se observé una tasa de crecimiento micelial
promedio de 8.1 mm/dia. La concentracién promedio de conidias o densidad del inoculo
fue de 3,65 x 10° conidias/mL. El largo promedio de las conidias alcanzé 10,86 pm,

mientras que el ancho fue de 4,07 um. Presentd un 69% de conidias sin germinar, 26% de
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germinacion de las conidias, 6% de formacién de apresorios, pero de estos ninguno

presentd germinacion.

= Aislamiento UM 047

Presentd una textura algodonosa, anillos concéntricos y granulares, micelio color beis y

margen entero (Figura 1-13).

Figura 1-13. Reverso (A) y anverso (B) del morfotipo UM 047 de Colletotrichum spp.
Imagen: Mercado, 2019.

El aislamiento UM 047 mostré una tasa de crecimiento micelial promedio de 7.4 mm/dia.
La densidad promedio del inéculo fue de 1,0 x 10° conidias/mL. El largo promedio de las

conidias fue de 11,45 umy el ancho promedio de las conidias fue de 4,61 um. Presento6 un
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23% de conidias sin germinar, 56% de germinacién de las conidias, 13% de formacién de

apresorios, y 8% de germinacién de apresorios.

= Ajslamiento UM 048

Presentd una textura algodonosa en el avance, anillos concreticos multiples, zona de

avance y micelio color beis y margen entero (Figura 1-14).
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Figura 1-14. Reverso (A) y anverso (B) del morfotipo UM 048 de Colletotrichum spp.
Imagen: Mercado, 2019.

La morfometria para el aislamiento UM 048 permiti6 observar una tasa de crecimiento
micelial promedio de 6.8 mm/dia. La densidad promedio del in6culo fue de 1,816 x 10°

conidias/mL. El largo promedio de las conidias fue de 9,61 um y el ancho promedio fue de
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2,95 um. Presentd un 64% de conidias sin germinar, 20% de germinacién de las conidias,

evidenciado con la formacién de 9% de apresorios y 7% de apresorios germinados.

= Aislamiento UM 049

Presentd una textura algodonosa significativa en el avance anverso, anillos concreticos

multiples, zona de avance y micelio color beis y margen entero. (Figura 1-15).
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Figura 1-15. Reverso (A) y anverso (B) del morfotipo UM 049 de Colletotrichum spp.
Imagen: Mercado, 2019.

El aislamiento UM 049 muestra una tasa de crecimiento micelial promedio de 10.1 mm/dia.
La concentracion de conidias fue 2,666 x 10° conidias/mL. El largo promedio de las

conidias fue de 10,49 ym, mientras que el ancho fue de 3,90 um. Present6 un 66% de
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conidias sin germinar, un 14% de germinaciéon de las conidias, 7% de formaciéon de

apresorios, y 13% de apresorios germinados.

1.4.3 Comparacion entre morfotipos o cepas de Colletotrichum
spp.

De los principales hallazgos, se presenta, a continuacion, la comparacion de datos de cada
uno de los 15 aislamientos en torno a sus caracteristicas morfologicas y biolégicas (Tabla
1-2); en cada caso se hicieron tres repeticiones, por lo que el valor que indica la tabla para

cada cepa es el promedio de estas.

Tabla 1-2. Caracteristicas biol6gicas y morfométricas de 15 morfotipos de Colletotrichum
aislados de diferentes 6rganos de mango cv. Azucar.

Tasa de Densidad del L°2%i,2?§i§§‘z[l"r§)‘“°
Cepa mi;niezacllg]rlgrltgdio In(’)culq promedio

(mm/dia) (Conidias/ml.) Largo Ancho
UM 035 8.9 6,500 x 10° 11,03 4,04
UM 036 8.8 6,383 x 10° 10,22 4,19
UM 037 8.5 1,131 x 107 9,42 3,74
UM 038 8.9 3,583 x 10° 13,08 5,06
UM 039 8.1 3,000 x 10° 11,33 4,26
UM 040 7.9 1,483 x 10° 8,26 3,05
UM 041 10.4 1,916 x 10° 10,22 4,02
UM 042 12.4 2,666 x 10° 10,28 3,65
UM 043 8.7 1,816 x 10° 11,34 4,73
UM 044 10.4 8,189 x 107 10,27 3,66
UM 045 9.0 2,648 x 107 11,04 3,78

UM 046 8.1 3,65 x 10° 10,86 4,07
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UM 047 7.4 1,000 x 10° 11,45 4,61
UM 048 6.8 1,816 x 10° 9,61 2,95
UM 049 10.1 2,666 x 10° 10,49 3,90

Nota: Los valores de cada cepa representan el promedio para las 3 repeticiones estudiadas. En
total, se analizaron los datos de 45 casos.

Se encontré que la mayor tasa de crecimiento micelial fue para UM 042 con un promedio
de 12.4 mm/dia, mientras que el aislamiento con menor tasa de crecimiento micelial fue el
UM 048 con un promedio de 6.8 mm/dia. En cuanto a la densidad del in6culo se presento
una mayor concentracion de conidias/mL en el aislamiento UM 044 con un promedio de
8,189 x 107, mientras que la menor concentraciéon se present6 en el aislamiento UM 047
con una concentracién promedio de 1 x 10° conidias/mL. El aislamiento UM 038 el que
mayor largo de las conidias present6 con un a valor promedio de 13,08 um, mientras que
el menor que el aislamiento UM 040 es el que menor largo de conidias presentd con un
valor promedio de 8,26 um. En cuanto al ancho es el aislamiento UM 038 el de mayor valor
promedio con 5,06 um de ancho y el aislamiento UM 048 fue el de menor valor promedio
con 2,95 um (Tabla 1-2).

En relacién con la eficiencia bioldgica (Tabla 1-3 y Figura 1-16), se presentaron diferencias
entre morfotipos. En cuanto a la formacién de conidias resulta particular el caso del
aislamiento UM 045 con una cantidad de conidias formadas evidentemente superior al
resto de aislamiento, esta alcanz6 un total de 696 conidias, mientras que el aislamiento
UM 044 fue el que presento menor concentracion de conidias con un total de 18. El
aislamiento que mayor porcentaje de conidias sin germinar presento fue el UM 044 con un
83%, mientras que los aislamientos que menor porcentaje de conidias sin germinar
presentaron son el UM 039 y el UM 047 cada uno con un 23%. El aislamiento de mayor
porcentaje de germinacion de conidias es el UM 047 con un 56% y el que menor valor
registro sobre este aspecto es el UM 042 con un porcentaje de 0. En el aislamiento que
mayor porcentaje de apresorios se formaron fue en el aislamiento UM 042 con un 67%,
mientras que el aislamiento UM 044 fue el de menor valor con un porcentaje de 0. Los

aislamientos que mayor porcentaje de apresorios germinados tuvieron son los aislamientos
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UM 039 y UM 045 cada uno con un 25%. Fue evidente, que no todos los apresorios
mostraron inicio de germinacion que diera lugar a la formacion de la clavija de penetracion;
la eficiencia biolégica dependié de cada morfotipo, en este caso los aislamientos UM 038,
UM 041, UM 043, UM 044 y UM 046 no dieron lugar a germinacién de apresorios.

Tabla 1-3. Eficiencia biol6gica de morfotipos de Colletotrichum aislados de diferentes
6rganos de mango cv. Azlcar.

%

Concentrgc_i(')n Coni_dias Oc/gecr:r?]ri]rig(?; Apre?orios % Aprgsorios
Cepa total conidias sin S Formados Germinados
Germinar
Suma Media Media Media Media

UM 035 45 27 43 20 10
UM 036 22 37 37 18 8
UM 037 88 41 43 15 1
UM 038 103 81 15 4 0
UM 039 60 23 15 37 25
UM 040 44 48 28 21 4
UM 041 59 63 27 11 0
UM 042 24 25 0 67 8
UM 043 118 59 21 22 0
UM 044 18 83 17 0 0
UM 045 696 25 25 25 25
UM 046 54 69 26 6 0
UM 047 61 23 56 13 8
UM 048 196 64 20 9 7
UM 049 74 66 14 7 13

Nota: Los valores de cada cepa representan el promedio para las 3 repeticiones estudiadas. En
total, se analizaron los datos de 45 casos.
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Figura 1-16. Conidias y apresorios de Colletotrichum spp. Objetivo 40X. A. Conidias. B.
Conidia germinada. C. Apresorio formado. D. Tamafio de conidias. Imagen: Mercado,
2019.

Dentro del estudio comparado de los rasgos biol6gicos y morfométricos, primero se analizé
la tasa de crecimiento micelial. La prueba de Kruskal-Wallis mostrd la existencia de
diferencias significativas en la distribucion de la tasa de crecimiento micelial para los 15
morfotipos analizados, obteniendo un nivel de significancia bilateral de 0,010 (P< 0,05), a
un nivel del 95% de confianza. Al realizar el analisis de las medias, queda en evidencia
que el aislamiento UM 042 es el que presenta un mayor promedio en cuanto a la tasa de
crecimiento con un rango intercuartilico entre 12,3 mm/dia'y 12,5 mm/dia y una media de

12,4 mm/dia, mientras que el aislamiento UM 048 present6 el menor promedio de tasa de
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crecimiento con un rango intercuartilico entre 6,7 mm/dia y 7,0 mm/dia con una media de
6,8 mm/dia. Por su parte, en el aislamiento UM 041 se refleja particularmente un valor
atipico extremo en el primer y segundo cuartiles respecto de los otros aislamientos (Figura
1-17).
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Figura 1-17. Tasa de crecimiento micelial por morfotipo de Colletotrichum spp. Las
columnas indican las comparaciones de las medias de los morfotipos segun la tasa de
crecimiento, mientras que las barras en las columnas indican la variabilidad de las
desviaciones estandar de las medias de acuerdo con la prueba Kruskal-Wallis a un nivel
de 95% de confianza.

Para el caso de la densidad del in6culo (conidias/mL) la prueba de Kruskal-Wallis mostro
la presencia de diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de
Conidias/mL. para los diferentes morfotipos de cepa, con un nivel de significancia bilateral
de 0,000 (P< 0,05), a un nivel de 95% de confianza. Al realizar el analisis de las medias se
evidencia que el morfotipo UM 044 presentd el mayor promedio con un rango intercuartilico
entre 8,0 x 107 conidias/mL y 8,5 x 107 conidias/mL y una media de 8,1 x 10’ conidias/mL.

En cambio, el morfotipo con el menor promedio es el UM 047 con una media inferior de
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1,0 x 10° conidias/mL. En este caso el morfotipo UM 045 representa el valor atipico mas
extremo en el primer y segundo cuartil respecto de la media con una diferencia aproximada
de 4 x 108 conidias/mL (Figura 1-18).
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Figura 1-18. Densidad del in6culo por morfotipo de Colletotrichum spp. Las columnas
indican las comparaciones de las medias de los morfotipos segun la densidad del inéculo
(conidias/mL), mientras que las barras en las columnas indican la variabilidad de las
desviaciones estandar de las medias de acuerdo con la prueba Kruskal- Wallis a un nivel
de 95% de confianza.

En cuanto al comportamiento del ancho de las conidias (um), el analisis de varianza
(ANAVA) de una via puso en evidencia diferencias significativas entre los 15 morfotipos

estudiados, obteniendo un nivel de significancia bilateral de 0,0332 (P< 0,05), a un 95% de
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confianza. En el proceso de analisis puede identificarse que el morfotipo UM 038 presentd
el mayor promedio de ancho con un rango intercuartilico entre 4,80 umy 5,40 um, y una
media de 5,06 um, mientras que el morfotipo UM 048 presento6 el menor promedio de ancho
con un rango intercuartilico entre 2,90 um y 3,00 um, y una media de 2,95 um. Respecto
de esta medida en la mayoria de los morfotipos pueden evidenciarse valores atipicos altos
y bajos en relacion con la media; es el morfotipo UM 043 el que presenta un

comportamiento de menor rango de variabilidad en sus valores (Figura 1-19).
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Figura 1-19. Ancho de conidias por morfotipo (1um) de Colletotrichum spp. Las columnas
indican las comparaciones de las medias de los morfotipos segin el ancho de las conidias
(um), mientras que las barras en las columnas indican la variabilidad de las desviaciones
estandar de las medias de acuerdo con la prueba Kruskal-Wallis a un nivel de 95% de
confianza.

En la prueba de Tukey se observo la existencia de dos subgrupos con valores homogéneos
al interior de cada grupo de cepas, con relacion al ancho de las conidias. En el subgrupo
1 (P=0,118) se ubicaron 14 morfotipos con un rango de medida de ancho entre 2,95 pymy
4,74 um. El Unico caso excluido correspondi6 al caso UM 038. En el subgrupo 2 (P=0,393)
se ubicaron 13 morfotipos con un rango de ancho entre 3,64 umy 5,06 um. Este segundo

subgrupo no incluy6 las cepas UM 040 y UM 048. De manera que el menor rango de
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medida del ancho de las conidias fue para el morfotipo UM 048 con un valor de medida
promedio de 2,95 um y el mayor rango de medida del ancho de las conidias fue para el

morfotipo UM 038 con un valor de medida promedio de 5,06 um.

Para el caso del largo de las conidias (um), el analisis de varianza (ANAVA) de una via no
mostré diferencias estadisticamente significativas entre los 15 morfotipos estudiados,
obteniendo un nivel de significancia bilateral de 0,123 (P >0,05), a un 95% de confianza.
Sin embargo, al analizar los valores de las medias, se ha identificado que el morfotipo que
obtuvo un mayor promedio en cuanto al largo de las conidias fue el UM 038 con un rango
intercuartilico entre 11,30 pum y 14,50 pm, y una media de 13,08 um, mientras que el
morfotipo que obtuvo un menor promedio en el valor del largo de las conidias fue el UM
040 con un rango intercuartilico entre 6,80 umy 9,00 um, y una media de 8,26 um (Figura
1-20).
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Figura 1-20. Largo de las conidias (um) de Colletotrichum spp. Las columnas indican las
comparaciones de las medias de los morfotipos segun el largo de las conidias (um),
mientras que las barras en las columnas indican la variabilidad de las desviaciones
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estandar de las medias de acuerdo con la prueba Kruskal-Wallis a un nivel de 95% de
confianza.

Dentro del estudio de la eficiencia biol6gica se analizé en un primer momento el porcentaje
(%) de conidias sin germinar. El analisis de varianza (ANAVA) de una via mostré
diferencias estadisticamente significativas entre los 15 morfotipos estudiados, obteniendo
un nivel de significancia bilateral de 0,000 (P <0,05), a un 95% de confianza. Al analizar
los valores de las medias queda en evidencia que el morfotipo UM 044 obtuvo el mayor
promedio en cuanto al porcentaje de conidias sin germinar con una media de 83%,
mientras que los morfotipos UM 039 y UM 047 obtuvieron el menor rango promedio con
una media de 23% cada uno; de estos ultimos el morfotipo UM 047 alcanza un rango
intercuartilico entre 21% y 24%, que lo ubica por debajo del morfotipo UM 039. Por su
parte, el morfotipo UM 049 evidencia valores atipicos bajos respecto de la media (Figura
1-21).
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Figura 1-21. Porcentaje de conidias sin germinar de Colletotrichum spp. Las columnas
indican las comparaciones de las medias de los morfotipos segun el porcentaje (%) de
conidias sin germinar, mientras que las barras en las columnas indican la variabilidad de
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las desviaciones estandar de las medias de acuerdo con la prueba Kruskal-Wallis a un
nivel de 95% de confianza.

Con la prueba de Tukey se observo la existencia de siete subgrupos con valores internos
homogéneos entre sus cepas en cuanto al porcentaje (%) de conidias sin germinar. El
subgrupo 1 (P=0,999), con un rango promedio de conidias sin germinar de 23,00% a
26,67%, esta integrado por cinco morfotipos: UM 035, UM 039, UM 042, UM 045 y UM
047); el subgrupo 2 (P=0,083), con un rango promedio de conidias sin germinar de 25,00%
a 37,00%, esté integrado por cuatro morfotipos: UM 035, UM 036, UM 042 y UM 045.
Respecto al subgrupo 3 (P=0,183), con un rango promedio de conidias sin germinar de
37,00% a 7,67%, esta integrado por tres morfotipos: UM 036, UM 037 y UM 040; el
subgrupo 4 (P=0,152), con un rango promedio de conidias sin germinar de 47,67% a
58,67%, esta integrado por dos morfotipos: UM 040 y UM 043; el subgrupo 5 (P=0,260),
con un rango promedio de conidias sin germinar de 58,67% y el 68,67%, esta integrado
por cinco morfotipos: UM 041, UM 043, UM 046, UM 048 y UM 049; el subgrupo 6
(P=0,054), con un rango promedio de conidias sin germinar de 68,67% a 81,33%, esta
integrado por dos morfotipos: UM 038 y UM 046; por ultimo, el subgrupo 7 (P= 1,000), con
un rango promedio de conidias sin germinar de 81,33% a 83,00%, esta integrado por dos
morfotipos (UM 038 y UM 044). De modo que el porcentaje de conidias sin germinar
presenta una diferencia estadisticamente significativa representada por la presencia de
siete subgrupos. El morfotipo de menor promedio de porcentaje de conidias sin germinar
es el UM 047 con un valor de 23,00%, mientras que el morfotipo de mayor promedio de

porcentaje de conidias sin germinar es el UM 044 con un valor de 83,00%.

En cuanto al comportamiento del porcentaje de conidias germinadas (%), el andlisis de
varianza (ANAVA) de una via mostrd diferencias estadisticamente significativas entre los
15 morfotipos estudiados, obteniendo un nivel de significancia bilateral de 0,000 (P< 0,05),
a un 95% de confianza (Figura 1-2). Al analizar los valores de las medias puede observarse
gue el morfotipo UM 047 obtuvo el mayor porcentaje de conidias germinadas con un rango
intercuartilico entre 55% y 57%, y una media de 55%; mientras que el morfotipo UM 042

obtuvo el menor porcentaje de conidias geminadas con una media de 0. En el morfotipo
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UM 049 es en el que se evidencia valores atipicos bajos respecto de la media (Figura 1-
22).
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Figura 1-22. Porcentaje de conidias germinadas de Colletotrichum spp. Las columnas
indican las comparaciones de las medias de los morfotipos segun el porcentaje (%) de
conidias germinadas, mientras que las barras en las columnas indican la variabilidad de
las desviaciones estandar de las medias de acuerdo con la prueba Kruskal-Wallis a un
nivel de 95% de confianza.

Para este caso, la prueba de Tukey puso en evidencia la existencia de seis subgrupos con
valores internos homogéneos entre sus cepas respecto al promedio de porcentaje de
conidias germinada. El subgrupo 1 (P=1,000), con un promedio de conidias germinadas
igual a 0, esté integrado por el morfotipo UM 042; el subgrupo 2 (P=0,289), con un rango
promedio de conidias germinadas de 14,00% a 20,67%, esta integrado por seis morfotipos:
UM 038, UM 039, UM 043, UM 044, UM 048 y UM 049; el subgrupo 3 (P=0,097), con un
rango promedio de conidias germinadas de 17,00% a 25,00%, esta integrado por cuatro
morfotipos: UM 043, UM 044, UM 045 y UM 048; el subgrupo 4 (P=0,131), con un rango
promedio de conidias germinadas de 20,00% a 27,67%, esta integrado por seis morfotipos:
UM 040, UM 041, UM 043, UM 045, UM 046 y UM 048; el subgrupo 5 (P= 0,362) y un



38 Patogenicidad de aislamientos endofiticos e inducidos de estados quiescentes

de Colletotrichum spp. sobre érganos de mango cultivar Azucar.

rango promedio de conidias germinadas de 37,00% a 43,33%, esta integrado por tres
morfotipos: UM 035, UM 036 y UM 037); por ultimo, el subgrupo 6 (P=1,000), con un

promedio de conidias germinadas de 56,00%, estd integrado por el morfotipo UM 047.

De modo que el porcentaje de conidias germinadas presenta una diferencia
estadisticamente significativa, representada por la presencia de seis subgrupos en los que
en cada uno las cepas presentan valores homogéneos. El morfotipo de menor promedio
de porcentaje de conidias germinadas es el UM 042 con un valor de 0%, mientras que el
morfotipo de mayor promedio de porcentaje de conidias germinadas es el UM 047 con un
valor de 56,00%.

En cuanto al comportamiento del porcentaje de Apresorios Formados (%), la prueba de
Kruskal-Wallis mostré diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de los
porcentajes de apresorios formados, con un nivel de significancia bilateral de 0,000105 (P<
0,05), a un nivel del 95% de confianza (Figura 1-23).
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Figura 1-23. Porcentaje de apresorios formados de Colletotrichum spp. Las columnas
indican las comparaciones de las medias de los morfotipos segun el porcentaje (%) de
apresorios formados, mientras que las barras en las columnas indican la variabilidad de
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las desviaciones estandar de las medias de acuerdo con la prueba Kruskal-Wallis a un
nivel de 95% de confianza.

Al analizar los valores de las medias se puede identificar que el morfotipo que mayor
porcentaje obtuvo es el UM 042 con un rango cuatrtilico entre 65% y 68%, y una media de
67% de formacién de apresorios, mientras que el morfotipo que menor porcentaje obtuvo
fue el UM 044 con una media de 0 (Figura 1-23).

Frente al porcentaje de apresorios germinados (%), el analisis de varianza (ANAVA) de
una via mostré diferencias estadisticamente significativas entre los 15 morfotipos
estudiados, obteniendo un nivel de significancia bilateral de 0,000148 (P< 0,05), a un 95%
de confianza. Al analizar los valores de las medias se obtiene que los morfotipos UM 039
y UM 045 son los que mayor rango de porcentaje obtuvieron con una media de 25% para
cada uno; sin embargo, el morfotipo UM 039 presenta un rango cuartilico mayor entre 24%
y 26%. Por otra parte, fueron varios los morfotipos que obtuvieron un porcentaje menor
con una media de 0 (UM 038, UM 041, UM 043, UM 044, UM 046 y UM 049). El morfotipo

UM 049 presento valores atipicos altos respecto de la media (Figura 1-24)
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Figura 1-24. Porcentaje de apresorios germinados de Colletotrichum spp. Las columnas
indican las comparaciones de las medias de los morfotipos segun el porcentaje (%) de
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apresorios germinados, mientras que las barras en las columnas indican la variabilidad de
las desviaciones estandar de las medias de acuerdo con la prueba Kruskal -Wallis a un
nivel de 95% de confianza.

En la prueba de Tukey se ha observado la existencia de dos subgrupos con valores
internos homogéneos entre sus cepas respecto del promedio de porcentaje de ancho de
las conidias. El subgrupo 1 (P=0,527), con un rango promedio de apresorios germinados
de 0 a 13,00%, esta integrado por 13 de los 15 morfotipos, excluyendo las cepas UM 039
y UM 045; el subgrupo 2 (P=0,109), con un rango promedio de apresorios germinados de
7,00% a 25,00%, estd integrado por ocho morfotipos: UM 035, UM 036, UM 039, UM 042,
UM 045, UM 047, UM 048 y UM 049. De modo que la diferencia estadisticamente
significativa del porcentaje de apresorios formados puede representarse por la existencia
de dos subgrupos de valores homogéneos. El morfotipo de menor promedio de porcentaje
de apresorios germinados es el UM 038 con un valor de 0%, mientras que el morfotipo de
mayor promedio de porcentaje de apresorios germinados es el UM 047 con un valor de
25,00%.

1.5 Discusion

La mayoria de las cepas presentaron textura algodonosa, lo cual fue similar a otros
estudios realizados en mango (Gafian et al., 2015; Valdés et al., 2017), donde ademas, se
describen colonias de tipo lanosa, harinosa o afelpada. En esta investigacion se
observaron pocas cepas con colonias granular (UM 040 y UM 041) o una mezcla entre
algodonoso y granular (UM045). Cepas del hongo obtenidas de palma aceitera en los
primeros dias presentan colonias de textura lisa y en su madurez se tornan algodonosas

(Dominguez et al., 2014), similar a lo encontrado en la presente investigacion.

La tasa de crecimiento micelial para los 15 morfotipos fueron similares, y oscilaron entre
valores que fueron similares a los registrados por Quintero et al., (2019) quienes
encontraron que en hojas y ramas de mango la tasa de crecimiento micelial es de entre
8,5 mm/dia 'y 9,1 mm/dia. En este rango se establecieron los valores de la media de seis
de los 15 morfotipos estudiados, y los que no se incluyen alli presentan, en su mayoria,

valores cercanos. En aislamientos del hongo obtenidos de fiame se registraron valores
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entre 5,0 y 12,1 mm/dia (Pérez et al., 2003), un rango de medida promedio en el que si

pueden ubicarse todos los morfotipos de este estudio a excepcion del UM 042.

La densidad del in6culo presentd diferencias significativas entre los 15 morfotipos
estudiados obteniendo concentracion de conidias que va desde las 1 x 10° conidias/ml (UM
043) hasta las 8,189 x 10’ conidias/ml (UM 044), datos contrastantes que indican que cada
morfotipo o cepa presenta diferencias en su capacidad esporulativa. En estudios como los
de Majumdar & Madal (2018) y Bersisa et al., (2018) también se encontraron resultados
contrastantes en cuanto a la densidad del indculo; en el primero se registraron datos entre
17,99 x 10° y 33,30 x 10° conidias/ml, y en el segundo, valores entre 7.5x10°y
1.44x108 conidias/ml. Por su parte, otros estudios han arrojado datos con menor rango de

variabilidad para esta medida (Yaling et al., 2015; Mota et al., 2016).

En el caso del tamafio de las conidias, donde se midié y analizé el largo y ancho de las
estructuras por separado, se encontré que el nivel de variabilidad no fue significativo
estadisticamente para la medida del largo, pero si lo fue para la medida del ancho. Los
valores de largo oscilaron entre 8,26 um y 13,08 um, mientras que el ancho varié entre
2,95y 5,06 um. Estos valores se diferencian relativamente a a los reportados en otras
investigaciones en mango con valores entre 11,03y 15,9 um de largo y entre 3y 7,11 um
de ancho (Paez et al., 2003; Pérez et al., 2003); pero en otras especies de frutales, donde
se registran valores de 8,39 y 8,83 um de largo, hay cierta similitud en los resultados o por
lo menos se ubican en un rango que abraca nuestro estudio (Granados & Guevara, 2010).
Por su parte, Damm et al., (2012a) indican en su investigacién un rango de tamafio mucho
mas amplio de las conidias considerando distintas especies del hongo; para algunas de
ellas, las medidas de largo varian entre 7 y 18 um y el ancho entre 3y 4,5 um, similares a
las reportadas en la presente investigacion. Otras investigaciones similares reportan
valores entre 13,5y 14,2 um de largo y entre 4 y 4,02 um de ancho (Rojo et al., 2017), o
valores promedios de 17,9 um y 5,2 um de largo y ancho, respectivamente (Harp et al.,
2008)

En cuanto a las variables biologicas, el porcentaje de conidias germinadas varié
significativamente entre morfotipos, con valores entre el 0 y 56%; esta tendencia de

variabilidad es similar a la que se ha encontrado en otras investigaciones, como la
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sefialada por Oliveira et al.,, (2005) al registrar valores entre el 40% y el 90% con
aislamientos obtenidos de olivos afectados por Colletotrichum. También se ha encontrado
un menor porcentaje de apresorios formados con respecto a las conidias germinadas

(Oliveira et al., 2005), tal cual como se evidencié en la presente investigacion.

1.6 Conclusiones

Durante la presente investigacion se encontrd que los aislamientos de Colletotrichum spp.,
presentan textura algodonosa, con anillos concéntricos irregulares, pero variables en su
coloracion, observando tonalidades que variaron entre blanco, bronce y amarillo

crepusculo.

Igualmente se pudo establecer que la eficiencia biol6gica de Colletotrichum spp., con base
en la concentracion de conidias o capacidad esporulativa, germinacion de las conidias, y

formacion de los apresorios, varia segun el aislamiento o morfotipo.

Entre las 15 cepas estudiadas se demostr6 que existen diferencias estadisticamente
significativas para las variables medidas que incluyen tanto la eficiencia como las
caracteristicas bioldgicas y morfotipicas. La excepcion en la que no hubo una diferencia

estadistica significativa fue en el valor promedio de largo de conidias.

De esta manera se cumple con la hipétesis planteada: existe variabilidad morfométrica y

de eficiencia bilégica en las 15 morfoespecies analizadas

1.7 Recomendaciones

Se debe hacer andlisis molecular y filogenético a partir de la secuenciacion de genes

diferenciales, que permita identificar si los morfotipos evaluados corresponden a diferentes
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taxones del hongo y obtener informacién que permita rastrear las relaciones evolutivas de

los diferentes morfotipos, de modo que pueda establecerse la razén de su variabilidad.
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Capitulo 2. Evaluacién de la capacidad
patogénica de aislamientos endofiticos y
quiescentes de Colletotrichum spp., sobre

diferentes 6rganos de mango cv. Azucar.

2.1 Resumen

Especies del género Colletotrichum pueden estar como enddfitas, y ademas presentar
guiescencia, constituyéndose en una fuente de inoculo oculta que ha sido poco estudiada,
principalmente en el trépico seco. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la
capacidad patogénica de 15 morfotipos de Colletotrichum spp., provenientes de mango
cv. Azlcar, 14 enddfitos-quiescentes obtenidos de estudios previos y uno mas aislado de
frutos sintoméaticos sobre hojas y ramas de mango cv. AzUcar en el departamento del
Magdalena. A partir de diferentes protocolos de obtencion y purificacion de aislamientos
se obtuvieron cultivos monosporicos, a partir de los cuales se realizaron inoculaciones
mediante atomizacién en hojas y ramas de arboles de mango cv. azlcar, utilizando 20 mL
de inéculo a una concentraciéon de 5x10° conidias/mL para cada morfotipo. Se realiz6
descripcion de sintomas y se evaluaron variables bioldgicas. Los resultados en hojas
mostraron que todos los morfotipos indujeron sintomas; sin embargo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas. En ramas, hubo morfotipos no patogénicos, y
los que si presentaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto al niamero,
tamafio y crecimiento diario de lesiones inducidas; en todos los casos el Periodo de
Incubacion (Pl), fue de 8 dias. Se concluyé que los aislamientos endofiticos de

Colletotrichum spp., son potencialmente infectivos sobre hojas y ramas; en hojas los



Capitulo 2 45

morfotipos tuvieron un comportamiento similar, mientras que el morfotipo UM 037 fue el
mas virulento en ramas, teniendo una mayor severidad dada por el nUmero, tamafio y tasa
de crecimiento de las lesiones. Estos resultados constituyen los primeros estudios de
patogenicidad de endéfitos de Colletotrichum spp., sobre hojas y ramas de mango cv.

AzUcar en el tropico seco.

Palabras clave: Colletotrichum spp., morfotipos, hojas, ramas, patogenicidad, Periodo de

incubacion (PI)., Mango cv. Azucar.

2.2 Introduccién

Especies del género Colletotrichum se caracterizan por presentar dos estados bioldégicos
gue le han permitido establecerse en sus hospedantes con total éxito, los cuales son el
endofitismo y la etapa de quiescencia. Los hongos enddfitos se han definido como
habitantes del interior de las células de la planta hospedante sin causar dafios aparentes
(Wilson, 1995; Rodriguez et al, 2009; Hardoim et al., 2015; De Silva et al., 2017), sin
embargo, se han encontrado aislamientos endofiticos de Colletotrichum spp., en mango
gue han mostrado capacidad para producir infecciones o dafios (Vieira et al., 2014;
Quintero et al., 2019). La quiescencia se define como el periodo de tiempo extendido en
el ciclo de vida en el que el patégeno permanece latente dentro del huésped antes de
pasar a una fase activa en la que el hongo crece y aparecen los sintomas siendo comun
en patégenos que producen enfermedades en la postcosecha de frutas y verduras, en el

almacenamiento y transportes de los mismos (Prusky et al., 2013; De Silva et al., 2017).

Se han realizado diferentes estudios para determinar la patogenicidad de Colletotrichum
spp., como los realizados por Valdés et al., (2017) quienes evaluaron la capacidad
infecciosa de 22 aislamientos obtenidos de muestras vegetales con sintomas de
Antracnosis y realizaron inoculaciones en hojas de plantas de mango de las variedades
Haden, Filipino, Sefiora y Keitt, encontrando que las variedades estudiadas son
susceptibles al hongo. Li et al., (2019) evaluaron la patogenicidad de 200 aislamientos
obtenidos de plantas de las principales zonas productoras de mango al sur de China,

identificando un total de 13 especies diferentes de Colletotrichum, a las cuales se les
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realizaron pruebas de patogenicidad en hojas y frutos de mango cv. Tainong, los cuales
se hirieron artificialmente, obteniendo infecciones en los érganos inoculados. Leharwan et
al., (2018) realizaron pruebas de patogenicidad de aislamientos obtenidos de hojas y
frutos de mango de la variedad susceptible Dashehari en la CCS Haryana Agricultural
University, ubicado en la India, y realizaron inoculaciones sobre hojas y frutos, obteniendo
infecciones idénticas a las observadas en campo. Tovar et al., (2019) hicieron muestreos
en 59 huertos comerciales de los principales estados productores de mango en México y
obtuvieron 118 aislamientos de Colletotrichum spp., de hojas, ramas y frutos que
presentaban sintomas tipicos de Antracnosis, realizaron pruebas de patogenicidad sobre
frutos de mango variedad Manila, y obtuvieron como resultado que los aislamientos
indujeron infecciones sobre la fruta. Mo et al., (2018) en sus estudios de identificacion y
caracterizaciéon de Colletotrichum spp., asociadas a mango recolectaron hojas con
sintomas de Antracnhosis de 25 huertos en diferentes areas de la provincia de Guangxi,
China, de los cuales obtuvieron 75 aislamientos y realizaron pruebas de patogenicidad in
vitro sobre hojas y frutos de mango variedad Tainong, mostrando que todos los
aislamientos fueron patogénicos sobre los 6rganos inoculados. Vieira et al., (2014) en su
trabajo sobre especies endofiticas asociadas con Antrachosis en mango en cinco lugares
del estado de Pernambucano (noreste de Brasil) realizaron muestreos de hojas jévenes y
maduras, tallos e inflorescencias y encontraron como enddfitos seis especies reconocidas
de Colletotrichum y una nueva especie propuesta; las pruebas de patogenicidad en frutos
de mango cv. Tommy Atkins mostraron que todas las especies indujeron lesiones en los
frutos, pero se diferenciaban en su virulencia. Abera et al., (2016) realizaron un estudio en
el suroeste de Etiopia en el que recolectaron muestras de paniculas, hojas y frutos de
mango infectados por Colletotrichum spp., de los cuales se obtuvieron ocho aislamientos
los cuales fueron inoculados en frutos desprendidos y hojas de mango variedad Kent en
condiciones de laboratorio, dando como resultado que todos los aislamiento evaluados
causaron las lesiones tipicas de la enfermedad, sin embargo algunos aislamientos
provocaron lesiones mas extensas que otras. Rivera et al., (2006) realizaron un extenso
estudio sobre Antracnosis en siete lugares de occidente, centro y oriente de Florida,
EE.UU. y cinco lugares del occidente y sur de Puerto Rico, en el que realizaron
aislamientos de tejidos de mango sintomaticos y se obtuvieron 110 aislamientos de

Colletotrichum, los cuales fueron inoculados en hojas desprendidas de mango variedad
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Keitt en condiciones in vitro, cuyo resultado mostré que el 100% de los aislados eran
patogénicos en las hojas de mango. Wu et al., (2020) recolectaron frutos, tallos y pedicelos
de plantas de mango sanas y enfermas en 33 areas diferentes en Taiwan, en donde
encontraron cinco especies de Colletotrichum (C. asianum, C. fructicola, C. siamense, C.
tropicale, y C. scovillei); al inocular hojas y frutos desprendidos del cv. Irwin mediante
heridas con agujas estériles, se verificé la patogenicidad de las cinco especies, a
excepcion de C. tropicale que no indujo sintomas en hojas. Quintero et al., (2019) en su
trabajo sobre aislamientos endofiticos de Colletotrichum spp., en mango cv. Azlcar,
realizaron muestreos de hojas y ramas asintomaticas y obtuvieron nueve aislamientos
endofiticos, los cuales fueron inoculados en frutos desprendidos del cv. y se encontré que
todos indujeron lesiones, pero presentaron una virulencia variada, y el aislamiento méas
virulento fue identificado como C. tropicale, siendo el primer reporte de dicha especie en
Colombia. Paez (2020) en sus estudios sobre biologiay manejo de estados quiescentes
de Colletotrichum spp., en mango cv. Azlcar obtuvo aislamientos endofiticos-quiescentes
de flores y frutos, los cuales se seleccionaron ocho morfotipos por patogenicidad
constante y fueron inoculados en frutos de mango cv. Azlcar y se encontré que indujeron
lesiones, con virulencia variada, identificadas como C. gloeosporioides, C. asianum, C.

karstii y C. tropicale.

Por otro lado, entre los sintomas mas comunes inducidos por este patdégeno se observan
manchas hundidas de colores oscuros en todas las partes de las plantas: hojas, tallos,
flores o frutos. De manera que la principal consecuencia es la muerte de los tejidos
(Velazquez et al., 2018). En otras circunstancias puede ocasionar la caida prematura de
hojas joévenes; en jardines clonales o en plantaciones en viveros puede reducir el
crecimiento de las plantas; y en arboles adultos se presenta una sucesiva debilidad en las
plantas que puede conducir a la muerte. En estos ultimos se ha detectado, en los casos
en que no se presenta la muerte, destruccion sistematica de hojas nuevas causadas por
la re-infeccién durante periodos de mayor humedad. Se disminuye considerablemente la

densidad foliar ocasionando la muerte descendente de las plantas (Castro et al., 2020).

En concordancia con lo anteriormente expuesto y teniendo en cuenta que son escasos
los estudios sobre la patogenicidad de Colletotrichum spp., en el trépico seco se plantea

la siguiente hipotesis de investigacion: los aislamientos endofiticos-quiescentes de
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Colletotrichum spp., inducen lesiones en hojas y ramas de mango cv. Azlcar. Es
importante entender cdmo es la capacidad infectiva de éste patégeno debido a que existen
aislamientos que no expresan sintomas o dafio alguno (endofiticos — quiescentes) y
pueden volverse patogénicos en periodos que no coinciden con la madurez fisiol6gica del

fruto o con eventos climaticos que propicien el desarrollo de la enfermedad.

El presente capitulo tiene como objetivo evaluar la capacidad patogénica de aislamientos
endofiticos-quiescentes del hongo sobre hojas y ramas del &rbol mediante la inoculacion
de morfotipos de Colletotrichum spp., previamente caracterizados. Esta investigacion
permitira aportar conocimientos valiosos para entender cémo es el proceso infectivo del
hongo en condiciones propias del cultivo de mango en el departamento del Magdalena, y
asi replantear las estrategias de manejo de la Antracnosis en mango cv. Azlcar en el

departamento.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Preparacion del in6culo

Los in6culos de los 15 morfotipos se obtuvieron a partir de cultivos monospéricos de 10
dias de crecimiento para garantizar una mayor esporulacién. En una cdmara de flujo
laminar marca Streamline® y bajo condiciones de asepsia se vertieron 20 mL de agua
destilada estéril a un plato con crecimiento micelial de cada una de las cepas
seleccionadas y con la ayuda de un rastrillo plastico se removié el crecimiento micelial con
el fin de que la solucién quedara totalmente homogénea; posterior a esto, con la ayuda de
gasa clinica estéril se filtraron las soluciones de los aislamientos, y se depositaron en
tubos de ensayo de 20 mL. Los tubos preparados se centrifugaron durante 5 minutos a
3000 rpm. Luego del proceso de centrifugacion se eliminé el sobrenadante y en el fondo
de los tubos quedé la concentracion de conidias, a las cuales se les afiadié huevamente
20 mL de agua destilada estéril y a partir de ésta solucién de conidias se hizo el ajuste de

concentracion de todos los indculos a 5x10° conidias/mL de acuerdo a la metodologia de
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Quintero et al., (2019) y Paez (2020); el ajuste se realiz6 con la ayuda de la camara de
Neubauer en el que se hizo el conteo de conidias con la ayuda de en un microscopio Leica
ICC50. Una vez obtenidas las respectivas concentraciones, las soluciones madres se

vertieron en un atomizador estéril de 20 mL para realizar las inoculaciones en plantas.

2.3.2 Inoculaciones de Colletotrichum spp., en hojas y ramas de
mango cv. Azucar

Para las inoculaciones se utilizaron 10 plantas de mango cv. Azucar de 24 meses de edad
mas un arbol control, obtenidos de un vivero certificado ante el ICA. Los arboles tenian 1
metro de altura y en estado fenol6gico vegetativo, con un buen crecimiento foliar y
desarrollo de ramas, y se realizando labores de riego con agua potable marca Cristal® y
limpieza de malezas en el sitio de ubicacién. Se seleccionaron 10 plantas para inocularlas
y una mas fue usada como control (testigo negativo); las inoculaciones se realizaron bajo
casa malla ubicada en el Centro de Desarrollo Agricola y Forestal de la Universidad del
Magdalena en condiciones propias de bosque seco tropical, con atomizadores de 20 mL
gue contenian las soluciones de conidias a una concentracion de 5 x 10° conidias/ mL
para todos los morfotipos a inocular; se realizaron atomizaciones al haz y envés de las
hojas y ramas seleccionadas, manteniendo agitado el recipiente para mantener las
conidias dispersas, de tal manera que la suspension quedara en forma de rocio cubriendo
hojas y ramas (Figura 2-1). La planta control (testigo negativo) fue inoculada con 20 mL
de agua destilada estéril (ADE) con la ayuda de un atomizador y estuvo bajo las mismas

condiciones que las plantas inoculadas con la suspensién de conidias.
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Figura 2-1. Inoculaciones sobre hojas y ramas de aislamientos de Colletotrichum spp.,
con atomizador. Imagen: Mercado, 2019.

Posteriormente, las ramas con sus hojas fueron cubiertas con bolsas plasticas
transparentes estériles, que se sellaron al amarrar su apertura con cuerdas ajustadas a
las ramas como se observa en la Figura 2-2, creando condiciones similares a una camara
himeda al colocar motas de algodon humedecidas al interior de estas. Las bolsas se
rotularon con los nhombres de los morfotipos y se mantuvieron selladas durante 16 dias,
realizandose seguimiento diario de las plantas inoculadas con el fin de verificar la aparicion
de los sintomas y que las motas de algodén se mantuviesen hiumedas. La temperatura
promedio en la casa malla fue de 34 °C, mientras que la humedad relativa promedio fue
del 43 %, dichos valores promedio se obtuvieron mediante lecturas diarias, tres veces al

dia, con la ayuda de un Termohigrémetro marca Extech.
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Figura 2-2. Hojas y ramas cubiertas con bolsas plasticas y selladas con cuerdas, después
de ser inoculadas con aislamientos de Colletotrichum spp. Imagen: Mercado, 2019.

2.3.3 Variables evaluadas y seguimiento

Posterior a las inoculaciones en hojas y ramas, mediante observacion diaria durante 16
dias, se hizo descripcion de los sintomas con base en lo descrito en la literatura sobre
sintomas producidos por Colletotrichum spp., en mango. Se registraron variables
bioldgicas como numero de lesiones, tamafio de las lesiones (mm) y tasa de crecimiento
diaria de las lesiones inducidas (mm/dia) tanto en hojas como en ramas; en el caso de
hojas, en cada arbol se seleccionaron tres hojas y a cada una se le hizo el seguimiento
de las variables biolégicas y en el caso de ramas, se seleccion6 una rama en cada arbol
gue contenia las hojas inoculadas, de aproximadamente 15 cm y se dividié en tres
secciones y en cada una de las secciones se hizo seguimiento de las variables

anteriormente mencionadas para cada morfotipo inoculado. En cuanto al nUmero de
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lesiones, se cuantificaron la cantidad de estas en las tres hojas seleccionadas y en
ramas se cuantifico6 en cada seccién, 16 dias después de las inoculaciones. Para el
tamafio de las lesiones inducidas, en cada una de las tres hojas se seleccionaron tres de
estas y se midieron en dos direcciones perpendiculares con la ayuda de un pie de rey y
con ello se obtuvo el tamafio en milimetros (mm); las mediciones se hicieron desde el dia
8 hasta el dia 16, cada dos dias. Para el caso de la tasa de crecimiento diaria, de cada
lesion seleccionada por en hojas y ramas se calculé dicha variable mediante la siguiente
férmula matematica: (TLUD-TLPD)/TD, donde: TLUD (tamafio de lesiones del ultimo dia
gue se valuaron hojas y ramas), TLPD (tamafio de lesiones del primer dia que aparecieron
los sintomas) y TD (total de dias que se hizo el seguimiento de las mediciones en hojas y
ramas, desde el primer dia que emergieron las lesiones hasta el dltimo dia de evaluacion).
A partir del registro y seguimiento de las lesiones, se obtuvo el periodo de incubacién (PI)

y periodo de latencia (PL).

2.3.4 Analisis estadistico

La patogenicidad de las cepas o morfotipos endofiticos-quiescentes de Colletotrichum
spp., en hojas y ramas se evalu6é mediante un disefio de efectos fijos con tres repeticiones
y 11 arboles como unidad experimental, en los cuales se usaron 20 mL de inoculo a una
concentracion de 5 x 10° conidias/mL por cada morfotipo. El control correspondié a un
arbol inoculado con 20 mL de ADE. De cada &rbol se seleccionaron tres hojas y una rama
para inocular cada morfotipo; en cada hoja se seleccionaron tres lesiones y se evaluo el
numero, tamafio y tasa de crecimiento diaria de lesiones inducidas. En ramas, se dividié
cada rama en tres secciones y en cada seccion se evaluaron el nimero, tamafio y tasa
de crecimiento diaria de las lesiones para cada morfotipo. Debido al no cumplimiento de
los supuestos de normalidad, homogeneidad de la varianza e independencia de errores
en los datos analizados en hojas, se hizo un analisis estadistico no paramétrico (Kruskal-
Wallis) con un nivel del 95% de confianza; en ramas el experimento se analizé6 mediante
ANAVA de una via, y se realiz6 comparacion de medias mediante el procedimiento de
diferencia honestamente significativa de Tukey a un nivel de confianza del 95%. Se uso
el programa estadistico Statgraphics Centurion XVI-Version 16.1.18 (32-bits) 2012.
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2.4 Resultados

2.4.1 Descripcion de sintomas de Colletotrichum spp., en hojas
inoculadas

En las 10 plantas inoculadas con las soluciones de conidias se encontrdé que todos los
morfotipos (100%) causaron infecciones en las hojas inoculadas (Tabla 2-1), lo cual se
evidencio por los sintomas inducidos, a diferencia de las hojas del control negativo que no
presentaron ningun tipo de lesion. Se presentaron los sintomas caracteristicos de
Antracnosis en hojas adultas (Figura 2-3). Inicialmente se visibilizaron pequefios puntos
de color negro a marrén, de forma circular, los cuales fueron visibles por el haz y envés
de la lamina foliar, siendo més notorios en los bordes de las hojas (Figuras 2-3 y 2-4);
también se observd estos sintomas en algunas nervaduras. A medida que fueron
creciendo las lesiones correspondieron a manchas foliares de diferentes formas, desde
ovoides y redondas con bordes definidos y delimitado por halo clorético (Figura 2-5), hasta
lesiones alargadas o elipticas (Figura 2-6) que en ocasiones eran deprimidas en la
superficie de la hoja, similar a un tipo de Antracnosis foliar, que podria afectar las
nervaduras (Figura 2-7). Una etapa mas avanzada, correspondid a lesiones que
presentaron centro cenizo debido a la necrosis completa del tejido afectado, delimitado
por bordes color negro a marrén y halo clorético, en el que se marcaba notoriamente las
zonas de avance del dafio ocasionado por el hongo (Figuras 2-8 y 2-9), Finalmente, las
lesiones coalescieron y formaron areas mas grandes y de aspecto irregular similar a un
afiublo foliar (Figura 2-10). En las hojas que emergieron después de la inoculacion, se
observé deformacion de las mismas, debido al encrespamiento de los bordes y
enrollamiento hacia el haz, acompafiado de necrosis de bordes y areas irregulares desde

la nervadura central hasta los bordes de las hojas (Figura 2-11).
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Tabla 2-1. Descripcion de sintomas inducidos por morfotipos de Colletotrichum spp., en
hojas de mango cv. Azlcar.

Etapa inicial /Avanzada

Morfotipos Bordes de Eprma}de_ Color (centro de la
Nervaduras . lesién (lamina L .
lesiones . lesion)
foliar)
UM 035 L.esiones quor negro, Ovoide Gris 0 cenizo
circulares irregular
UM 036 L_eS|ones Halo clordtico, Ovoide Negro
circulares regular
Color negro,
UM 037 - regular Alargada Negro
UM 038 - quor negro, Ovoide Marrén claro
irregular
UM 039 Lesiones quor negro, Alargada Marrén claro
alargadas irregular
UM 040 - Color negro, Circular Gris 0 cenizo
regular
UM 041 L_esmnes Colgr negro a Circular Marrén oscuro
circulares marron, irregular
UM 042 L_esmnes Colgr negro a Irregular Marrén claro
circulares marrén, irregular
Color negro, .
UM 043 - regular Ovoide Negro
UM 044 Lesiones Halo clortico, Alargada Marrén claro
alargadas regular
UM 045 - Halo cloratico, Ovoide Marrén claro
regular
UM 046 L_esmnes Color negro, Alargada Negro
circulares regular
Lesiones Halo cloritico-color . : .
UM 047 alargadas negro, irregular Ovoide Gris o0 cenizo
UM 048 - Color negro, Alargada Marrén claro
regular
Halo clorético, .
UM 049 - regular Alargada Marrén claro
CONTROL - - - -

“« n

Nota: El simbolo “-” indica que no se presentaron lesiones.
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En cuanto al periodo de incubacién (Pl), éste se dio a los 8 dias en todos los tratamientos,
a excepcion de la planta testigo o control inoculado con agua destilada estéril, en la que
no se encontraron sintomas de la enfermedad (Figura 2-12).

No se evidencié formacion de acérvulos u otros signos sobre las lesiones, por lo cual no

fue posible definir el periodo de latencia (PL) en esta investigacion.

Figura 2-3. Lesiones en hojas maduras inducidas por el morfotipo UM 035 de
Colletotrichum spp. Imagen: Mercado, 2019.
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Figura 2-5. Lesiones con forma ovoide y halo clorético, inducidas por el morfotipo UM 036
de Colletotrichum spp. Imagen: Mercado, 2019.
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Figura 2-6. Lesiones alargadas o elipticas inducidas por el morfotipo UM 048 de
Colletotrichum spp. Imagen: Mercado, 2019.

Figura 2-7. Lesiones alargadas tipo Antracnosis foliar, en ocasiones afectando las
nervaduras, inducidas por el morfotipo UM 039 de Colletotrichum spp. Imagen: Mercado,
20109.
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Figura 2-8. Lesiones con centro cenizo y bordes oscuros, inducidas por el morfotipo UM
040 de Colletotrichum spp. Imagen: Mercado, 2019.

‘A - ." _ ? a
Figura 2-9. Lesiones con centro cenizo, bordes oscuros y halo, inducidas por el morfotipo

UM 047 de Colletotrichum spp. Imagen: Mercado, 2019.
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Figura 2-10. Lesiones coalescentes formando area irregular similar a un afiublo, inducido
por el morfotipo UM 042 de Colletotrichum spp. Imagen: Mercado, 2019.

Figura 2-11. Deformaciones y necrosis en hojas jévenes, inducidas por el morfotipo UM
049 de Colletotrichum spp. Imagen: Mercado, 2019.
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Figura 2-12. Planta control, inoculada con agua destilada estéril, sin sintomas de
Colletotrichum spp. Imagen: Mercado, 2019.

2.4.2 Descripcion de sintomas de Colletotrichum spp., en ramas
inoculadas

En las inoculaciones en ramas se encontr6 que solo 10 morfotipos inoculados (67%)

indujeron lesiones en las ramas de plantas inoculadas; las cepas UM 038, UM 042, UM

044, UM 046 y UM 049 no indujeron sintomas en ramas, al igual que la planta inoculada

con solo agua destilada estéril (Control negativo).

Se presentaron dos tipos de sintomas en las ramas (Tabla 2-2). El primero correspondi6
a lesiones corchosas o suberosas, similar a rofias, de color marrén a negro, alargadas y
de tamafios variables, con halos cloréticos de forma irregular (Figura 2-13). El segundo

tipo de sintoma se caracteriz6 por presentar chancros, tipo de lesién necrética, de color
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negro a marrén oscuro, de forma circular a alargada con un halo clorético difuso (Figura

2-14).

El periodo de incubacion (Pl) de los sintomas en ramas fue de 8 dias al igual que en las

hojas. Igual como en hojas, no se evidenciaron signos del hongo, no determinandose el

periodo de latencia (PL).

Tabla 2-2. Descripcion de sintomas inducidos por morfotipos de Colletotrichum spp., en
ramas de mango cv. Azlcar.

Etapa inicial /Avanzada

Morfotipos Apariencia Bordes de Forma de lesion Color (centro de
P lesiones la lesion)
UM 035 Corchosa o rofia Cplor marron, Alargadas Marrén oscuro
irregulares
UM 036 Manchas necréticas I_-|a|o C!OI‘OtICO Circulares Negro
difuso, irregular
UM 037 Corchosa o rofia Cplor marron, Alargadas Marrén oscuro
irregulares
UM 038 - - - -
UM 039 Manchas necréticas I_-|a|o c_Iorotlco Circulares Negro
difuso, irregular
UM 040 Corchosa o rofia C_olor marron, Alargadas Marrén oscuro
irregulares
~ Color marrén, .
UM 041 Corchosa o rofia irregulares Alargadas Marrén oscuro
UM 042 - - - -
UM 043 Manchas necréticas I_-|a|o c_Iorotlco Circulares Negro
difuso, irregular
UM 044 - - - -
UM 045 Chancro Negro, irregular Alargadas Negro
UM 046 - - - -
UM 047 Chancro Negro, irregular Circular Negro
UM 048 Manchas necréticas I_-|a|o c_Iorotlco Circulares Negro
difuso, irregular
UM 049 - - - -
CONTROL - - - -

Nota: El simbolo “-” indica que no se presentaron lesiones.
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Figura 2-13. Roflas o costras en ramas, inducidas por el morfotipo UM 037 de
Colletotrichum spp. Imagen: Mercado, 2019.

-

Figura 2-14. Chancro inducido por el morfotipo UM 045 de Colletotrichum spp. Imagen:
Mercado, 2019.
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2.4.3 Registro de las mediciones de variables evaluadas

Para el caso de numero de lesiones en hojas y ramas se encontré que en hojas el
morfotipo UM 049 registré el mayor promedio (22 lesiones por hoja) , cuyos rangos
oscilaron entre 3 a 45 lesiones por hoja , mientras que el morfotipo UM 038 registro el
menor promedio (2 lesiones), cuya cantidad oscilé entre 1 a 4 lesiones . En el caso de
ramas, El morfotipo UM 037 registrd el mayor promedio ( 5,33 lesiones por rama) con
valores que oscilaron entre 3 a 9 lesiones, mientras que los morfotipos UM 038, UM 042,

UM 044, UM 046 y UM 049 no presentaron lesiones, al igual que el control (Tabla 2-3).

Tabla 2-3. Promedios de numero de lesiones inducidas por morfotipo de Colletotrichum
spp. en hojas y ramas de mango cv. Az(car.

Numero de lesiones Numero de lesiones inducidas en
Morfotipo inducidas en hojas ramas
UM 035 5,33 1,33
(3-10) @a-2)
UM 036 3,66 1
(1-6) a-1)
UM 037 4 5,33
(2-6) (3-9)
UM 038 2 0
@a-4) 0
UM 039 5,33 1,33
(1-13) a-2)
UM 040 8,33 1,33
(1-15) @a-2)
UM 041 13,66 2,66
(3-32) d-5)
UM 042 9,33 0

(7-12) 0
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Tabla 2-3: (Continuacion)

Numero de lesiones Numero de lesiones

Morfotipo inducidas en hojas inducidas en ramas
UM 043 8 2,66
(3-17) (1-5)
UM 044 9,33 0
(3-20) 0
UM 045 6,66 2
(4-9) (1-4)
UM 046 12,33 0
(11-13) 0
UM 047 3 1,33
(1-6) 1-2)
UM 048 6,66 2,66
(5-10) 1-4)
UM 049 22 0
(3-45) 0
CONTROL 0 0
0 0

Para el caso de tamafio de lesiones en hojas y ramas se encontré6 que en hojas el
morfotipo UM 048 registrd el mayor promedio (6,99 mm), cuyos tamafios oscilaron entre
3 a1ll, 83 mm, mientras que el morfotipo UM 043 registré el menor promedio (2,33 mm),
dichos tamafios oscilaron entre 2 a 3 mm. En el caso de ramas, El morfotipo UM 037
registro el mayor promedio (10 mm) con tamafios que oscilaron entre 3 a 15 mm, mientras
gue los morfotipos UM 038, UM 042, UM 044, UM 046 y UM 049 no presentaron lesiones,

al igual que el control (Tabla 2-4).
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Tabla 2-4. Promedios de tamafio de lesiones inducidas por morfotipo de Colletotrichum
spp., en hojas y ramas de mango cv. AzUcar

Tamafo de lesiones Tamafo de lesiones inducidas
Morfotipo inducidas en hojas (mm) en ramas (mm)
UM 035 5 3,33
(2,25 - 8,25) (3-4)
UM 036 4,1 1,66
(3,66 - 4,33) (1,5-2)
UM 037 2,5 10
(2,25-3) (3 -15)
UM 038 5,83 0
(2,25-12) 0
UM 039 4,45 4,55
(3,35 - 6,66) (1,15-7)
UM 040 3,95 2,26
(3-3,83) (1,2 -3,5)
UM 041 3,38 2,86
(1,83 -5,5) (1,05 -5,5)
UM 042 5,08 0
(2-11) 0
UM 043 2,33 2,23
(2-3) (1,55-3,1)
UM 044 4,38 0
(3,83-4,83) 0
UM 045 4,1 2,55
(3,3-4,86) (1,05 -5,5)
UM 046 6,83 0
(4,33 -9,16) 0
UM 047 6,05 3
4,5-7,5) (2-3,5)
UM 048 6,99 2,83

(3-11,83) (2 - 3,5)
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Tabla 2-4. (Continuacién):

Tamafio de lesiones

Tamafio de lesiones inducidas

Morfotipo inducidas en hojas (mm) en ramas (mm)
UM 049 6.5 0
(3-11) 0
CONTROL 0 0
0 0

En la tasa de crecimiento diaria de lesiones en hojas y ramas se encontré que en hojas el

morfotipo UM 048 registré el mayor promedio (0,40 mm/dia), cuya tasa oscilé entre 0,08

a 0,95 mm/dia, mientras que el morfotipo UM 043 registré6 el menor promedio (0,06

mm/dia) con valores que oscilaron entre 0,02 a 0,09 mm/dia. En el caso de ramas, El

morfotipo UM 037 registré el mayor promedio (0,45 mm/dia) , con valores que oscilaron
entre 0,18 a 0,75 mm/dia, mientras que los morfotipos UM 038, UM 042, UM 044, UM 046

y UM 049 no presentaron lesiones, al igual que el control (Tabla 2-5).

Tabla 2-5. Promedios de tasa de crecimiento diaria de lesiones inducidas por morfotipo
de Colletotrichum spp., en hojas y ramas de mango cv. Azlcar.

Tasa de crecimiento de

Tasa de crecimiento de

Morfotipo lesiones en hojas (mm/dia) lesiones en ramas (mm/dia)

UM 035 0,16 0,14
(0,15-0,16) (0,06 - 0,25)

UM 036 0,34 0,08
(0,33-0,35) (0,06 - 0,09)

UM 037 0,18 0,45
(0,12 - 0,25) (0,18 - 0,75)

UM 038 0,2 0
(0,09 -0,28) 0

UM 039 0,12 0,25
(0,10-0,16) (0,01 - 0,56)

UM 040 0,11 0,05
(0,08 -0,14) (0,01 -0,012)
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Tabla 2-5. (Continuacion):

Tasa de crecimiento de

Tasa de crecimiento de

Morfotipo lesiones en hojas (mm/dia) lesiones en ramas (mm/dia)
UM 041 0,08 0,15
(0,06 - 0,10) (0,006 - 0,43)
UM 042 0,13 0
(0,02 - 0,29) 0
UM 043 0,06 0,008
(0,02 - 0,09) (0,006 - 0,01)
UM 044 0,21 0
(0,14 - 0,28) 0
UM 045 0,14 0,19
(0,02 - 0,22) (0,006 - 0,56)
UM 046 0,12 0
(0,10-0,12) 0
UM 047 0,29 0,2
(0,18 - 0,48) (0,12 - 0,25)
UM 048 0,4 0,14
(0,08 - 0,95) (0,06 - 0,18)
UM 049 0,36 0
(0,12 - 0,59) 0
CONTROL 0 0
0 0

2.4.4 Patogenicidad de morfotipos de Colletotrichum spp., en
hojas de mango cv. Azucar

Los datos correspondientes al control fueron excluidos del analisis en hojas debido a que

fueron valores cero, ya que no se encontré ningun efecto y para evitar alteraciones se

omitieron. En cuanto al nimero de lesiones inducidas en hojas, la prueba de Kruskal-

Wallis mostré que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre las medianas

de los morfotipos inoculados (p= 0,3322) a un nivel del 95% de confianza. No obstante, al
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analizar los valores de las medianas, se evidencié que el morfotipo que tuvo un mayor
rango promedio en cuanto al nimero de lesiones inducidas en hojas fue UM 046, con una
mediana de 37 lesiones/hoja, mientras que el morfotipo UM 038 presentd el menor rango

promedio, con una mediana de 8,33 lesiones/hoja (Figura 2-15)
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Figura 2-15. Numero de lesiones inducidas por morfotipo de Colletotrichum spp., en hojas
de mango cv. Azlcar, 16 dias después de la inoculaciéon. Las columnas indican las
comparaciones de las medianas de los morfotipos de acuerdo al nimero de lesiones
mientras que las barras en las columnas indican la variabilidad de las desviaciones
estandar de las medianas de acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis, a un nivel del 95%
de confianza.

En cuanto al tamafio de lesiones inducidas en hojas, la prueba de Kruskal-Wallis mostro
gue no hubo diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los morfotipos
inoculados (p= 0,2326) a un nivel del 95% de confianza. No obstante, al analizar los

valores de las medianas, se evidencié que el morfotipo que tuvo un mayor rango promedio
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en cuanto al tamafio de lesiones fue UM 046, con una mediana de 35 lesiones/hoja,
mientras que el morfotipo UM 043 present6 el menor rango promedio, con una mediana
de 6,33 lesiones/hoja (Figura 2-16).
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Figura 2-16. Tamafio de lesiones inducidas por morfotipo de Colletotrichum spp., en
hojas de mango cv. Azucar, 16 dias después de la inoculacion. Las columnas indican las
comparaciones de las medianas de los morfotipos de acuerdo al tamafio de lesiones
mientras que las barras en las columnas indican la variabilidad de las desviaciones
estandar de las medianas de acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis, a un nivel del 95%
de confianza.

En cuanto a la tasa de crecimiento diaria de lesiones inducidas en hojas, la prueba de
Kruskal-Wallis mostré que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre las
medianas de los morfotipos inoculados (p= 0,0555) a un nivel del 95% de confianza. No
obstante, al analizar los valores de las medianas, se evidencié que el morfotipo que tuvo
un mayor rango promedio en cuanto a la tasa de crecimiento diaria fue UM 036, con una
mediana de 40 mm/dia, mientras que el morfotipo UM 043 presenté el menor rango

promedio, con una mediana de 6,33 mm/dia (Figura 2-17).
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Figura 2-17. Tasa de crecimiento diaria de lesiones inducidas por morfotipo de
Colletotrichum spp., en hojas de mango cv. Azlcar, 16 dias después de la inoculacion.
Las columnas indican las comparaciones de las medianas de los morfotipos de acuerdo a
la tasa de crecimiento de las lesiones mientras que las barras en las columnas indican la
variabilidad de las desviaciones estandar de las medianas de acuerdo a la prueba de
Kruskal-Wallis, a un nivel del 95% de confianza.

2.4.5 Patogenicidad de morfotipos de Colletotrichum spp., en
ramas de mango cv. AzUcar

Los datos correspondientes al control fueron excluidos del analisis en ramas debido a que
fueron valores cero, ya que no se encontrd ningun efecto y para evitar alteraciones fueron
omitidos. En cuanto al nimero de lesiones inducidas en ramas, el andlisis de varianza
(ANAVA) de una via mostr6 diferencias altamente significativas entre los morfotipos (p=
0,001) a un nivel del 95% de confianza. El morfotipo que indujo un mayor nimero de
lesiones en ramas fue UM 037, con un promedio de 5,33 lesiones por rama. La prueba de
comparacion de promedios segun Tukey (p<0,05) ratificé que el morfotipo UM 037 fue el
mas virulento, siendo estadisticamente diferente demas morfotipos, a excepcion de UM
041, UM 043, UM 045 y UM048, los cuales no difirieron respecto a UM 037 (Figura 2-18).
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Figura 2-18. Numero de lesiones inducidas por morfotipo de Colletotrichum spp., en
ramas de mango cv. Azlcar, 16 dias después de la inoculacién. Las columnas indican las
comparaciones de las medias de los morfotipos de acuerdo al nimero de lesiones,
mientras que las barras en las columnas indican la variabilidad de las desviaciones
estandar de las medias. Las columnas con letras iguales no presentan diferencias
estadisticamente significativas segun la prueba HSD de Tukey (p<0,05).

En cuanto al tamafio de lesiones inducidas en ramas, el analisis de varianza (ANAVA) de
una via mostr6 diferencias altamente significativas entre los morfotipos (p= 0,0002) a un
nivel del 95% de confianza. EI morfotipo que indujo un mayor tamafio de lesiones en ramas
fue UM 037, con un tamafio promedio de 10 mm por rama. La prueba de comparacién de
promedios segun Tukey (p<0,05) ratificé que el morfotipo UM 037 indujo el mayor tamafio
de lesiones, siendo estadisticamente diferente a los demas morfotipos, a excepcion de
UM 035, UM 049, UM 041, UM 047 y UM 048, con los cuales no difirié a nivel estadistico
(Figura 2-19).
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Figura 2-19. Tamafio de lesiones inducidas por morfotipo de Colletotrichum spp., en
ramas de mango cv. Azlcar, 16 dias después de la inoculacién Las columnas indican las
comparaciones de las medias de los morfotipos de acuerdo al tamafio de lesiones,
mientras que las barras en las columnas indican la variabilidad de las desviaciones
estandar de las medias. Las columnas con letras iguales no presentan diferencias
estadisticamente significativas segun la prueba HSD de Tukey (p<0,05).

En cuanto a la tasa de crecimiento diario de lesiones inducidas en ramas, el analisis de
varianza (ANAVA) de una via mostré diferencias estadisticamente significativas entre los
morfotipos (p=0,0327) a un nivel del 95% de confianza. El morfotipo que tuvo una mayor
tasa de crecimiento diaria de lesiones en ramas fue UM 037, con un promedio de 0,45
mm/dia. La prueba de comparacién de promedios segun Tukey (p<0,05) ratificé que el
morfotipo UM 037 tuvo el mayor crecimiento diario de lesiones, siendo estadisticamente

diferente a los morfotipos que no indujeron lesiones (Figura 2-20).
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Figura 2-20. Tasa de crecimiento diaria de lesiones inducidas por morfotipo de
Colletotrichum spp., en ramas de mango cv. Azlcar, 16 dias después de la inoculacion
Las columnas indican las comparaciones de las medias de los morfotipos de acuerdo a la
tasa de crecimiento diaria de las lesiones, mientras que las barras en las columnas indican
la variabilidad de las desviaciones estandar de las medias. Las columnas con letras
iguales no presentan diferencias estadisticamente significativas segun la prueba HSD de
Tukey (p<0,05).

2.4 Discusion

Los sintomas que se observaron en hojas corresponden a lesiones tipicas ocasionadas
por Colletotrichum spp. Valdés et al., (2017) reportaron manchas de color marrén con
formas regulares las cuales crecian gradualmente hasta unirse con otras lesiones y cubrir
el area de la hoja inoculada. Baquero et al., (2013) encontraron lesiones irregulares de
gran tamafio en los bordes de las hojas y lesiones necréticas en las nervaduras. En otras
investigaciones se describen los sintomas en hojas de mango como lesiones que inician
como pequefias manchas con forma irregular y angulares que son de color negro a
marron, dichas lesiones pueden alargarse para formar areas necréticas y se puede

desprender dicho tejido muerto de la hoja, también menciona que las hojas nuevas o
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brotes son més susceptibles a infecciones y que se logran observar lesiones color negro
a marron que pueden desarrollar halos cloréticos que pueden afectar las nervaduras (Scot,
2008; Akem; 2006). En ramas, se describen lesiones necroticas subcirculares y angulares
con bordes irregulares (Kamle et al., 2013; Paez, 2003; Scot, 2008) y lesiones alargadas
con tonos grises o marrén a negro (Akem, 2006); esta sintomatologia es similar a las

observadas en esta investigacion en ramas de mango cv. Azlcar.

Todos los morfotipos (100%) mostraron patogenicidad en hojas de mango cv. Azucar, a
diferencia de las ramas en donde cinco de los morfotipos (33%) no indujeron sintomas,
siendo patogénicos diez morfotipos (67%). Paez (2020) encontrd que en frutos inoculados
con aislamientos endofiticos-quiescentes de Colletotrichum el 62% de dichos aislamientos
resultaron patogénicos, si bien los 6rganos y métodos de inoculacion fueron diferentes
respecto al presente estudio, el porcentaje de aislamientos infectivos es similar, lo cual
pone en evidencia el potencial infectivo de dichos aislamientos. Para el caso de hojas no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto al nimero, tamafio
y tasa de crecimiento diaria de lesiones debido a que todas las hojas de los arboles fueron
infectadas por los morfotipos; sin embargo, aunque a nivel biologico la virulencia de los
morfotipos tuvo un comportamiento similar, se evidencidé que hubo variaciones en las
variables evaluadas, mientras que en ramas si se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las variables evaluadas, encontrandose también
induccion de lesiones. Lo anterior, confirma el potencial infectivo de los aislamientos
endofiticos de Colletotrichum spp., en érganos de mango, en especial cv. Azlcar, lo cual
coincide los resultados de investigaciones hechas en el tema de aislamientos endéfitos-
guiescentes, quienes han reportado infecciones en diferentes 6rganos de mango,
especialmente en frutos (Vieira et al., 2014; Quintero et al., 2019; Paez et al., 2020); dichos
autores encontraron variabilidad de virulencia a nivel de tamafio de lesiones en los
organos inoculados, lo cual fue evidente en el presente estudio a nivel de ramas, al igual

gue en las demas variables evaluadas.

Se destaca que el endofitismo le permite al hongo permanecer no infectivo, por lo que no
se expresan sintomas, hasta que se expresen condiciones cambiantes en el hospedante
y/o ambiente que conlleve al cambio en su estilo de vida y al desarrollo de su ciclo infectivo
(Carroll, 1998; Stone et al., 2000; Hyde & Soytong, 2008; De Silva et al., 2017; Quintero
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et al., 2019). La no induccién de sintomas en ramas por los morfotipos UM 038, UM 042,
UM 044, UM 046 y UM 049 pudo deberse a que la cuticula y epidermis de las ramas en
comparacion a la de las hojas podrian ser mucho mas gruesas, lo que inhibi6 el proceso
de infeccidn y colonizacién de las cepas en mencion (Auyong et al., 2015; De Silva et al.,
2019). En varias investigaciones se plantea el papel de estructuras en la superficie de
6rganos de la planta hospedante como barreras ante la infeccién del patégeno (Calo et
al., 2006; Serrano et al., 2014; De Silva et al., 2017).

Se evidencio que el morfotipo que obtuvo un mayor rango promedio de mediana de
numero y tamafio de lesiones en hojas fue UM 046 y que UM 036 mostré un mayor rango
promedio de mediana en cuanto a la tasa de crecimiento diaria de lesiones. Para el caso
de ramas el morfotipo UM 037 fue el mas virulento, teniendo en cuenta que obtuvo el
mayor promedio en cuanto a namero, tamafio y tasa de crecimiento diaria. El hecho de
gue los morfotipos tuviesen un comportamiento diferente en hojas y ramas puede
evidencia cierta especificidad entre morfotipos y 6rgano; sin embargo, Vieira et al., (2014)
encontraron en su estudio sobre endofitos en mango que no hubo un patrén de distribucion
de las especies endofiticas en los érganos en que fueron aisladas, y al contar con pocos
aislamientos de otras especies de Colletotrichum, no se pudo inferir si hubo especificidad
tisular; lo anterior sugiere que se deben realizar mas estudios para determinar la
especificidad de aislamientos endofiticos con la inoculacién en diferentes 6rganos de
mango para determinar si existe correlacion entre morfotipos y érgano, ya que en el
estudio de Vieira et al., (2014), los aislamientos sélo se inocularon en frutos desprendidos.
Por otra parte, para el caso de las variables biolégicas evaluadas en hojas y ramas, los
resultados obtenidos en el presente estudio difirieron a los obtenidos por Pdez (2020)
quien hizo inoculaciones en condiciones de laboratorio en frutos desprendidos, lo cual
puede explicar las diferencias en ambos estudios, ya que la técnica de inoculacion
(atomizacion) y los érganos inoculados (hojas y ramas activas) fueron diferentes para

ambos estudios.

Prihastuti et al., (2009) concluyeron que los aislamientos obtenidos como endéfitos de
Colletotrichum spp., pueden ser patégenos oportunistas y que se hace necesario
profundizar en la comprension de las infecciones naturales de las cepas endofiticas. En
esta investigacion, la metodologia de inoculacion (sin heridas) y las condiciones climéaticas

(trépico seco), no son favorables para patégenos oportunistas, con lo cual quedd en
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evidencia, que tal vez algunas de las cepas endofiticas si se enmarcaron en ese estilo de
vida con respecto a las ramas, pero otro grupo de cepas son verdaderos necrotréficos al

desarrollar proceso infectivo en ambos 6rganos bajo condiciones similares al tropico seco.

El periodo de incubacion (PI) se dio a los 8 dias, esto coincide con los resultados obtenidos
por Vieira et al., (2014) quienes realizaron pruebas de patogenicidad con endéfitos de
Colletotrichum spp., provenientes de mango y fueron inoculados en condiciones
controladas sobre frutos de mango cv. Tommy Atkins; sin embargo, Quintero et al., (2019)
encontraron que aislamientos endofiticos de Colletotrichum spp., que fueron inoculados
en condiciones controladas sobre frutos de mango cv. Azlcar tuvieron un periodo de
incubacién de 2 dias, resaltando la influencia del genotipo en la respuesta al proceso
infectivo. En esta investigacion, la inoculacion sobre hojas y ramas no desprendidas
(hospedante activo) de mango cv. Azucar se realizé en condiciones diferentes a los
organos inoculados por Quintero et al., (2019) quienes realizaron ensayos en condiciones
de laboratorio, lo cual puede explicar las diferencias en los valores de PI, al Igual que Paez
(2020) quien en los frutos inoculados en laboratorio obtuvo que los aislamientos
mostraban diferentes PI; lo anterior sugiere que se deben realizar mas estudios en
condiciones de campo para determinar la respuesta del patdgeno frente a los factores

ambientales propios de la region.

Se encontré que la densidad de in6culo no incidié con la virulencia de los morfotipos
inoculados en hojas y ramas, lo cual indica que una alta produccion de inoculo
corresponde a una estrategia de supervivencia del patégeno, mas no un indicativo de

mayor virulencia o patogenicidad.
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2.5 Conclusiones

Se confirmo el potencial infectivo de los aislamientos endofiticos de Colletotrichum spp.,

en hojas y ramas, lo cual representa una importante fuente de in6culo oculta en campo.

En hojas todos los morfotipos tuvieron un comportamiento similar en cuanto a namero,
tamafio y tasa de crecimiento diaria de lesiones inducidas, presentando sintomas en todas
las hojas inoculadas, sin embargo, a nivel biol6gico se notaron variaciones de acuerdo a
las caracteristicas infectivas en hojas segun el morfotipo. En ramas los morfotipos UM
038, UM 042, UM 044, UM 046 y UM 049 no indujeron lesiones y UM 037 fue el més
virulento en cuanto a nimero, tamafio y tasa de crecimiento diaria de lesiones. A nivel de
hojas y ramas el comportamiento de los morfotipos fue diferente respecto a las variables
evaluadas, ya que en hojas los morfotipos tuvieron un comportamiento infectivo similar,
mientras que en ramas el morfotipo UM 037 fue el mas virulento, teniendo un efecto
significativo sobre los demas morfotipos inoculados. El periodo de incubacion fue de 8

dias en todos los casos.

Los resultados de esta investigacion constituyen los primeros registros de patogenicidad
de endofitos de Colletotrichum spp., sobre hojas y ramas de mango en el tropico seco,

bajo condiciones de arboles activos.

La hipotesis de investigacion que se plante6 en el presente trabajo se cumplid, ya que los
aislamientos endofiticos-quiescentes de Colletotrichum spp., indujeron lesiones en hojas

y ramas de mango cv. Azucar.
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de Colletotrichum spp. sobre érganos de mango cultivar Azucar.

2.6 Recomendaciones

Debido a las limitaciones que se presentaron para realizar las pruebas de patogenicidad
en flores y frutos de mango cv. Azlcar, se requiere realizar estos ensayos en dichos

organos para determinar la virulencia de los aislamientos endofiticos de Colletotrichum

SpPpP.

Se sugiere seguir implementando la metodologia de inoculacién usada en el presente
estudio (sin heridas, mediante atomizacion) en hospedantes activos, debido a que de esta
forma se podria reflejar el verdadero potencial infectivo del patégeno al simular las
condiciones naturales en que llega a los diferentes 6rganos, a diferencia de 6rganos
desprendidos en los que el patdégeno podria tener un comportamiento diferente ya que no

se encuentran fisiologicamente activos.

Se deben realizar estudios moleculares para una correcta identificacion de las especies
endofiticas usadas en el presente estudio, especialmente los morfotipos que resultaron
ser mas virulentos en hojas y ramas; esto contribuird a tener una mejor comprension del

patdégeno y su interaccion con el hospedante.

Se sugiere realizar estudios de correlacion e interaccion entre morfotipos de especies
endofiticas de Colletotrichum spp., y 6rganos de mango cv. Azucar, para determinar con
precision si hay especificidad tisular; esto permitira tener una mejor comprension del

patégeno respecto a su distribucién en los diferentes 6rganos del arbol.



3. Conclusiones generales

3.1 Conclusiones

Durante la presente investigacion se encontr6 que los aislamientos o morfotipos
endofiticos-quiescentes de Colletotrichum spp. presentaron variaciones segun el morfotipo
en su eficiencia biolégica, en base a la concentracion y germinacién de conidias, y la
formacion de apresorios. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
variables que incluyeron la eficiencia bioldgica, las caracteristicas biolégicas vy
morfotipicas, a excepcion del promedio de largo de conidias, en donde no hubo diferencias

estadisticas.

Se confirmd el potencial infectivo de los aislamientos endofiticos-quiescentes de
Colletotrichum sobre hojas y ramas de mango cv. Azlcar, lo cual permite inferir que los
estados endofitos-quiescentes del patdgeno le son una estrategia que les permite
permanecer como una fuente de inéculo permanente en campo y en postcosecha,

implicando un riesgo en los sistemas productivos de mango.

La técnica de inoculacion por atomizacion sobre hojas y ramas en arboles activos permitié
obtener resultados que simularon las infecciones ocasionadas de forma natural por parte
del patégeno, por lo cual se pudo comprender mucho mas el comportamiento del patégeno
sobre hojas y ramas en periodos que no coinciden con eventos climaticos que propicien el

desarrollo de la enfermedad o con la madurez fisioldgica del fruto.

Este trabajo aporta el primer estudio de patogenicidad de aislamientos endofiticos-
guiescentes de Colletotrichum sobre hojas y ramas de mango cv. Azlcar en el trépico seco

en arboles activos, por lo cual se deben seguir haciendo estudios de patogenicidad,
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especialmente en flores y fruto y se hace necesaria la identificacion molecular de las

especies endofiticas-quiescentes para una mayor comprensién de su virulencia.
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A. Anexo: Variabilidad de Tasa de

Crecimiento Micelial

Estadisticos descriptivos

Desviacién
N Media estandar Minimo Maximo
Tasa de Crecimiento
o 45 ,8969 , 19679 ,33 1,44
Micelial (mm/dia)
CEPA 45 8,00 4,369 1 15

Pruebas de normalidad

CEPA Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Tz_isa_de Crecimiento UMO035 385 3 _ 750 3 000
Micelial (mm/dia)
UMO36 385 3 . 750 3 ,000
umos7 385 3 : 750 3 000
UMOo38 337 3 . 855 3 253
UMO39 340 3 . 848 3 235
UMO040 314 3 . ,893 3 ,363
UmMo4l 362 3 . 804 3 123
UM042 385 3 . 750 3 ,000
UMo43 385 3 . 750 3 000
UMO44 368 3 . 792 3 094
UMO45 385 3 : 750 3 000
UMO46 292 3 . 923 3 463
umMoar 310 3 . 1900 3 384
uMo48 276 3 . 942 3 537
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UM049 | 276 | 3 | . | 942 | 3 | 537 |

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Prueba de homogeneidad de varianzas

Tasa de Crecimiento Micelial (mm/dia)

Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
11,890 14 30 ,000

Estadisticos de prueba®®

Tasa de
Crecimiento
Micelial
(mm/dia)
Chi-cuadrado 29,253
gl 14
Sig. asintética ,010

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: CEPA
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B. Anexo: Variabilidad de Conidias/ml.

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media estandar Minimo Maximo
Conidias/ml 45 9852000,00 20606500,475 50000 84650000
CEPA 45 8,00 4,369 1 15

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
CEPA Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Conidias/ml UMO035 ,253 3 ,964 3 ,637
UMO036 ,269 3 ,949 3 ,567
uUMO037 ,353 3 ,823 3 ,170
UMO038 ,308 3 ,902 3 391
UMO039 ,175 3 1,000 3 1,000
UMO040 ,253 3 ,964 3 ,637
UMo041 ,253 3 ,964 3 ,637
uMo42 ,385 3 ,750 3 ,000
uMo43 ,196 3 ,996 3 ,878
umMo44 ,228 3 ,982 3 , 745
UMO045 ,299 3 ,914 3 431
UMO046 ,343 3 ,842 3 ,220
umMo47 , 175 3 1,000 3 1,000
umMo48 , 196 3 . ,996 3 ,878
UMO049 ,385 3 . ,750 3 ,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors



Bibliografia

Prueba de homogeneidad de varianzas

Conidias/ml

Estadistico de

Levene

gll

gl2

Sig.

7,943

14

30

,000

Estadisticos de prueba®P

Conidias/ml
Chi-cuadrado 43,017
gl 14
Sig. asintética ,000

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: CEPA
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C. Anexo:
Conidias (pm)

Variabilidad de Ancho de

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media estandar Minimo Maximo
Ancho Conidias (um) 45 3,9802 , 77651 2,58 5,54
CEPA 45 8,00 4,369 1 15
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

CEPA Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

Ancho Conidias (um) UMO035 ,348 3 ,834 3 ,199
UMO036 344 3 ,841 3 ,216
UMO037 ,291 3 ,925 3 ,469
UMO038 314 3 ,893 3 ,363
UMO039 ,278 3 ,940 3 ,527
UMO040 378 3 , 766 3 ,076
UMO041 ,361 3 ,805 3 ,128
uMo42 ,255 3 ,963 3 ,628
UMO043 ,228 3 ,982 3 , 742
UuMo044 ,385 3 , 750 3 ,140
UMO045 ,366 3 , 7194 3 ,101
UMO046 ,361 3 ,807 3 ,131
uMo47 ,285 3 ,932 3 ,495
UuMO048 ,308 3 ,902 3 391
UMO049 ,322 3 ,880 3 ,324

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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Prueba de homogeneidad de varianzas

Ancho Conidias (um)

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
3,637 14 30 ,058
ANOVA
Ancho Conidias (um)
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 13,487 14 ,963 2,216 ,033
Dentro de grupos 13,044 30 ,435
Total 26,531 44
Ancho Conidias (um)
HSD Tukey2
Subconjunto para alfa = 0.05
CEPA N 1 2
umMo048 3 2,9533
UMO040 3 3,0500
UMo042 3 3,6467 3,6467
uMo044 3 3,6567 3,6567
UMO037 3 3,7433 3,7433
UMO045 3 3,7767 3,7767
uMO049 3 3,9033 3,9033
UumMo41 3 4,0167 4,0167
UMO035 3 4,0433 4,0433
UMO046 3 4,0700 4,0700
UMO036 3 4,1867 4,1867
UMO039 3 4,2567 4,2567
umo47 3 4,6133 4,6133
UmMo43 3 4,7267 4,7267
UMO038 3 5,0600
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Sig. ,118 ,393

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica
= 3,000.

D. Anexo : Variabilidad de Largo de Conidias
(Hm)

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media estandar Minimo Maximo
Largo Conidias (um) 45 10,5938 1,62253 6,59 14,65
CEPA 45 8,00 4,369 1 15

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
CEPA Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Largo Conidias (um) UMO035 ,207 3 . ,992 3 ,832
UMO036 ,278 3 . ,940 3 ,527
UMO037 ,267 3 . ,951 3 ,574
uMO038 ,367 3 . ,792 3 ,095
UMO039 ,376 3 . 772 3 ,068
UMOo040 ,351 3 . ,827 3 ,180
umMo41 ,318 3 . ,886 3 ,343
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umMo042 ,258 3 ,960 3 ,617
UMO043 ,337 3 ,855 3 ,253
UuMo044 ,220 3 ,987 3 778
UMO045 ,369 3 ,789 3 ,088
UMO046 377 3 ,768 3 ,051
umMo47 ,385 3 ,750 3 ,091
umMo048 ,363 3 ,802 3 ,119
UMO049 ,190 3 ,997 3 ,902
a. Correccion de significacién de Lilliefors
Prueba de homogeneidad de varianzas
Largo Conidias (um)
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
6,552 14 30 ,050
ANOVA
Largo Conidias (um)
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 50,357 14 3,597 1,648 ,123
Dentro de grupos 65,477 30 2,183
Total 115,834 44
Largo Conidias (um)
HSD Tukey2
Subconjunto para alfa = 0.05
CEPA N 1 2
UMO040 8,2600
UMO037 9,4167 9,4167
UM048 9,6100 9,6100




96 Patogenicidad de aislamientos endofiticos e inducidos de estados
guiescentes de Colletotrichum spp. sobre 6rganos de mango cultivar Azlcar.

UMo41 3 10,2167 10,2167
UMO036 3 10,2200 10,2200
UMO044 3 10,2733 10,2733
umMo42 3 10,2767 10,2767
UMO049 3 10,4933 10,4933
UMO046 3 10,8567 10,8567
UMO035 3 11,0300 11,0300
UMO045 3 11,0433 11,0433
UMO039 3 11,3333 11,3333
UMo043 3 11,3433 11,3433
umMo47 3 11,4533 11,4533
UMO038 3 13,0800
Sig. ,381 ,196

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 3,000.
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E. Anexo: Variabilidad de Porcentaje

Conidias sin Germinar

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media estandar Minimo Maximo
% Conidias sin Germinar 45 48,87 21,425 20 84
CEPA 45 8,00 4,369 1 15
Pruebas de normalidad®c
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadisti Estadistic
CEPA [o]0) gl Sig. 0 gl Sig.
% Conidias sin UMO035 ,292 3 ,923 3 ,463
Germinar UMO036 276 3 ,942 3 ,537
UMO037 175 3 1,000 3| 1,000
uMO038 ,253 3 ,964 3 ,637
UMO039 ,292 3 ,923 3 ,463
uMo040 ,292 3 ,923 3 ,463
UM041 ,385 3 ,750 3 ,312
umMo42 ,204 3 ,993 3 ,843

de
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UmMo43 ,385 3 . ,750 3 ,548
UMO046 ,292 3 . ,923 3 ,463
umo47 ,175 3 . 1,000 3 1,000
uM048 ,204 3 . ,993 3 ,843
UMO049 ,359 3 . ,810 3 ,138

a. Correccion de significacion de Lilliefors
b. % Conidias sin Germinar es constante cuando CEPA = UM044. Se ha omitido.

c. % Conidias sin Germinar es constante cuando CEPA = UMO045. Se ha omitido.

Prueba de homogeneidad de varianzas

% Conidias sin Germinar

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
7,135 14 30 ,081
ANOVA
% Conidias sin Germinar
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 19655,200 14 1403,943 77,709 ,000
Dentro de grupos 542,000 30 18,067
Total 20197,200 44

% Conidias sin Germinar

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

CEPA N 1 2 3 4 5 6 7
umo47 3 23,00

UMO039 3 23,33

UMO045 3 25,00 25,00

umo42 3 25,33 25,33

UMO035 3 26,67 26,67
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UMO036 3 37,00 37,00
UMo037 3 41,00
UMO040 3 47,67 47,67
uMo43 3 58,67 58,67
UMO041 3 62,67
UMO048 3 63,67
UMO049 3 66,00
UMO046 3 68,67 68,67
UMO038 3 81,33 81,33
umMo44 3 83,00
Sig. ,999 ,083 ,183 ,152 ,260 ,054 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 3,000.

F. Anexo: Variabilidad de Porcentaje

Conidias Germinadas

Estadisticos descriptivos

de

Desviacion
N Media estandar Minimo Maximo
% Conidias Germinadas 45 25,78 14,121 58
CEPA 45 8,00 4,369 15
Pruebas de normalidad®c4
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
CEPA Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
% Conidias Germinadas UMO035 ,187 3 ,998 3 ,915
UMO036 ,276 3 ,942 3 ,537
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UMO037 ,219 3 ,987 ,780
UMO038 ,253 3 ,964 ,637
UMO039 ,175 3 1,000 1,000
UMO040 ,253 3 ,964 ,637
UM041 ,385 3 , 750 ,063
UMO043 ,385 3 , 750 ,059
UMO046 ,175 3 1,000 1,000
uMo47 ,385 3 , 750 ,062
umMo048 ,175 3 1,000 1,000
UMO049 ,356 3 ,818 ,157
a. Correccion de significacién de Lilliefors
b. % Conidias Germinadas es constante cuando CEPA = UM042. Se ha omitido.
c. % Conidias Germinadas es constante cuando CEPA = UM044. Se ha omitido.
d. % Conidias Germinadas es constante cuando CEPA = UMO045. Se ha omitido.
Prueba de homogeneidad de varianzas
% Conidias Germinadas
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
3,494 14 30 ,052
ANOVA
% Conidias Germinadas
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 8522,444 14 608,746 72,662 ,000
Dentro de grupos 251,333 30 8,378
Total 8773,778 44

HSD Tukey?

% Conidias Germinadas

CEPA N

Subconjunto para alfa = 0.05




Bibliografia

umMo42
UMO049
UMO038
UMO039
umMo44
UMO048
UmMO043
UMO045
UMO046
UM041
uUMO040
UMO036
UMO035
UMO037
umMo47
Sig.

W W W W W W W W W w w w w w w

,00

1,000

14,00
14,67
15,00
17,00
20,00
20,67

,289

17,00
20,00
20,67
25,00

,097

20,00
20,67
25,00
26,00
27,00
27,67

,131

37,00
43,33
43,33

,362

56,00
1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 3,000.

G. Anexo: Variabilidad de

Apresorios Formados

Porcentaje de

Estadisticos descriptivos

Desviacion

N Media estandar Minimo Maximo




102

Patogenicidad de aislamientos endofiticos e inducidos de estados
guiescentes de Colletotrichum spp. sobre 6rganos de mango cultivar Azlcar.

% Apresorios Formados 45 18,20 16,177 0 71
CEPA 45 8,00 4,369 15
Pruebas de normalidad®®
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
CEPA Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
% Apresorios Formados UMO035 ,385 3 ,750 3 ,000
UMO036 ,304 3 ,907 3 ,407
UMO037 ,385 3 ,750 3 ,000
uUMO038 ,385 3 ,750 3 ,000
UMO039 ,253 3 ,964 3 ,637
UMO040 ,292 3 ,923 3 ,463
UMO041 ,385 3 , 750 3 ,000
umo42 ,175 3 1,000 3 1,000
umMo43 ,385 3 ,750 3 ,000
UMO046 ,385 3 ,750 3 ,000
umMo47 ,292 3 ,923 3 ,463
UMO048 , 175 3 1,000 3 1,000
UMO049 314 3 ,893 3 ,363

a. Correccion de significacion de Lilliefors

b. % Apresorios Formados es constante cuando CEPA = UM044. Se ha omitido.

c. % Apresorios Formados es constante cuando CEPA = UM045. Se ha omitido.

Prueba de homogeneidad de varianzas

% Apresorios Formados

Estadistico de

Levene gll

gl2 Sig.

3,018

14

30 ,0049
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Estadisticos de prueba®®

% Apresorios

Formados
Chi-cuadrado 42,434
gl 14
Sig. asintotica ,000

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: CEPA
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H. Anexo: Variabilidad de Porcentaje de

Apresorios Germinados

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media estandar Minimo Maximo
% Apresorios Germinados 45 7,31 9,846 0 39
CEPA 45 8,00 4,369 1 15

Pruebas de normalidad®:cdef9

Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk

CEPA | Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

% Apresorios UMO035 ,349 3 . ,832 3 ,194

Germinados UMO036 ,333 3 . ,862 3 274
UMO037 ,385 3 . ,750 3 ,0056
UMO039 ,175 3 . 1,000 3 1,000
UMO040 ,337 3 . ,855 3 ,253
umo42 ,333 3 . ,862 3 274
umo47 ,314 3 . ,893 3 ,363
uUM048 175 3 . 1,000 3 1,000
UMO049 ,385 3 . ,750 3 ,145

a. Correccion de significacién de Lilliefors

b. % Apresorios Germinados es constante cuando CEPA = UMO038. Se ha omitido.

c. % Apresorios Germinados es constante cuando CEPA = UM041. Se ha omitido.

d. % Apresorios Germinados es constante cuando CEPA = UM043. Se ha omitido.

e. % Apresorios Germinados es constante cuando CEPA = UM044. Se ha omitido.

—

. % Apresorios Germinados es constante cuando CEPA = UM045. Se ha omitido.

g. % Apresorios Germinados es constante cuando CEPA = UM046. Se ha omitido.
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Prueba de homogeneidad de varianzas

% Apresorios Germinados

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
12,030 14 30 ,0076
ANOVA
% Apresorios Germinados
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 2954,311 14 211,022 4,828 ,000
Dentro de grupos 1311,333 30 43,711
Total 4265,644 44

% Apresorios Germinados

HSD Tukey?2
Subconjunto para alfa = 0.05

CEPA N 1 2
UMO038 3 ,00

umo41 3 ,00

uMo043 3 ,00

UMO044 3 ,00

UMO046 3 ,00

umMo37 3 1,00

UMO040 3 4,33

umMo048 3 7,00 7,00
UMO036 3 8,00 8,00
UMO042 3 8,00 8,00
umo47 3 8,00 8,00
UMO035 3 10,33 10,33
UMO049 3 13,00 13,00
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UMO39 3 25,00
UMO045 3 25,00
Sig. 527 ,109

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica
= 3,000.

. Anexo: Analisis estadistico no

paramétrico en hojas

Prueba de Kruskal-Wallis para niumero de lesiones en hojas por morfotipo

Morfotipos Tamario Muestra Rango Promedio

UMO035 3 19,5
UMO036 3 15,6667
umo37 3 17,1667
UMO038 3 8,33333
UMO039 3 16,5
UM040 3 24,8333
UMO041 3 27,3333
UM042 3 31,8333
UuMo043 3 23,8333
UM044 3 25,8333
UuMo045 3 25,8333
UMO046 3 37
umMo47 3 12,3333
uMo48 3 25,8333
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UMO049

3

33,1667

Estadistico = 15,6959 Valor-P = 0,332294

Prueba de Kruskal-Wallis para T. lesién (mm) por morfotipo

morfotipos | Tamafio Rango
Muestra Promedio
UMO035 3 25,3333
UMO036 3 24,0
UMO037 3 9,0
UMO038 3 22,6667
UMO039 3 24,6667
UMO040 3 19,0
UuMo041 3 14,8333
uMo042 3 17,5
UMO043 3 6,33333
UMo044 3 27,5
UMO045 3 24,1667
UMO046 3 35,0
uMo47 3 34,5
uMO048 3 30,8333
UMO049 3 29,6667

Estadistico = 17,4566 Valor-P = 0,23266

Prueba de Kruskal-Wallis para T. Crecimiento (mm/dia) por morfotipos

Tamafio
Morfotipos Muestra Rango Promedio
umo35 3 24,3333
UMO036 3 40
umo37 3 26,8333
UMO038 3 26,8333
umo039 3 18
uMo40 3 15
uMo41 3 7,16667
uMo42 3 17,5
umo43 3 6,33333
umo44 3 29,6667
uMo45 3 21
UMO046 3 16,6667
umo47 3 34,6667
umo048 3 26,5
uMo49 3 34,5
Estadistico= 23,3038 Valor—P = 0,0555024
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J. Anexo: Analisis paramétrico en ramas

ANAVA de una via para el numero de lesiones en ramas

Fuente SC GL CM F Valor-P

Morfotipos 91,7778 14 6,55556 3,83 0,001 *x
N° de lesiones 51,3333 30 | 1,71111

Total 143,111 44

Prueba HSD de Tukey (p<0,05) para numero de lesiones en ramas

Morfotipos Casos Media Grupos Homogéneos
UMO035 3 1,33333 ab
UMO036 3 1 ab
UMO037 3 5,33333 a
UMO038 3 0 b
UMO039 3 1,33333 ab
UMO040 3 1,33333 ab
UuMo041 3 2,66667 ab
uMo42 3 0 b
UMO043 3 2,66667 ab
umMo44 3 0 b
UMO045 3 2 ab
UMO046 3 0 b
uMo47 3 1,33333 ab
uM048 3 2,66667 ab
UMO049 3 0 b
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ANAVA de unavia para el tamafio de lesiones en ramas (mm)

Fuente SC Gl CM F Valor-P
Morfotipos 280,177 14 20,0126 4,7 0,0002 *x
Tamario de lesiones

(mm) 127,86 30 4,262

Total 408,037 44

Prueba HSD de Tukey (p<0,05) para tamafio de lesiones en ramas

Morfotipos Casos Media Grupos Homogéneos
UMO035 3 3,33333 ab
UMO036 3 1,66667 b
UMO037 3 10 a
UMO038 3 0 b
UMO039 3 4,55 ab
UMO040 3 2,26667 b
UM041 3 2,86667 ab
UM042 3 0 b
UMO043 3 2,23333 b
UM044 3 0 b
UMO045 3 2,55 b
UMO046 3 0 b
umMo47 3 3 ab
UM048 3 2,83333 ab
UMO049 3 0 b
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guiescentes de Colletotrichum spp. sobre 6rganos de mango cultivar Azlcar.

ANAVA de unavia para la tasa de crecimiento diaria de lesiones en ramas (mm/dia)

Fuente SC Gl CM F Valor-P
Morfotipos 0,714137 14 0,0510098 2,22 0,0327 *
Tasa de crecimiento

diaria (mm/ dia) 0,689089 30 0,0229696

Total 1,40323 44

Prueba HSD de Tukey (p<0,05) para la tasa de crecimiento diaria de lesiones en
ramas

Morfotipos Casos Media Grupos Homogéneos
UMO035 3 0,145833 |ab
UMO036 3 0,0833333 |ab
UMO037 3 0,458333 a
UMO038 3 0 b
UMO039 3 0,25625 ab
UMO040 3 0,0541667 |ab
UuMo41 3 0,15 ab
UMO042 3 0 b
UMO043 3 0,00833333 | ab
umMo44 3 0 b
UMO045 3 0,19375 ab
UMO046 3 0 b
umMo47 3 0,208333 |ab
UM048 3 0,145833 |ab
UMO049 3 0 b




