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RESUMEN

El cultivo del mango en México se ve afectado principalmente por la
enfermedad antracnosis provocada por el género Colletotrichum. Actualmente,
existe la necesidad de buscar fungicidas amigables con el medio ambiente para el
control de la antracnosis y el quitosano, un aminopolisacarido natural que ha
demostrado actividad antifingica y puede ser una alternativa viable. Por
consiguiente, el objetivo de la presente investigacién fue evaluar el impacto del
estrés abiotico causado por quitosano sobre especies del género Colletotrichum
aisladas de mango cultivado en Guerrero. La metodologia consistio en dos etapas.
En la primera etapa de la presente investigacion se obtuvieron aislados de hongos
de tejido vegetal con sintomas de antracnosis del estado de Guerrero en México,
posteriormente se caracterizaron culturalmente con una posterior identificacion
molecular utilizando los marcadores genéticos ITS y B-Tub> de los aislados con el
fin de identificar complejos del género Colletotrichum. Luego, se realizé una nueva
identificacion con los marcadores moleculares ITS, Act, B-Tub2, GADPH, CHS-1,
CaM y ApMat, con la finalidad de identificar las especies dentro del complejo
identificado. En la segunda etapa, se caracteriz6 fisicoquimicamente el quitosano y
se evalué su actividad antifungica sobre el crecimiento radial en las especies
identificadas. Se logré identificar el complejo Colletotrichum gloeosporioides y
dentro de este complejo se identificaron las especies causantes de la antracnosis
como son C. chrysophilum, C. fructicola, C. siamense y C. musae, los. Otros hongos
encontrados e identificados fueron Alternaria sp., Alternaria tenuissima, Fusarium
sp., Pestalotiopsis sp., Curvularia lunata, Diaporthe pseudomangiferae y Epicoccum
nigrum, los cuales también estan relacionados con la antracnosis. En relaciéon al
guitosano, mostré un grado de desacetilacion del 78% y un peso molecular de 32
kDa. La mayoria de las especies del complejo Colletotrichum gloeosporioides fueron
susceptibles a 1 g L de quitosano. Sin embargo, los aislados de C. fructicola
tuvieron menor susceptibilidad al quitosano. Aunque el quitosano tiene actividad

antifangica, las interacciones entre especies del complejo Colletotrichum

vii



gloeosporioides y su efecto sobre la susceptibilidad al quitosano deben estudiarse
a profundidad, principalmente cambios genémicos, debido a que la sensibilidad de
Colletotrichum hacia el quitosano depende de las diferentes etapas de su desarrollo.

Palabras clave: Colletotrichum; complejo, quitosano; antifungico

ABSTRACT

Anthracnose, caused by the Colletotrichum genus, significantly impacts
mango farming in Mexico. It is necessary to search for eco-friendly fungicides, such
as chitosan, a natural aminopolysaccharide known for its antifungal properties. The
current study aimed to assess the effect of chitosan-induced abiotic stress on
Colletotrichum species. The process comprised two parts. Fungal isolates were
collected from plant tissue showing anthracnose symptoms in Guerrero, Mexico. The
isolates were then characterized culturally and identified molecularly using genetic
markers ITS and B-Tub2 to identify Colletotrichum genus complexes. To identify the
species inside the complex, a fresh identification was conducted using the markers
ITS, Act, B-Tub2, GADPH, CHS-1, CaM, and ApMat. Chitosan was characterized in
the second stage, and its antifungal action on radial growth in the identified species
was assessed. The results revealed the identification of the Colletotrichum
gloeosporioides complex, specifically identifying species responsible for
anthracnose like C. chrysophilum, C. fructicola, C. siamense, and C. musae, which
had comparable cultural traits. Additional fungi discovered and recognized include
Alternaria sp., Alternaria tenuissima, Fusarium sp., Pestalotiopsis sp., Curvularia
lunata, Diaporthe pseudomangiferae, and Epicoccum nigrum. The degree of
deacetylation of chitosan was around 78%, with a molecular weight of 32 kDa. The
majority of Colletotrichum gloeosporioides complex species were vulnerable to 1 g
L-1 of chitosan. C. fructicola isolates exhibited reduced susceptibility to chitosan.
Further research is needed to study the interactions between different species of the
Colletotrichum gloeosporioides complex and their susceptibility to chitosan,
particularly focusing on genomic changes. The sensitivity of Colletotrichum to

chitosan varies depending on its developmental stages.

Keywords: Colletotrichum; chitosan; antifun
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CAPITULO 1 INTRODUCCION Y REVISION DE LITERATURA
1.1. INTRODUCCION

El mango es un fruto importante en el mundo, se caracteriza por tener un
sabor dulce, un buen aroma, textura y alto valor nutricional. Este fruto se cultiva en
diferentes paises, principalmente, en paises calidos como México. Actualmente
existen mas de 1000 variedades de mango cultivadas en todo el mundo; la
produccion sobrepasa las 28.8 millones de toneladas (FAO, 2018). India destaca
como lider productor mundial del mango (SIAP, 2018). A nivel nacional, en el afo
2021, México obtuvo una produccion de 2,156,040 toneladas, posicionandolo en el
tercer productor de mango a nivel mundial, los principales productores de mango
son el estado de Guerrero y Sinaloa (SIAP, 2022). La pérdida de este fruto en pre
y poscosecha es un problema significativo a nivel mundial. Estas pérdidas son
causadas principalmente por enfermedades generadas por hongos. Colletotrichum
es un hongo fitopatégeno que causan enfermedades como la antracnosis afectando
la produccion del mango, provocando perdidas hasta del 100% de la produccién
(Uddin et al., 2018). Diferentes investigaciones han buscado algunas opciones para
enfrentar a los hongos fitopatégenos en pre y poscosecha por los riesgos asociados
al uso de fungicidas, los cuales dafian el medio ambiente y son nocivos para el
consumidor. Una opcién comprometedora es el quitosano, el cual presente actividad
antifangica. Se han utilizado algunos polisacaridos como agentes bioldgicos para el
control de enfermedades causados por Colletotrichum, debido a su menor impacto
ambiental y su compatibilidad con practicas agricolas sostenibles, entre los que
destaca el quitosano (Coronado-Partida et al., 2017). Este polisacarido natural es
biodegradable, no es toxico con actividad biolégica importante, como es la actividad
antifangica. La actividad antifingica del quitosano esta relacionada directamente
con su caracter catidnico. Existe una interaccion entre los grupos amino libres (carga
positiva) del quitosano y los componentes fosfolipidos (carga negativa) de la capa
resistente exterior (pared celular) de la membrana plasmaética de los hongos, esta

interacciébn cambia la permeabilidad de la membrana plasmatica y alterara sus



funciones (Rodriguez-Pedroso et al., 2009). El objetivo de la presente investigacion
fue evaluar el impacto del estrés abittico causado por quitosano a especies de
Colletotrichum aisladas de mango.

1.2. REVISION DE LITERATURA
1.2.1. Mango

El mango (Mangifera indica L.) es un fruto de clima calido (tropical) importante
en el mundo, por tener un sabor dulce que se caracteriza, textura, aroma y de gran
valor nutrimental. El fruto de mango cuando alcanza un alto grado de maduracion
presenta un pico en la respiracion y reproduccion de etileno, clasificandolo como un
fruto climatérico. Este fruto se cultiva en diferentes paises, principalmente en paises

calidos como México, Colombia, Ecuador, entre otros.
1.2.1.1. Origen del mango

Existen mas de 1000 variedades de mango, se tiene reportes que se utiliza
desde hace mas de 4000 afios y existen indicios que es originario de la India y del
Sureste Asiatico. Entre las variedades de mango mas comunes y de mayor
consumo en México, esta el Ataulfo. La denominacion del mango Ataulfo la posee
México, producida en la region del Soconusco, Chiapas. El nombre del mango
Ataulfo se atribuye a su creador Ataulfo Morales Gordillo, productor chapaneco que
experimento con arboles de mango diferentes injertos en 1963 (SADR, 2020). La
primera introduccion del mango en México fue a finales del siglo XVIII, los espafioles
trajeron desde china al puerto de Acapulco la especie del mango Manila; esta
especie se establecié y comenzo a distribuirse en la costa del Golfo de México,
principalmente en Veracruz. A principios del siglo XIX comenz6 la segunda
introduccion del mango a México, la cual inici6 en las Antillas hasta llegar a la costa
del Golfo de México. La especie introducida fueron mangos monoembriénicos que
se esparcieron por la region tropical de México, esta especie se propago por semilla,
originando los mangos criollos. La tercera introduccién fue en 1950, utilizando
germoplasma de mango. Se esparcieron cultivares de mango por injerto,
dispersadas en el Pacifico, Centro y Norte de México, después por la region tropical

de México. A partir de los cultivares introducidos surgieron especies como el Kent,
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Irwin, Haden, Keitt, Sensation y Zill conocidos comunmente como “mangos
petacones” aqui comenzdé la produccion del mango en Meéxico
(CONASPROMANGO, 2012).

1.2.1.2. Taxonomia del mango

El mango pertenece a la familia taxonomica Anacardiaceae, la cual tiene
alrededor de 73 géneros de mango y aproximadamente 850 especies. Se ha podido
reconocer cerca de 69 especies que pertenecen al género Mangifera, de las cuales
solo 15 producen frutos comestibles, maderas, gomas, taninos y resinas (Bompard,
2009). El género Mangifera se puede clasificar en dos subgéneros (Kostermans and
Bompard, 1993):

e El subgénero Limus el cual agrupa once especies y dentro de él se
encuentran las especies de Mangifera, con una lejana afinidad con el mango
comun.

e El subgénero Mangifera contiene alrededor de 47 especies y esta dividido en
cuatro secciones: Rawa, Euantherae, Mangifera y Marchandora. Mangifera
tiene mas de 30 especies y dentro de esta seccion podemos encontrar el M.

laurina y el mango comun (Bompard, 2009).
La clasificacién taxondmica del mago se muestra en la Cuadro 1-1.

Cuadro 1-1 Taxonomia del mango (Mangifera indica L.)

Taxonomia

Clase Dicotiledéneas

Subclass Rosidae
Orden Sapindales
Suborden Anacardineae
Familia  Anacardiaceae

Género Mangifera
Especie M. indica

(Arcila-Cardona et al., 2022)




1.2.1.3. Morfologia del mango
1.2.1.3.1. Arbol

El &rbol adulto de mango que fue cultivado presenta aproximadamente una
altura de 3 a 10 metros, esta caracteristica dependera de la poda y la variedad del
arbol de mango. Un arbol de mango que no fue cultivado o es silvestre puede llegar
a medir 15 metros. Por otro lado, un arbol maduro de mango puede superar los 40
metros en condiciones favorables de crecimiento y puede llegar a vivir aprox. 100
afios (Mukherjee and Litz, 2009). Los arboles de mango pueden variar en la forma
de la copa y su apertura, esto dependera de la variedad y la competencia (Bally,
2006). Mangifera indica L. es un arbol de hojas sencillas, flores pequefias en
inflorescencia apical o panicula, las cuales presentan caliz y corola con cinco
pétalos, y cada flor de cinco estambres. Este arbol que tiene un crecimiento medio,
una sombra densa y follaje que permanece verde o foliacidon perene. Su tronco es
recto con un didmetro aproximado de 75 a 100 cm (INFOCOMM, 2011).

1.2.1.3.2. Fruto

El fruto del mango es carnoso con forma ovoide-oblonga aplanada,
redondeada y obtuso en los extremos. El tamafio del fruto depende de la variedad
del mango. La cascara es lisa y uniforme con lenticelas escasas o numerosas; el
color del fruto maduro es variable de color verde y tonalidades que varian de
amarillo, rojo y hasta morado, la coloracién del fruto puede ser homogénea o parcial
y depende de su estado de madurez; el mesocarpio o conocido comunmente como
pulpa es de color amarillo-naranja, jugosa y aromatica semilla plana y grande con
fibras que se adhieren a la pulpa y puede variar el contenido de fibra (Garcia et al.,
2010).

1.2.1.3.3. Flor

Las flores estan en la panicula piramidal muy ramificada, terminal o axilar de
aproximadamente 25 cm de largo y 3.25 cm de didmetro. El raquis es de color

rosado o morado en ocasiones de color verde-amarillo, redondeado y densamente



pubescentes, son susceptibles a marchitarse y caerse pronto las cuales pueden
medir de 0.3 a 0.5 cm de largo (Bally, 2006).

1.2.1.3.4. Hojas

Las hojas de mango son simples de textura coriacea y lisas, alternas, sin
estipulas y con peciolo, son color verde oscuro por el haz y verde amarillento por el
enveés, las hojas jovenes presentan un color violeta a rojizo. La forma y tamafio de
las hojas varia entre cultivos, pero tiende a ser igual dentro de la misma variedad,
generalmente son oblongas con extremidades redondeadas a acuminadas y su
largo oscila entre 8 y 45 cm y aproximadamente de 2 a 12 cm de ancho (Bally, 2006,
Mukherjee and Litz, 2009).

1.2.1.4. Produccioén del mango

1.2.1.4.1. Produccion a nivel mundial

El mango es un fruto tropical cultivado en todo el mundo, es el tercer fruto
con mayor produccion e importacion a nivel mundial después de la pifia tropical y el
platano. Se cultiva en alrededor de 100 paises, distribuido ampliamente en paises
asiaticos y latinoamericanos, principalmente en regiones con clima calido. La
produccion del mango sobrepasa las 28.8 millones de toneladas (FAO, 2018). En los
tltimos afios India sea posicionado como el lider productor del fruto del mango,
aportando dos de cada cinco kilogramos a la cosecha mundial en el afio 2017 (SIAP,
2018), obteniendo una produccion de mas de 19.5 millones de toneladas en el afio
2018 (SIAP, 2019), esta produccion es favorecida porque el arbol del mango es
endémico del sureste de Asia, condicion que aprovecha India para el
establecimiento de mayor extension de mangales con 2.2 millones de hectareas
sembradas (SIAP, 2020). En la cosecha mundial del 2020 se registré que cuatro de
cada diez mangos eran de origen indio (SIAP, 2021). En el afio 2021 India destaco
como lider productor generando 45.1% de la produccion mundial del mango (SIAP,
2022) y en el afio 2022 generd 44 de cada 100 toneladas de la cosecha mundial del
fruto, siendo el mayor aporte del mundo (SIAP, 2023). Por otro lado, México genera
cinco de cada 100 toneladas de mango que se cultivan en el mundo (SIAP, 2018).

En el afio 2018 México fue la sexta nacién con la superficie mas extensa destinada
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para cultivar mango, aportando 3.9% a la produccion mundial (SIAP, 2019), por este
motivo, México se ha consolidado como excelente productor de mango con atributos
para su exportacién (SIAP, 2020). Entre los afios 2015 al 2020 se registré un
acelerado incremento en la cosecha anual del fruto que se ha suscitado en los
paises con el fruto, situacion a la que México contribuye (SIAP, 2021) (SIAP, 2021).
En el afio 2021 México se posiciono entre los cuatro principales paises productores
del mango, lo que permitio tener vocacion exportadora con una produccion mundial
de 2,156,040 toneladas, posicionando a México en el tercer productor de mango
mundial (SIAP, 2022). Asi mismo, México dedica mas de 200 mil hectareas para la
produccion de mango, lo que representa el 3.6% de la cosecha a nivel mundial
(SIAP, 2023). En la Figura 1-1 se muestra la distribucion del mango a nivel mundial.

Eﬁima \ Africa
13.1%
f/f
Americas
12.8 %

Asia
73.9%

@ Africa @® Americas O Asia @ Oceania

Figura 1-1 Distribucién de la produccién de mango a nivel mundial por regiones.
(Gréfica elaborada con datos de la FAO (2018))

1.2.1.4.2. Produccién de mango en México

México es una potencia mundial productora de mango, con alta capacidad de
movilizacion; el 80% de los cortes de mango se logra de abril a agosto, de modo
gue, también realiza los mayores envios al extranjero en dichos meses. La

produccién mensual nacional (%) del 2022 en abril fue de 10.4%, en mayo 15.6%,



junio del 20.9%, julio 18.9% y en agosto 12.3%. En el afio 2022 México se posiciono
en el quinto lugar como productor mundial con 2,176,046 toneladas, los principales
productores de mango en toneladas que favorecieron esta produccion fueron
Guerrero con 411,173, seguido por Sinaloa con 407,831, Nayarit con 338,754,
Chiapas 273,660, Oaxaca 215,934, Michoacan 191,357, Jalisco 127,900, Veracruz
99,153, Colima 59,803, Campeche 13,338 y el resto de las entidades aporto 37,144
toneladas. El destino comercial del mango que se cosecha en México es
principalmente Estados Unidos considerdndose como lider de las compras de
mango mexicano, 62.3% del volumen que el pais norteamericano importo durante
2022 fue suministrado por México. El fruto fresco y organico fueron los que mas se
vendieron en el afio 2022, aunque también se realizaron envios del fruto seco (SIAP,
2023). En la Cuadro 1-2 se muestra la produccion mundial del mango en toneladas

por afio y la entidad federativa con mayor produccion en los ultimos afios.

Cuadro 1-2 La produccion mundial de mango en México (toneladas) por afio

Produccién mundial o Entidad federativa con Mayor .
(toneladas) Ano produccion (toneladas) Referencia
1,958,491 2017 i?;r;g) SIAP, 2018
1,867,298 2018 gggrg: SIAP, 2019
2,089,041 2019 ?)S;;a;%% SIAP, 2020
2,085,751 2020 fl'gaﬂ‘; SIAP, 2021
2,156,040 2021 fz'gaéolag SIAP, 2022
2,176,046 2022 i;irﬁrg SIAP, 2023

1.2.1.5. Perdidas de mango en pre y poscosecha

La pérdida del fruto del mango en pre y poscosecha es un problema
significativo en la industria agricola a nivel mundial. La pérdida de mango hace
referencia a la disminucion de calidad y cantidad de mango durante su ciclo de
produccién y comercializacion. Incluye todas las etapas de pre y poscosecha, desde

la caida prematura de los frutos hasta su deterioro durante el almacenamiento y la



distribucién. Esto incluye pérdidas causadas por dafos fisicos, enfermedades,
plagas y manejo inadecuado. Un estudio realizado en la India encontré que las
pérdidas poscosecha de mango pueden variar entre el 20% y el 35% de la
produccién total (Thokchom and Mandal, 2019). En Nigeria, se estima que las
pérdidas poscosecha de mango pueden oscilar entre el 15% y el 40% de la
produccién total, debido principalmente a la falta de infraestructura adecuada para
el almacenamiento y transporte (Balana et al., 2022). En Tailandia, se informa que
las pérdidas poscosecha de mango pueden alcanzar hasta el 25% de la produccion
total, con problemas como la manipulacién inadecuada durante la cosecha y el
transporte, asi como la falta de tecnologias de almacenamiento adecuadas
(Kanchanapiboon, 2017). Dentro de las enfermedades importantes del mango se
encuentra la antracnosis, enfermedad causada por hongos fitopatdgenos,
principalmente especies de Colletotrichum que afectan la produccion del fruto del
mango, provocando pérdidas del 50% al 100% de la produccion (Uddin et al., 2018).
Esta enfermedad se identifica en el fruto por lesiones necroéticas hundidas, con
bordes irregulares que se pueden observar en la epidermis, con el paso del tiempo
estas lesiones pueden unirse y cubren mas del 50% de la superficie del fruto; en
algunos casos forman acérvulos de color salmon o naranja los cuales presentan

conidios (Tovar-Pedraza et al., 2020).
1.2.2. Colletotrichum

Colletotrichum es un hongo fitopatégeno que causa enfermedades como la
antracnosis en una variedad de huéspedes. Aparece como una lesién en la
epidermis del fruto de forma semicircular e irregular con depresiones concéntricas
en forma de anillo. Estas caracteristicas dependen de la madurez del fruto y los

sintomas varian entre ramas, paniculas y hojas (Hyde et al., 2009).

Existen alrededor de 100 especies de hongos fitopatégenos que pertenecen
al género Colletotrichum, las cuales causan antracnosis en la mayoria de los
cultivares, incluidas C. boninense, C. truncatum, C. gloeosporioides, C. arasitica,
entre otras (Crouch et al., 2014). En la clasificacibn mundial de patdégenos en

plantas, Colletotrichum se posiciono en el octavo lugar por su importancia cientifica



y econOmica (Dean et al., 2012). La antracnosis se ha estudiado en todo el mundo
en frutas, verduras, cereales, plantas ornamentales, entre otras; especialmente en

zonas templadas y tropicales (Udayanga et al., 2013).

La antracnosis causa importantes pérdidas antes y después de la cosecha, ya que
conduce a una disminucioén de calidad y cantidad de diversos cultivos. Dependiendo
del tipo del patdgeno y las condiciones climaticas las perdidas pueden ser hasta del
100% (Landero-Valenzuela et al., 2016a). Un ejemplo de esta situacion, es en el
cultivo de papaya, donde el manejo de fungicidas fue bajo, resultando en pérdidas
de més de 50% debido a la propagacion de antracnosis en campo y en poscosecha
(Torres-Calzada et al., 2013).

Investigaciones previas sobre la diversidad de las poblaciones de Colletotrichum se
complican por las limitaciones de los métodos de identificacion de especies, dado
gue los métodos convencionales se basaban en diferenciar caracteristicas

morfolégicas que ahora se consideran deficientes e inexactas (Hyde et al., 2009).
1.2.2.1. Taxonomia de Colletotrichum

Colletotrichum incluye el estado asexual (anamorfo) de Glomerella (telemorfo)
perteneciente al filo Ascomycota, este tipo de hongos con micelio tabicado
presentan una asca donde se producen ascosporas enddgenas; pertenece a la
clase Hypocreomycetidae, estos hongos presentan peritecio sobre las estromas;
Colletotrichum pertenece al orden Glomerellales donde se encuentran los hongos
fitopatdgenos; la familia a la que pertenece es Glomerellaceae destacando el género
Glomerella anamorfo (Colletotrichum) formando acervulos y relacionado
principalmente con antracnosis (Réblova et al., 2016). Glomerellaceae es una
familia monotipica que exhiben ascocarpos (peritecio) de color oscuro no
estromaticos, ostiolos perifisados desarrollados y una gran cantidad de parafisis de
pared delgada. Glomerella originalmente se clasifico en el orden Phyllacorales. Sin
embargo, sus caracteristicas son diferentes a las de otras especies. Un ejemplo de
estas caracteristicas es la capa estromatica que se encuentra ausente y sus

anamorfos solo se encuentran en Colletotrichum (Zhang et al., 2006).



Taxonomicamente, Colletotrichum se considera un género confuso, por causa de
modificaciones del nombre segun a la naturaleza sexual de este. El uso del término
Glomerella se sustituyd por el de Colletotrichum por el uso en la ciencia aplicada.
Esto llevo a la expectativa de que habria menor variacion taxonémica entre las

especies de este género (Damm et al., 2009, Zhang et al., 2013).

Andlisis filogenéticos han logrado distinguir complejos dentro del género
Colletotrichum, clasificAandose en nueve complejos o clados principales, esta

informacion se puede observar en la Cuadro 1-3.

Cuadro 1-3. Clasificacion de los principales clados del género Colletotrichum

Complejos (clados) Cantidad de especies Referencias
Acutatum 29 especies (Damm et al., 2012)
Boninense 27 especies (Damm et al., 2012)

Destructivum 13 especies (Damm et al., 2014)
Gloeosporioides 22 especies (Weir et al., 2012)
Orbiculare 8 especies (Damm et al., 2013)
Graminicola 13 especies
Dematium 6 especies (Cannon et al., 2012,
Spaethianum 5 especies Udayanga et al., 2013)
Truncatum 3 especies

1.2.2.2. Identificacion de Colletotrichum

La identificacion de las especies de Colletotrichum aln necesita exploracion
y a pesar de que las técnicas moleculares vy filogenéticas continlan mejorando la
especificidad de los métodos bioquimicos y morfolégicos convencionales, se

necesita un diagndéstico mas solido.
1.2.2.2.1. Identificacién morfologica de Colletotrichum

El género Colletotrichum se ha identificado por las siguientes caracteristicas
morfoldgicas: forma y tamafio de esporas asexuales e hifas achatadas; algunas
especies pueden presentar o carecer de acérvulos, setas, esclerocio y estado
teleomorfo; al igual que las caracteristicas culturales pueden diferenciar en los
pigmentos de la colonia, variar la velocidad de crecimiento y tener diferentes

texturas (Hyde et al.,, 2009). Investigaciones han demostrado que C. truncatum
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posee conidios unicelulares translicidos con tamafio de 22,8 a 23,8 x 3 a 3,02 um,
traslucidos con paredes uniformes (lisas) y sin hifas septadas. C. truncatum tiene
una parte central poco curvada, paredes semejantes y acaba abruptamente con
base truncada y redonda, el cual tiene materia granular. A diferencia de C.
gloeosporioides que exhibe conidios ovoides con una medida de 13.56 a 14.24 x 4
a 4.02 ym. Otro ejemplo de estas caracteristicas morfoldgicas es en C. truncatum,
las colonias de esta especie son de forma regular o irregular, borde entero, son de
color blanco a salmén o de gris a negro y presentan masas conidiales formadas en
anillos concéntricos; las colonias de C. gloeosporioides exhiben un crecimiento
radial con bordes enteros u ondulados y suelen ser blancos con conidios naranjas
en el centro de la colonia. Por otro lado, Colletotrichum exhibe diferentes morfotipos
como borde circular y entero, micelio gris con masas de conidios de color naranja
(Rojo-Baez et al., 2017, Torres-Calzada et al., 2013). En la Figura 1-2 se pueden
apreciar la morfologia de especies de Colletotrichum en México en medio Agar de
Dextrosa de Patata (PDA).

Figura 1-2. Caracteristicas morfolégicas de especies de Colletotrichum en México.
A) Conidios asexuales; B) conidios asexuales (C. gloeosporioides); C) Morfologia
de colonias de C. truncatum; D) Morfologia de colonias de C. gloeosporioides; E)
Morfologia de la colonia de Colletotrichum sp. aislado de naranja. Fuente: Rojo-
Béez et al. (2017)
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Diferentes investigaciones han demostrado que Colletotrichum exhibe una
estructura reproductiva asexual conocida como acérvulos, los cuales se encuentran
separados con aspecto de disco, cerosos, se encuentran debajo de la epidermis
que salen del hospedante; contienen setas que tipicamente se observan como
espinas negras entre los margenes o conidioforos, las cuales, son sencillos y
oblongo; las esporas asexuales (conidios) son transparentes, ovoides y elongados
(Barnett and Hunter, 1998). Los conidios ovoides u oblongos o elongados no se
encuentran en todas las especies de Colletotrichum. Por ejemplo, C. dematiumy C.
lineola presentan conidios curvados (Damm et al., 2009).

Algunos estudios han reportado que el aspecto y tamafo de los apresorios y
conidios, no son de interés para clasificar y caracterizar las especies de C.
graminicola, principal especie de Colletotrichum que provoca antracnosis en el maiz
(Crouch et al., 2009). Especies con caracteristicas morfologicas similares pueden
presentar variaciones en el aspecto fisioldgico y patdogeno, dependiendo de las
condiciones de incubacion y ambientales, entre otras. De igual forma, los caracteres
morfoldgicos no son suficientes para un diagndstico preciso, ya que existen grandes
diferencias entre la morfologia fenotipica entre las especies en diferentes
condiciones ambientales (Cai et al., 2009). Para evitar la caracterizacion deficiente
de la identificacion convencional, el empleo combinado de las identificacion
molecular y el diagnostico convencional se han convertido ahora en una unica
técnica apropiada para el estudio de complejos de especies de Colletotrichum (Hyde
et al., 2009).

1.2.2.2.2. Identificaciéon molecular de Colletotrichum

A diferencia de la identificacion convencional, el estudio de &cidos nucleicos
es fiable para la identificacion de especies del género Colletotrichum. Sin embargo,
depender de una porcibn muy pequefia de secuencias de nucleétidos para
establecer las relaciones filogenéticas entre las especies del género Colletotrichum
es un inconveniente y un riesgo de construir esquemas (arboles filogenéticos) que
muestran las relaciones de los genes en lugar de crear esquemas que muestren la

relacion entre especies. Por tal razén, se recomienda el uso de la filogenia de

12



diversos genes para establecer las correlaciones entre las especies del género
Colletotrichum. Esto permite utilizarlo de apoyo para identificar complejos de
Colletotrichum (Cai et al., 2009).

Existen diferentes cédigos genéticos, o comunmente las llamadas regiones
génicas conservadas, para identificar especies fungicas. El espaciador interno
transcrito (ITS) del ADNr es la regibn mas empleada para identificar especies
fangicas (Schoch et al., 2012). Se utilizan diferentes regiones para estudiar especies
estrechamente relacionadas entre si para identificar Colletotrichum spp. Ademas de
la region ITS, también se utilizan la regién de actina parcial (Uddin et al.), B-tubulina
2 (B-Tubyz), calmodulina (CAL) (Jiang et al., 2014), glutamina sintetasa (Gan and
Wickings), quitin sintasa (CHS-1) (Villafana et al., 2020), histamina (HIS3), region
Inter génica de apn2, liasa (APN2) y MATI-2-1 (ApMat) (Fuentes-Aragon et al.,
2020) y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Cai et al., 2009, Hyde et
al., 2014). Lafilogenia de diversos genes se ha aplicado para dilucidar las relaciones
gue existe entre especies con conidios curvos en huéspedes plantas. Ejemplos de
esto incluyen el nuevo taxon C. hanaui, C. nicholsonii, C. paspali, entre otras
(Crouch et al., 2009).

La filogenia de multiples genes se considera confiable y exacta para
identificar y caracterizar las especies de Colletotrichum. Sin embargo, se considera
un método deficiente y de altos costos. En la actualidad, no es practico utilizar la
filogenia de multiples genes para identificar todas las especies, por lo que diferentes
investigadores han utilizado regiones génicas diferentes. El espaciador interno
transcrito es el mas utilizado para la identificar de hongos. Sin embargo, secuenciar
la region ITS no es completamente fiable para identificar especies de Colletotrichum
(Cai et al., 2009). Crouch et al., en el 2009 informaron una alta tasa de error de
identificacion del 86% basandose en la semejanza de secuencia de nucleétidos
dentro del complejo C. lineola. Ademas, las secuencias que se encuentran en
Genbank de la regién ITS, pueden causar confusién, al introducir secuencias con
nombres incorrectos o contener especies cripticas (Rojo-Baez et al., 2017). Por

ende, los estudios deben desarrollarse en un sentido polifasico que involucre
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caracterizacion morfologica, cultural, fisiolégica, patogénica, proceso de infeccion y
metabolitos secundarios, mientras que el estudio de un locus involucra
secuenciacion génica para ejecutar una combinacion de caracteres filogenéticos
(Cai et al., 2009). Por lo tanto, la identificacion de las especies de Colletotrichum
debe incluir ambos estudios para realizar un estudio eficaz y confiable.

1.2.2.3. Control de enfermedades producidas por Colletotrichum

El manejo de enfermedades originadas por el género Colletotrichum es de
importancia critica en la agricultura, ya que el género incluye diversas especies de

hongos fitopatdogenos que causan enfermedades en una amplia gama de cultivos.

Préacticas culturales adecuadas pueden reducir la incidencia y severidad de
las enfermedades causadas por Colletotrichum. Estas practicas incluyen la rotacion
de cultivos, la eliminacién de residuos de plantas y frutos infectados, la seleccion de
variedades resistentes, el uso de semillas libre de enfermedades; tratamientos
fisicos como atmosferas modificadas y el ozono en el fruto; manejo quimico,
especificamente fungicidas y control biolégico, macroorganismos, entre otros

(Landero-Valenzuela et al., 2016a, Phoulivong, 2011)

Como parte del control quimico, a menudo se utilizan fungicidas como
benzimidazol y estrobilurina que inhiben la divisibn nuclear y la respiracion
mitocondrial, respectivamente (Torres-Calzada et al., 2015). Ademas, para controlar
la antracnosis se han utilizado fungicidas como azoxistrobina, clorotalonil, entre
otros (Santamaria-Basulto et al., 2011). Diferentes investigaciones confirman que la
aplicacidon de diferentes fungicidas sintéticos ha provocado resistencia en especies
de Colletotrichum. Torres-Calzada et al. (2015) encontraron que los aislados de C.
truncatum eran susceptibles a cyprodinil-fludioxonil y mancozeb, y resistentes a
tiabendazol y azoxystrobin, fungicidas quimicos. Esto confirma que la resistencia al
fungicida tiabendazol es provocada por la alteracion en el gen de la B-tubulina a
cusa de la sustitucion del acido glutamico por alanina. Por este motivo, se ha
incrementado el interés por alternativas efectivas y que sean inocuas para el ser

humano y el medio ambiente, como el control biolégico.

14



El uso de agentes de control bioldgico para manejar enfermedades causadas
por Colletotrichum esta ganando atencién debido a su menor impacto ambiental y
su compatibilidad con practicas agricolas sostenibles. Hongos antagonistas,
bacterias, extractos de plantas y algunos polisacéridos son ejemplos de agentes
biolégicos que han mostrado potencial para el control de Colletotrichum. Bacillus
subtilis es utilizado para el manejo de antracnosis por su potencial para combatir
enfermedades provocadas por patogenos, antibiosis y competencia. Se ha
evaluado el potencial de B. subtilis, Rhodotorula minuta y la mezcla de estos
microorganismos en precosecha para el manejo de antracnosis provocada por C.
gloeosporioides en mango en poscosecha. La composicion fue 10%+10* ufc mL™,
superando al benomil utilizado como control quimico (Carrillo-Fasio et al., 2005).
Por otra parte, se han utilizado indicadores de resistencia para el control de
Colletotrichum. Un ejemplo de ello son el acido jasmonico y el acido salicilico, entre

otros (Landero-Valenzuela et al., 2016a).

Para reducir dafios por antracnosis generados por C. gloeosporides se han
propuesto tratamientos naturales externos o superficiales utilizando hidro-
dispersiones que mezclan proteinas, lipidos y/o polisacaridos, sin lograr eliminar por
completo los dafios poscosecha, por lo que aun resulta importante investigar el uso
de biomateriales que sean efectivos para el control de Colletotrichum (Solano-
Doblado, 2014). Coronado-Partida et al. (2017) evaluaron el impacto del quitosano
en el manejo in vitro de la especie Colletotrichum aislada del fruto de mango (M.
indica L.) cv. Tommy Atkins. Donde, utilizaron concentraciones de quitosano (bajo
y medio peso molecular) de 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 y 2 % para las pruebas in vitro.
Evaluaron el crecimiento radial micelial, el porcentaje de germinacion y la
esporulacion final para cada tratamiento. Obteniendo como resultado que la mejor

concentracion de quitosano es la de 1.5y 2 % confiriéndole un efecto antifungico.

En los ultimos afios se han desarrollado nuevas opciones para el control de
microorganismos fitopatégenos en antes y después de la cosecha, principalmente

hongos, ya que el uso de fungicidas quimicos es perjudicial para el consumidor y el
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medio ambiente. Una posibilidad es el uso del quitosano, que tiene propiedades

antifungicas.
1.2.3. Quitosano

El procesado de mariscos principalmente camarén y cangrejo, genera
desechos aproximadamente del 80% del peso vivo de los maricos, son residuos
como cabezas, conchas, patas, etc. que provocan polucién (Gildberg and Stenberg,
2001). Los residuos del procesamiento de mariscos contienen un 14-35% de quitina
(Pastrana, 2010). La quitina se obtiene principalmente de exoesqueletos de
crustaceos procesados (camaron, cangrejos y langostas). El creciente uso de
quitina, asi como sus derivados (quitosano), se debe a que, a diferencia de los
productos procesados a partir del petrdleo, la quitina se produce de los derivados
de la industria pesquera, es obtenida de una fuente natural renovable, no toxica ni

alérgica; ademas, antimicrobiana y biodegradable (Pillai et al., 2009).

La quitina es un biopolimero lineal, es el componente organico mas copioso
en la naturaleza después de la celulosa. Una caracteristica que distingue a la quitina
es insolubilidad en agua; sin embargo, su estructura porosa favorece a una elevada
absorcion de agua y presenta poca radioactividad. Es altamente soluble en acidos
concentrados, soluciones de cloruro de litio al 5% y algunos fluoroalcoholes; algunas
de estas propiedades limitan sus aplicaciones (Ramirez et al., 2010). La reaccion
por la cual se obtiene el quitosano se conoce como N-Deacetilaciéon. En la cual, se
genera una reaccion de la quitina con un medio basico. La molécula obtenida es
producto de la deacetilacion de los grupos aminos de la quitina, aproximadamente
el 60%, por tanto, aumentan los grupos amino (-NH). Este compuesto quimico es
conocido como poli [B—2—amino—2—-desoxi—D—glucopiranosa] y contiene
aproximadamente del 6-9% de nitrégeno, diferentes PM, caracteristicas

fisicoquimicas y purezas (Mati-Baouche et al., 2014).

La desacetilaciébn de la quitina produce quitosano, un aminopolisacarido
natural con mejores caracteristicas de solubilidad y reactividad. La modificacion
termo alcalina de la quitina conocida como N-desacetilacion, en la cual, se obtiene

quitosano (Figura 1-3); al sustituir los grupos acetamida de la quitina por grupos -

16



NH: se obtiene quitosano, al realizar tratamientos a la quitina con alcalis fuertes
(Romero Serrano and Pereira, 2020).

s on .
CHoOH Quiting 3 Quitosano cHg
- e il - CHy0H ¢o
W HO—— “~  Desacetilacion ..o\t -0 b
HON & T//Qﬂ[/ i T \ Ho/—l\__m )
O- —— el
> / o T
A CH20H \Y /O\f///\
(..:0 CH20H

....... Grupo amino
Grupo acetilo

Figura 1-3. Representacion de la N-desacetilacion de la quitina y su producto el
quitosano

El quitosano es un heteropolisacéarido lineal formado por 2-amino-2-desoxi-
B-D-glucopiranosa (unidades D) y 2-acetamida-2-desoxi-B-D-glucopiranosa
(unidades A) unidos por enlaces glicosidicos (B 1—4) (Figura 1-4) (Larez-
Velasquez, 2003). Las unidades D estan en mayor proporcion que las unidades A.
El grado de acetilacion (GA) es la relacion molar entre las unidades A frente al total
(A+D). las caracteristicas biologicas y fisicoquimicas del quitosano estan
determinadas por el grado de acetilacion. El quitosano es un copolimero cationico
gue se caracteriza por su cantidad de grupos -NH2 (Prashanth and Tharanathan,
2007).
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Figura 1-4. Representacion de una cadena de quitosano que contiene residuos de
monosacaridos 2-amino-2-desoxi-B-D-glucopiranosa (unidades D) y 2-acetamida-
2-desoxi-B-D-glucopiranosa (unidades A) unidos por enlaces B (1—4)

Durante la N-desacetilacion de la quitina, se eliminan aproximadamente un
50% de sus grupos acetilos, teniendo como producto al quitosano. Cuando se
alcanza el 100% en el grado de desacetilacion, el polimero se clasifica como
qguitano. La diferencia entre el quitosano y el quitano es la solubilidad en el medio
acuoso (Larez-Velasquez, 2006). La estructura quimica de la quitina y del quitosano
es similares a la estructura quimica de la celulosa, lo que permite que tengan
propiedades similares a la celulosa. (Figura 1-5). El enlace B (1—4) provoca la

estructura rigida y sin ramificaciones de estas moléculas.
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HO-N \\//
o o
CH20H

Figura 1-5. Estructura quimica de la celulosa, quitina y quitosano
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1.2.3.1. Propiedades fisicoquimicas del quitosano

Las propiedades fisicoquimicas del quitosano lo hacen una de las
macromoléculas naturales con mas interés en el mundo. Su configuracion molecular
permite diferentes cambios en su estructura, tanto mecanicas como quimicas, a
partir de estos cambios, se pueden obtener caracteristicas que revelan un potencial
para nuevas aplicaciones, especialmente en el campo de los biomateriales. El
quitosano tiene una pKa de 6.5 y es considerado un polielectrolito catiénico. Las
propiedades del quitosano son atribuidas a los grupos amino con carga positiva que
posee. Los grupos amino e hidroxilo en la estructura quimica del quitosano facilita

la modificacion quimica de esta molécula (Yadav et al., 2019).

Las propiedades fisicoquimicas le confieren el comportamiento al quitosano,
y puede diferir de acuerdo al método y la fuente de extraccion, asi como,
condiciones y el método de desacetilacion (Romero Serrano and Pereira, 2020). Las
caracteristicas fisicoquimicas mas importantes de este copolimero catiénico son el
grado de desacetilacion, peso molecular, solubilidad y viscosidad, estas

propiedades estan relacionadas entre si.
1.2.3.1.1. Grado de desacetilacion

El grado de desacetilacion (DA) se define como la proporcién de grupos -NH2
libres en una molécula de quitosano, es decir, la proporcion que existe entre las
unidades de glucosamina y las unidades N-acetil glucosamina presentes en esta
molécula, esta caracteristica influye directamente sobre las propiedades
fisicoquimicas del quitosano como la solubilidad, viscosidad, porosidad,
conductividad, entre otras, asi como en las propiedades biolégicas como su
bioactividad, biocompatibilidad, biodegradabilidad, etc., e influye en las distintas
aplicaciones del polimero (Yadav et al., 2019). EIl quitosano es la quitina que ha
sido desacetilada en un 60-75% o mas, lo cual, le confiere la solubilidad en acidos
organicos, esta solubilidad es la diferencia entre la quitina y el quitosano. La
reactividad quimica de los grupos amino en la molécula del quitosano le confiere

cierta versatilidad. Por lo tanto, es importante determinar el DA del quitosano antes
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de su uso en cualquier aplicacion. El método més utilizado para determinar el DA
es la espectroscopia de infrarrojo transformada de Fourier (Barragan et al., 2016),
debido a que es un método rapido, flexible y no se necesita la disolucién de la
muestra en un solvente acuoso. Existen otros métodos para determinar el DA del
quitosano como es la espectrofotometria UV — primera derivada, la titulacion
potenciométrica, la titulacion conductimétrica, la resonancia magnética nuclear
1HRMN y 13CRMN vy la calorimetria diferencial de barrido (DSC) (Romero Serrano
and Pereira, 2020, Lotmar and Picken, 1950, Kurita, 2006, Ehrlich et al., 2007,
Barragan et al., 2016).

1.2.3.1.2. Peso molecular

En los polimeros, al cambiar el peso molecular repercute directamente en la
viscosidad y solubilidad del polimero. Por ende, estas propiedades dependen
directamente del peso molecular (Ehrlich et al., 2007), en el caso del quitosano se
extiende hasta sus propiedades bioldgicas. Por lo tanto, determinar su PM es de
gran interés (Yamakawa, 1971). Si se conoce el PM y la conformacion de las
moléculas del copolimero, se puede estimar propiedades reoldgicas y mecanicas.
Existen diferentes métodos para determinar el PM en el quitosano, entre ellos se
puede mencionar la viscosimetria, dispersion de luz, la cromatografia de
permeabilidad en gel, etc. (Kasaai, 2007, Romero Serrano and Pereira, 2020). El
procedimiento mas usado para determinar el PM de esté biopolimero es el método
indirecto de viscosimetria, porque es mas rapido y sencillo y no es costoso en
comparaciéon con otros métodos. El principio del método de la viscosimetria esta

basado en determinar la viscosidad intrinseca del polimero (Wang et al., 1991).
1.2.3.1.3. Solubilidad

El quitosano resulta soluble en soluciones de acidos organicos y minerales
en condiciones determinadas. El quitosano es soluble en medio acido a pH<6
(Yadav et al., 2019). Sin embargo, es insoluble en agua pura y solventes organicos.
Se han realizado infinidad de investigaciones cientificas por mejorar la solubilidad

del quitosano en solventes organicos convencionales (Dutta et al., 2002,
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Desbrieres, 2004). La solubilidad del quitosano se la confiere los grupos aminos
libres en toda la cadena del polisacarido, formando la sal de quitosano en solucién.
Por lo tanto, la funcionalidad del quitosano en una solucién depende de las cargas
positivas del grupo amino presentes a lo largo de la cadena del polisacérido. A pesar
de, la solubilidad del quitosano no solo es atribuida al grado de desacetilacion, sino
también de la distribucion de los grupos amino en conjunto con el peso molecular,
clase de solvente, pH, la pKa, la temperatura y la fuerza de ionizacion del &cido, asi
como la concentracion de iones (Rinaudo, 2006). El quitosano de bajo peso
molecular tiene una mayor solubilidad en agua y son requeridos para la biomedicina
y la agricultura por la actividad antimicrobiana que presenta (Jung and Zhao, 2011).
El quitosano es insoluble en acido sulfurico y fosforico, pero soluble en acido
clorhidrico, nitrico y citrico. El acido formico es el mejor solvente para solubilizar el

guitosano, el acido mas empleado es el acido acético (De la Paz et al., 2013).

1.2.3.1.4. Viscosidad

El quitosano forma soluciones viscosas con diferentes tipos de acidos
organicos. La viscosidad de estas disoluciones depende de ciertos factores como el
peso molecular, el grado de desacetilacion, pH, concentracion, temperatura, fuerza
iGnica y el &cido utilizado. La viscosidad esta directamente relacionada con el peso
molecular. Por lo tanto, calcular la viscosidad permite una aproximacion al PM del
guitosano (Romero Serrano and Pereira, 2020). La viscosidad intrinseca [n] es la
capacidad que tienen las macromoléculas para incrementar la viscosidad de una
solucion sin presencia de interacciones intramoleculares, tiene una relacion con el
PM por medio de la ecuaciéon Mark-Houwink-Sakurada (Kasaai, 2007), permite
obtener el valor de la viscosidad intrinseca, asi como el peso molecular del
guitosano (Kasaai, 2007, Rinaudo, 2006, Yamakawa, 1971). El calculo de la
viscosidad intrinseca se realiza extrapolando a una concentracion cero, debido a
gue esta viscosidad determina el volumen especifico de un polimero. La viscosidad
intrinseca depende de la magnitud y apariencia de la molécula del polimero (soluto),

la interaccién con el disolvente y la temperatura. La rigidez de los enlaces 3 (1—4)
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en la estructura del quitosano, le confieren una mayor viscosidad intrinseca a la que

presentan otros polisacéridos de peso molecular similar (Hwang and Shin, 2000).
1.2.3.2. Propiedades biolégicas del quitosano

El utilizar productos bioactivos es uno de los mayores desafios de la
agricultura. En este sentido, el quitosano representa una alternativa prometedora
debido a sus propiedades naturales, importante actividad biolégica y facilidad de
extraccion. Diferentes investigaciones cientificas se han realizado con el propésito
de demostrar los mecanismos de accion y la eficiencia de este principio bioactivo,
principalmente para practicas agricolas. EIl quitosano tiene actividad biolégica
contra una diversidad de patdégenos, esta actividad se presenta de dos formas: al
inhibir el crecimiento del patdogeno e inducir la resistencia sistematica a infeccion del

patogeno (Rodriguez-Pedroso et al., 2009).

El grado de desacetilacion del quitosano influye notablemente sobre sus
propiedades fisicoquimicas y propiedades o actividad biolégica, siendo este clave
en diversas aplicaciones como en la adsorcion de iones metalicos, en peliculas
donde es responsable la fuerza de tension de estas, para su actividad inmunoldgica,

accion enzimatica, etc. (Struszczyk, 2002).

1.2.3.2.1. Actividad antifangica

La actividad antifangica del quitosano ha sido estudiada y demostrada. Se ha
demostrado que inhibe el crecimiento de numerosas especies de hongos al reducir
o inhibir completamente el crecimiento radial. El quitosano logra su efecto
antifangico por diferentes vias en las que el grado de polimerizacion de la molécula
del quitosano desempefia un papel importante. La disminucién del grado de
polimerizacién de la molécula de quitosano acorta el nUmero de especies de hongos
inhibidos. EIl quitosano suprime la esporulacion e impide la reproduccion del hongo.
Esta propiedad es favorecida por valores bajos de pH. La inhibicion del crecimiento
es provocada por los grupos amino protonados a pH 5.6 de la molécula del

guitosano causando la formacién de complejos polielectrolitos con grupos acidicos
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y basicos de la membrana citoplasmatica creando un caos (Rodriguez-Pedroso et
al., 2009). Asimismo, se ha descubierto una conexion entre la actividad antifingica
in vitro y el PM del quitosano (Bautista-Bafios et al., 2005).

Como se mencioné anteriormente, el quitosano inhibe una diversidad de
especies de hongos. Sin embargo, aquellos hongos que poseen en su pared celular
quitosano, no se obtiene el mismo efecto antifungico. Los hongos que poseen
guitosano en la pared celular son menos sensibles a la dosis adquirida de quitosano
debido a que la existencia del quitosano en la pared celular no produce dafio para
el microorganismo y las interacciones electrostaticas del quitosano agregado
(exogeno), cargado positivamente, no son favorecidas con la pared celular que
posee el quitosano que ya se encuentra presente (enddgeno), debido a que estas
tienen material con carga negativa (Li et al., 2007, Larez-Velasquez, 2008). Estas
observaciones dejan claros los principales requerimientos para una mayor
efectividad de la actividad antifungica del quitosano. Los siguientes requerimientos

son importantes para obtener una mayor efectividad fungicida del polimero:

1. La relacion entre la inhibicién fungica y la concentracion de quitosano
agregado es importante. Por lo tanto, para lograr una eficiencia alta, se deben
encontrar dosis adecuadas para cada especie de hongo patdgeno (Chien
and Chou, 2006, Larez-Velasquez, 2008).

2. La susceptibilidad de los hongos patégenos al quitosano también depende
de la fase de crecimiento y las diferentes etapas de su desarrollo. Las
investigaciones han demostrado que el quitosano inhib la germinacion de las
esporas de Penicillium expansum mas que Botrytis cinérea. Sin embargo,
sucede lo contrario en el desarrollo micelial de estas especies (Liu et al.,
2007). De igual forma, se observdé el mismo comportamiento para las
especies de Colletotrichum gloeosporioides y Botryosphaeria parva con la
aplicacién del agente fluazinam (Everett et al., 2005). Asi mismo, los conidios
son mas sensibles al quitosano que las hifas de algunos hongos

fitopatdégenos (Palma-Guerrero et al., 2008).
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3. La relacién directa entre el peso molecular del quitosano y la actividad
fungicida, es importante. Investigaciones con Alternaria alternata
demostraron que el quitosano de medio peso molecular tuvo un mayor efecto
inhibitorio en comparacion con quitosano de bajo y alto peso molecular
(Sanchez-Dominguez et al., 2011). Otras investigaciones reportan que se
obtuvo una inhibicion significativa con quitosano de bajo peso molecular en
esta misma especie (Lépez-Mora et al., 2013). En el hongo Mycosphaerella
Fijiensis Morelet que genera la Sigatoka negra que infecta al platano, se ha
observado que el quitosano de bajo PM y alto grado de desacetilacion tiene
un efecto inhibidor significativo sobre la germinacion de las esporas, lo cual

concuerda con investigaciones de diversos autores (Ayala et al., 2014).

La actividad antifungica del quitosano esta relacionada con sus propiedades
cationicas. La interaccion que existe entre los NH> libres del quitosano, cargados
positivamente en medio acido y los componentes fosfolipidos con carga negativa de
la pared celular, alteran la permeabilidad de la membrana plasmatica, provocando
alteraciones en sus funciones. Por ejemplo, retraccion y alteracion de la membrana
plasmatica, asi como el espesamiento de la pared celular. También, forma quelatos
con metales de transmision e inhibir algunas enzimas (Ayala et al., 2014, Benavides-

Lopez, 2019, Sanchez-Dominguez et al., 2007).
1.2.3.2.2. Actividad antibacterial

La actividad antibacterial o biocida del quitosano es atribuida a la protonacion
del grupo amino presentes en las unidades de glucosamina en pH<5.5 (medio
acido), esta caracteristica lo hace soluble en medio acuoso (Devlieghere et al.,
2004). Existen mecanismos de accion por el cual el quitosano ejerce dicha actividad

antimicrobiana:

1. La interaccién electrostatica que existe entre los grupos NH2 del quitosano,
cargados positivamente, y los lipopolisacaridos cargados negativamente de
la membrana externa de las bacterias Gram negativas, desestabilizandola,

alterando su permeabilidad, tanto en la pared celular como en la membrana
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exterior. El complejo polielectrolito cierra la membrana citoplasmatica,
obstruyendo el flujo de nutrientes y desechos, provocando la muerte de la
bacteria (Ganan et al., 2009, Kong et al., 2010).

2. Lainteraccion de los grupos NHs* de los policationes con los grupos P*Os*
(grupos fosforilo) de los fosfolipidos de la membrana plasméatica de las
bacterias Gram-negativas provoca dafio en estas bacterias, principalmente
la pérdida de sustancias intracelulares y el desequilibrio osmético
desestabilizando la célula. La expulsién del material intracelular se ve
favorecida por el quitosano por el grado de acetilacion mas altos, tanto en
bacterias Gran negativas como en Gran positivas (Raafat et al., 2008, Verlee
et al., 2017).

3. El quitosano puede penetrar la membrana celular de las bacterias Gram
positivas y lograr entrar hasta el interior de la célula interaccionar con el ADN
e inhibir la replicacion del ARNm y la sintesis de proteinas (Li et al., 2007).
Sin embargo, el tamafio de la molécula del quitosano cargado positivamente

puede ser demasiado grande para penetrar la célula (Chung et al., 2003).

Con estos mecanismos podemos deducir que la actividad antibacteriana del
guitosano depende de los factores que ayudan a resaltar las cargas positivas en la
cadena del polimero. Podemos destacar factores como el DA, distribucién de los
grupos aminos a lo largo de la cadena, tamafio o longitud de la cadena, el peso
molecular, el pH, la fuerza i6nica del medio y la temperatura (Larez-Velasquez,
2008).

1.2.3.2.3. Actividad antiviral

El grado de polimerizacién, el grado de desacetilacion, las cargas positivas y
el caracter de la modificacion quimica de la molécula del quitosano le confieren el
efecto antiviral a esta molécula. Los mecanismos de supresion por el cual el
quitosano ejerce la actividad antiviral aun son discutidos (Wisniewska-Wrona et al.,
2007). La inactivacion de la particula del fago y la inhibicion de reproduccion del

bacteridéfago a nivel celular son los principales factores de supresion de infecciones

25



del fago por quitosano. La habilidad del quitosano para inducir resistencia a las
enfermedades virales en plantas y para prevenir la reproduccion del bacteriéfago en
cultivos infectados por microorganismos le confieren la actividad antiviral (Chirkov,
2002). La capacidad del quitosano para suprimir las infecciones virales en las
plantas no depende del tipo de virus. El quitosano afecta a las plantas al inducir su
propia resistencia a las infecciones virales. El quitosano imita el contacto entre
plantas y fitopatdgenos, induce una amplia gama de respuestas de defensa en las
plantas, limita la propagacion sistémica de virus en las plantas y conduce al
desarrollo de resistencia sistémica adquirida (Rabea et al., 2003).

1.2.3.2.4. Efectos del quitosano sobre la fisiologia de las plantas.

En las ultimas décadas se ha estudiado la capacidad que tiene el quitosano
para inducir respuestas de defensa en las plantas. Cuando el quitosano entra en
contacto con las plantas ocurren cambios fisiologicos y bioquimicos dentro de la
planta inducidos por el quitosano. Cuando la planta desarrolla un mecanismo de
resistencia al ser atacada por un patdgeno, ocurre la muerte celular o una respuesta
en el sitio de infeccidn y por consiguiente una serie de respuestas de defensa en la
célula dafiada. Generando especies reactivas de oxigeno, cambios en la pared
celular, principalmente cambios estructurales, acumulacion de proteinas
directamente relacionadas con la defensa y la biosintesis de fitoalexinas
(Rodriguez-Pedroso et al., 2009).

1.2.3.3. Aplicaciones del quitosano

La pureza del quitosano, se relaciona directamente con el contenido de
ceniza. Asi mismo, la ausencia de bacteria esta relacionado con las unidades que
estan repetidas en un polimero (grado de polimerizacién), la presencia de metales
pesados, humedad, el orden estructural de la molécula y la variacion. Estas son
propiedades importantes para determinar las interacciones con sistemas biolégicos.
Estas caracteristicas deben ser reportadas, principalmente si el quitosano esta

destinado al consumo humano, biofarmacéutica, biomédicas y agricolas. En el caso
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de las aplicaciones industriales, el reporte de estas caracteristicas, depende de la

peticion del consumidor directo (Aranaz et al., 2009).

A continuacion, se describen las aplicaciones cientificas e industriales del
guitosano, las cuales describen su versatilidad. Las aplicaciones que se describen
son solo algunas de la amplia gama posible, mostrando la utilidad que tiene en el
desarrollo de areas vitales como es la agricultura, alimentos y bebidas, tratamiento
de aguas residuales, en la industria papelera y adhesivos, en el area cosmética,
oftalmologia, medicina y biosensores.

1.2.3.3.1. Aplicaciones cientificas
1.2.3.3.1.1. Agricultura

Existe una diversidad de aplicaciones en el area de la agricultura, se han
desarrollado recubrimientos de semillas, frutos, hojas y vegetales frescos con
peliculas de quitosano, con la finalidad de ampliar la conservacion durante su
almacenamiento También se ha utilizado como agente bactericida y fungicida al
inicio de las plantaciones para la proteccion de plantulas (Larez-Velasquez, 2006).
Asi mismo, se ha utilizado en sistemas liberadores de fertilizante. Se ha utilizado
para retener sustancias nutritivas en el suelo, mejorar la calidad y productividad de

los cultivos y en alimentos para animales (Philibert et al., 2017).
1.2.3.3.1.2. Industria alimentaria

Las aplicaciones del quitosano en la industria alimentaria principalmente son
para la preservacion natural de los alimentos, produccion de peliculas protectoras
para envases de alimentos y clarificacién y des acidificacion de frutas y bebidas. Asi
como, agentes espesantes y estabilizadores de alimentos y bebidas. El quitosano
también es utilizado como ingrediente nutricional, agente antioxidante y extensor de
vida util de alimentos (De la Caba et al., 2019). En los ultimos afios sean realizado
investigaciones en donde se utiliza el quitosano para la fabricacion de peliculas y
recubrimientos comestibles. Se ha demostrado que las peliculas y recubrimientos

comestibles a base de quitosano tienen buenas propiedades mecanicas y de
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barrera extendiendo la vida util y mejorando la calidad nutricional de los alimentos

poco procesados (Cardona and Fernandez, 2020).
1.2.3.3.1.3. Industria papelera y adhesivos

El quitosano se utiliza en la adsorcion de particulas metélicas cargadas
negativamente, recubrimientos de barrera en el papel y cartén. Se utiliza como
agregado en la fabricacién de papel, adhesivo para papel y cartdn, y se utiliza como
agente deodorizante para quitar o reducir olores (Boeriu and van den Broek, 2019).
El papel de quitosano se considera demasiado resisten y es parecido al papel de
celulosa, esta caracteristica se debe se debe a que las moléculas de ambos

polimeros solo se diferencian en dos grupos funcionales (Huertaa et al., 2012).

1.2.3.3.1.4. Tratamiento de aguas

El quitosano se considera una sustancia amigable con el medio ambiente,
por este motivo, el tratamiento de aguas es el area de aplicacion mas importante
del quitosano, ya que se considera un material respetuoso con el medio ambiente.
Principalmente, es utilizado como aglutinante para aguas residuales con
demasiadas particulas en suspension y alta capacidad para neutralizar algunos
acidos (Caldera et al., 2009, Diaz et al., 2015). Asi mismo, como floculante para la
eliminar particulas coloidales y aceite de pez. En soluciones acuosas el quitosano
tiene la capacidad de capturar metales pesados y pesticidas. Algunos derivados del
guitosano tienen la capacidad de eliminar metales pesados como los derivados del
acido alqueno dioico (Gutierrez, 2022). En el tratamiento de aguas de la industria
textil, el quitosano tiene la capacidad de adsorben algunas tintas, remover mercurio
en solucién y es selectivo a la hora de eliminar materiales con densidad alta como

los metales pesados por adsorcién (Diaz Ponceca et al., 2018).
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1.2.3.3.2. Aplicaciones industriales
1.2.3.3.2.1. Medicina

En la actualidad, entre las aplicaciones en la medicina del quitosano podemos
mencionar la produccion de materiales de curacion y cremas para quemaduras. El
quitosano también es utilizado en la terapia contra el cancer, transporte de material
genético y medicamento a través de la membrana. También es utilizado en la
elaboracion de microcapsulas y microesferas. El quitosano se puede utilizar como
excipiente en la formulacion de medicamentos, en la preparacion de nanobio-
dispositivos como nanocapsulas de carbono, grafito, tungsteno, etc. (Jayakumar et
al., 2010, Alves and Mano, 2008). En el area de la medicina, el quitosano tiene una
amplia gama de aplicaciones como se mencion0 anteriormente. Ademas, el
quitosano es utilizado en la fabricacion de lentes de contacto y bandas oculares
(Andueza and Hochhaus, 2013). También, se utiliza en la odontologia en la
fabricacion de nanomateriales de uso dental, perno metalico dental, pasta de

dientes, etc. (Armijos Briones et al., 2022).
1.2.3.3.2.2. Cosmeética

En el area cosmética existe una amplia gama de aplicaciones de este
biopolimero. Por ejemplo, la fabricacion de capsulas para adelgazar, conocidas
comunmente como “atrapa-grasa’”, es la aplicacion que mas aprovecha al quitosano
(Ramos-Cruz, 2015). En la elaboracién de jabones, shampoos, cremas de afeitar,
crema para la piel, pasta de dientes, entre otros, se utiliza el quitosano como aditivo
bactericida. También es utilizado como agente hidratante para la piel, el cual

suministra agua y evita la resequedad (Larez-Velasquez, 2006).
1.2.3.3.2.3. Biosensores

En este campo existe una diversidad de aplicaciones del quitosano,
principalmente como soporte para inmovilizar enzimas sensibles a sustratos
especificos. El quitosano se puede utilizar como sensor para determinar glucosa en

sangre, basandose en inmovilizar la enzima glucosa oxidasa sobre el quitosano,
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utilizando como adicion el Azul de Prusia. Asi mismo, se utiliza como sensor para
la deteccion de fenoles en el tratamiento de aguas de la industria, basdndose en
inmovilizar la enzima tirosina. El quitosano se puede utilizar como sensor en la
inmovilizacién de nanoparticulas especialmente ordenadas (Zhu et al., 2002, Wu et
al., 2005).
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RESUMEN

El género Colletotrichum es el causante de un grupo de enfermedades
conocidas como antracnosis, las cuales pueden manifestarse tanto en la planta
como en los frutos. El fruto sufre dafios desde su formacion y desarrollo
(precosecha) y hasta la poscosecha por este fitopatdgeno. La principal forma de
reducir las pérdidas en pre y poscosecha causadas por este fitopatdogeno es el uso
de fungicidas. Sin embargo, los productores usan indiscriminadamente los
fungicidas teniendo como consecuencias contaminacion ambiental, altos costos,
abandono total del cultivo, la resistencia de microorganismos patégenos, riesgos a
la salud ocasionados por residuos toxicos, etc. Por ello, existe la necesidad del
control de este tipo de fitopatbgeno con alternativas amigables con el medio
ambiente, entre ellas el quitosano. El quitosano es un aminopolisacarido de origen
natural, no toxico y biodegradable. El cual, posee propiedades biologicas
importantes, entre ellas su actividad como fungicida. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar la susceptibilidad de especies de Colletotrichum a
guitosano de bajo peso molecular. Las cepas utilizadas en esta investigacion son
C. siamense aislado del cultivar Tommy Atkins en Tepic, Nayarit (334), C. siamense
aislado del cultivar Tommy Atkins en Nueva ltalia, Michoacan (Dowling et al., 2020)
y C. asianum aislado del cultivar Manila en Tierra Blanca Veracruz (310). La

susceptibilidad del quitosano sobre el crecimiento radial del hongo se evalu6 en
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medio PDA y quitosano al 1%, como controles se utilizaron PDA y acido lactico, se
determiné la biomasa en el ultimo dia de crecimiento radial de cada especie. El
andlisis de resultados se llevo a cabo mediante un Analisis de Varianza (ANDEVA)
y la prueba de Tukey con el software JMP version 2005; las cepas mostraron
inhibiciébn al quitosano al 1%. La cepa 334 y 310 mostro diferencias minimas
significativas entre el PDA (0.034+0.002 y 0.01+0.00) y quitosano al 1%
(0.008+0.000 y 0.008+0.000) en biomasa (mg/mm?), en el tiempo (h) 120 y 216,
respectivamente, mientras la cepa 316 no mostro diferencias minimas significativas
entre el acido lactico (0.01+0.00) y el quitosano al 1% (0.020200+0.004529), pero si
mostro diferencias minimas significativas con respecto al PDA (0.044+0.004) en
biomasa (mg/mm?), en el tiempo (h) 168. En base a los resultados obtenidos
mediante el analisis estadistico se concluy6 que el quitosano inhibe el crecimiento
de Colletrotrichum spp. por lo tanto, existen cepas susceptibles al quitosano, el cual
puede ser considerado para evaluarse como una alternativa amigable con el medio

ambiente en el control de antracnosis.
1.3. INTRODUCCION

Colletotrichum es un fitopatégeno que comprende mas de 100 especies
responsables de causar antracnosis en regiones tropicales y subtropicales
(Bautista-Bafios et al., 2003). Actualmente existen diferentes alternativas para el
control de Colletotrichum spp. entre las mas comunes encontramos los plaguicidas,
los cuales, causan resistencia en los hongos patdégenos, por este motivo existen
diferentes métodos para el control de este tipo de fitopatbgenos en pre y
poscosecha. Entre los métodos de control se encuentra ozono, luz ultravioleta (Cia
et al.,, 2009), tratamientos hidrotérmicos, atmosferas modificadas, aire caliente
(Ragazzo et al., 2015, Karabulut and Baykal, 2004, Gutiérrez-Alonso et al., 2004),
agentes de control biolégico (Vos et al., 2014) y extractos de plantas (Bautista-
Barfios et al., 2003). En los ultimos afios, se ha extendido el uso y aceptacion de
productos naturales para remplazar materiales que se generan artificial o
sintéticamente. Por este motivo ha surgido el interés en la investigacion por utilizar

polisacéaridos, extractos de plantas, aceites esenciales, etc. Como respuesta, una
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alternativa a la aplicacion de productos quimicos sintéticos para el control de
microorganismos que perjudican al sector agricola es la aplicacion de
biorracionales. Los biorracionales son definidos como productos o sustancias
generados por plantas, minerales o microorganismos, que son biodegradables y
pueden ser especificos para el control del microorganismo de interés (O Farrill-
Nieves, 2024). Respecto al uso de polisacaridos con propiedades antifungico,
Bautista-Bafios et al. (2003) encontraron que los extractos de semilla de papaya,
solo y mezclado con quitosano para el control de Colletotrichum en papaya en
poscosecha, el quitosano inhibié el crecimiento miceliar a concentraciones entre 2.5
y 3%. Demostrando que a una concentracion de 1.5% de quitosano, la severidad
fue de 1%. Lo cual demuestra que el quitosano tiene propiedades antifungicas en
contra de fitopatdogenos que pertenecen al reino fangico, esta actividad antifingica
es atribuida a las cargas policationicas del quitosano las cuales interactian con las
cargas negativas que poseen las paredes celulares de los hongos inhibiendo o
desactivando la germinacion de esporas (Everett et al., 2005). La necesidad de
controlar las enfermedades pre y poscosecha es lo que ha permitido desarrollar
nuevas investigaciones que contribuyan al éxito de la agricultura sustentable. El
desarrollo de nuevas alternativas tiene como objetivo disminuir la aplicacion de
productos quimicos para el control de fitopatdbgenos. Ademas, tiene como finalidad
de desarrollar un sistema de produccion, que beneficie al productor y obtener
productos de calidad para el consumidor, sin impactar de forma perjudicial al medio
ambiente (Landero-Valenzuela et al., 2016b). El objetivo de esta investigacion fue
“evaluar la susceptibilidad de especies de Colletotrichum a quitosano de bajo peso

molecular”.

1.3.1. Teoria
1.3.1.1. Colletotrichum

Colletotrichum es un género de hongos patdégenos que ocasiona
enfermedades como antracnosis en diferentes hospedantes; se manifiesta en
lesiones semicirculares con hundimientos en forma de anillos concéntricos (Hyde et

al., 2009). A nivel mundial se reporta la antracnosis en frutas, hortalizas, cereales,
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plantas herbaceas, maderables y ornamentales, entre otras; sobre todo en zonas
templadas y tropicales (Udayanga et al., 2013). Colletotrichum incluye méas de 100
especies responsables de antracnosis en casi todos los cultivos, como por ejemplo
C. gloeosporioides, C. truncatum, C. graminicola, C. boninense, entre otras (Crouch
et al.,, 2014). Debido a su importancia cientifica y econémica, las especies de
Colletotrichum ocuparon el octavo lugar en la clasificacion mundial de patégenos de
plantas (Damm et al., 2012).

La antracnosis genera pérdidas importantes en pre y poscosecha ya que
ocasionan una reduccion en la calidad y cantidad de diversos cultivos. Las pérdidas
pueden llegar hasta el 100 % dependiendo del patdgeno y las condiciones climaticas
(Landero-Valenzuela et al., 2017); por ejemplo, en el cultivo intensivo de papaya
bajo manejo de fungicidas, la prevalencia de antracnosis en campo y en poscosecha

ha provocado pérdidas superiores al 50 % (Rojo-Baez et al., 2017).
1.3.1.2. Quitosano

El quitosano es un amino-polisacarido natural, producto de la N-
desacetilacion termo alcalina de la quitina aislada principalmente de desechos de
crustaceos. El quitosano define a una familia de heteropolisacaridos lineales que
estan formados por 2-amino-2-desoxi-p-D-glucopiranosa (unidades D) y 2-
acetamida-2-desoxi-B-D-glucopiranosa (unidades A) unidos por enlaces 3 (1—4).
Las unidades A estan en menor proporcion que las del tipo D. la relacion molar que
existe entre las unidades A frente al total (A+B), se le conoce como el grado de
acetilaciéon (GA), o como una fraccién (FA) (Hernandez-Lauzardo et al., 2005). El
GA determina las propiedades fisicoquimicas y biolégicas del quitosano. Este
copolimero catidnico se caracteriza por su elevado numero de grupos aminos
(Bautista-Bafios et al., 2004).

El quitosano es polielectrolito catiénico con una pKa de 6.5, debido a que este
polisacarido tiene en su estructura grupos amino con carga positiva, esto le confiere
propiedades particulares. La modificacion quimica del quitosano es facilitada a la

presencia de grupos amino e hidroxilo en la estructura de la molécula. La
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funcionalidad del quitosano depende de sus propiedades fisicoquimicas, y varian
dependiendo de la fuente y el método de obtencion de la quitina, del método y las
condiciones de desacetilacién, etc. (Bautista-Bafos et al., 2005). Las propiedades
fisicoquimicas del quitosano son el grado de desacetilacion, viscosidad, peso
molecular y solubilidad, estas propiedades fisicoquimicas estdn estrechamente
relacionadas entre ellas (Bautista-Bafios et al., 2017).

1.4. MATERIALES Y METODOS
1.4.1. Cepas

Las cepas utilizadas en esta investigacion (Cuadro 2-1) fueron
proporcionadas por el Dr. J. M. Tovar Pedraza del Laboratorio de Fitopatologia,
Coordinacion Culiacan, Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo,
Culiacan, 80110 Sinaloa, México. Para la reactivacion de los aislados, se preparo
una siembra por picadura en el centro de la placa Petri con agar papa dextrosa
(PDA) y se incubo durante 10 dias a 25°C.

Cuadro 2-1 Informacién de las cepas de Colletotrichum

Clave del

aislado Especie Origen Cultivar
310 C. asianum Tierra Blanca, Veracruz Manila
316 C. siamense Nueva ltalia, Michoacan Tommy Atkins
334 C. siamense Cuajinicuilapa, Guerrero Tommy Atkins

1.4.2. Susceptibilidad

Se prepar6 una solucién de quitosano (Fluka BioChemika, Japon) de bajo
peso molecular (Ehrlich et al.) en &cido lactico 0,05 M con pH 5,6, con agitacién a
25°C hasta disolver completamente y se esterilizaron a 121°C durante 15 minutos.
Posteriormente, se prepararon medios de cultivo con agar papa dextrosa (PDA)
acidificado con &cido lactico 0,05 M estéril mezclado con quitosano y se obtuvo una

solucién de 1 g/L de quitosano de bajo PM y control acidificado con acido lactico
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0,05 M (medio PDA sin quitosano) y PDA. Se vaciaron 20 mL de medio de cultivo
en caja Petri. Con un asa de argolla se realizé una siembra por picadura en el centro
de la placa Petri. Se incubd a 25°C y se midi6 manualmente dos didmetros de la
colonia cada 24 horas por placa. Se calcul6 velocidad de crecimiento radial (uh-1)

de la fase log. El ensayo se realiz6 por triplicado (Plascencia-Jatomea et al., 2003).
1.4.3. Densidad micelial maxima en placa

En vaso de precipitado de vidrio con capacidad de 300 mL, se adicioné 100 mL de
agua destilada, la cual se puso en ebullicién, posteriormente se adiciono el medio
de cultivo con el inoculo, el cual fue incubado con anterioridad hasta alcanzar un
crecimiento maximo del 85 al 90% de la caja Petri. Se dejo en ebullicion por 3 min
y se repitio el primer paso tres veces hasta disolver por completo el medio de cultivo,
posteriormente se colocé el micelio obtenido en tubos de centrifuga de 50 mL a peso
constante previamente pesados. Se centrifugo a 5000 rpm por 5 min, se desechd el
sobrenadante, se secO en una estufa a 70°C durante 24 horas posteriormente se
registré el peso. Una vez obtenidos estos datos, se estimo la densidad micelial
maxima en placa (DMP) (microgramos/mm?) para cada uno de los tratamientos

utilizando la férmula:
DMP = ((peso del tubo con el micelio - peso del tubo sin micelio) / (Xiao et al., 2004))

El area se determind a partir de la Gltima medicion que alcanzo la cepa (crecimiento

maximo del 85 al 90% de la caja Petri).
1.4.4. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron a través de un Analisis de Varianza (ANDEVA) y

la prueba de Tukey en el software JMP version 2005.
1.5. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 2-1 se puede observar la fase log sefialada con lineas punteadas, para

poder identificar la fase log se aplico el Ln (radio (mm)), esta fase se utiliz6 para
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determinar la velocidad de crecimiento radial (ph-1), tomando los valores que
comprenden esta fase logaritmica en un determinado tiempo. También se puede
observar que la fase log es diferente para cada cepa (334, 316 y 310) y para cada
control (PDA y acido lactico) de cada cepa.
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Figura 2-1. Ln (radio (mm)) con respecto al tiempo (h) para controles PDA y acido
lactico para las cepas 334, 316 y 310 indicando la fase log con lineas punteadas

El crecimiento radial (mm) de las cepas 334, 316 y 310 se puede observar en

la Figura 2-2. En la Figura 2-2A se muestran los resultados del crecimiento radial de

la cepa de C. siamense (334) para quitosano (1 g/L) y sus respectivos controles
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(PDA vy &cido lactico). Se puede observar que el quitosano reduce el crecimiento
radial para esta especie (C. siamense), comparandolo con el control PDA y &cido
lactico. El efecto inhibitorio en el crecimiento radial de la cepa 334 fue mayor en el
quitosano que el del acido lactico, por lo tanto, se puede descartar que el efecto
inhibitorio fuese causado por el acido lactico. Este comportamiento se puede
observar en las cepas 310 (Figura 2-2C) (C. asianum). La actividad antifingica del
quitosano es atribuida a su caracter policationicas que le permite unirse a moléculas
cargadas negativamente tales como acidos nucleicos, proteinas o fosfolipidos, etc.
afectando el crecimiento micelial y provocando dafio a nivel de la membrana
plasmatica afectando principalmente la germinacion de esporas (Rodriguez-
Pedroso et al., 2016, Ragazzo et al., 2015, Pérez-Legaspi et al., 2015). La actividad
antifingica y el mecanismo de accion del quitosano estan relacionados con la
interaccion de sus grupos amino libres que estan cargados positivamente en medio
acido, con las macromoléculas expuestas en la pared celular del hongo. Este
caracter inhibitorio también se relaciona con la inhibicibn de algunas sintesis
enzimaticas (peroxidasa, quitinasa, poligalacturonasa, etc.), las cuales estan
presentes en los hongos (Rincon et al., 2006, Varela et al., 2015a). Algunos autores
reportan que el quitosano inhibe el crecimiento micelial en diferentes aislados de
Colletotrichum obtenidas de diferentes fuentes, pero esto dependera de la
concentracion del quitosano (Gutiérrez-Martinez et al., 2017) En la Figura 2-2A y 2-
2B que muestran el crecimiento radial de las cepas 334 (C. siamense) y 316 (C.
siamense) se puede observar con claridad que el acido lactico favorece el
crecimiento de C. siamense con respecto al PDA. Autores reportan el uso de acido
lactico para inhibir la germinacibn de esporas durante la incubacién C.
gloeosporioides (Ferreira et al., 2009). En la Figura 2-2B se puede observar el
comportamiento de la cepa 316 (C. siamense), el crecimiento radial para esta cepa
tiene el mismo comportamiento tanto para el control PDA, asi como para el
guitosano (1 g/L), esto indica que la cepa tiene una capacidad de adaptaciéon de
crecimiento mayor con respecto a las otras cepas (334 y 310), siendo mas resistente
al estrés por compuestos como el quitosano. En estudios previos se ha comprobado

gue algunas especies como C. fragariae y C. acutatum han mostrado resistencia a
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compuestos quimicos sintéticos como el benomilo y tiabendazol. Esta resistencia
ha sido provocada por el uso continuo de fungicidas para el control de fitopatégenos
(Tanaka et al., 2007). Los resultados de la densidad micelial maxima en placa
(microgramos/mm2) y velocidad de crecimiento radial (uh-1) de la fase log se
pueden observar en la Cuadro 2-2. Se puede observar que el quitosano inhibi6
significativamente la velocidad de crecimiento radial para las tres cepas (334, 316y
310), esta reduccion de la velocidad de crecimiento radial en la fase log nos indica
gue esta reduciendo la tasa de crecimiento como un efecto fungistético (inhibe o
impide la actividad del hongo). Por lo tanto, no se observa una defensa del
microorganismo. se puede observar que existe una reduccion significativa de la
densidad micelial maxima en placa para la cepa 334 en el quitosano (1 g/L), de
manera que, el quitosano esta generando un efecto fungistatico en donde esta
inhibiendo el desarrollo radia que corresponderia al micelio vegetativo, asi como,
también inhibe el micelio aéreo que representa la estructura reproductora del hongo,
este efecto es mas evidente en la cepa 334 comparada con las cepas 316 y 310, en
las cuales, no hay diferencia minimas significativas entre el control PDA-Iactico y el
guitosano. Sin embargo, si hay un efecto minimo significativo entre los controles.
De forma que, estad produciendo mas micelio vegetativo con respecto al control
PDA-Iactico.
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Figura 2-2 Crecimiento radial (mm): cepa 334 (A); cepa 316 (B); cepa 310 (C)
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Cuadro 2-2 Densidad micelial maxima en placa y velocidad de crecimiento radia
de la fase log de especien de Colletotrichum

Densidad micelial Velocidad de
Cepa/Tiempo” (h) Tratamiento maxima en placa crecimiento radial (ph
(microgramos/mm?) 1 de la fase log
PDA 34.98+2.38% 236.13+124
334/120 PDA-LACTICO 25.90+1.88" 255+18%
QUITOSANO 8.28+0.90°¢ 10.4+0"
PDA 44.08+4.62" 223+44
316/168 PDA-LACTICO 16.15+0.46° 2344257
QUITOSANO 20.20+4.53" 14+08
PDA 16.61+0.85* 222+54
310/216 PDA-LACTICO 13.97+3.158 198+28
QUITOSANO 10.22+1.998 14+1°

Tiempo de cobertura micelial del 90% de la superficie de la placa de Petri. Letras superindices indican grupos
estadisticos por Cepa/Tiempo. Cepa C. siamense (334); C. siamense (Dowling et al., 2020); C. asianum
(310).Concentracion de quitosano 1g/L

1.6. CONCLUSIONES

El quitosano inhibié el crecimiento radial, la velocidad de crecimiento radial y
densidad micelial maxima en placa que corresponden o se pueden relacionarse con
el micelio vegetativo y aéreo de C. siamense y C. asianum sin observar una
respuesta o defensa del microorganismo, por consiguiente, esta inhibicidbn puede
atribuirse al efecto fungistatico provocado por el quitosano. De forma que, el
guitosano puede ser estudiado para el control de fitopatdgeno en el control de

antracnosis.
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Abstract

In Mexico, the mango crop is affected by anthracnose caused by
Colletotrichum species. In the search for environmentally friendly fungicides,
chitosan has shown antifungal activity. Therefore, fungal isolates were obtained from
plant tissue with anthracnose symptoms from the state of Guerrero in Mexico and
identified with the ITS and B-Tub2 genetic markers. Isolates of the Colletotrichum
gloeosporioides complex were again identified with the markers ITS, Act, B-Tub2,
GADPH, CHS-1, CaM, and ApMat. Commercial chitosan (Aldrich, lot # STBF3282V)
was characterized, and its antifungal activity was evaluated on the radial growth of
the fungal isolates. The isolated anthracnose-causing species were C.
chrysophilum, C. fructicola, C. siamense, and C. musae. Other fungi found were
Alternaria sp., Alternaria tenuissima, Fusarium sp., Pestalotiopsis sp., Curvularia
lunata, Diaporthe pseudomangiferae, and Epicoccum nigrum. Chitosan showed

78% deacetylation degree and a molecular weight of 32 kDa. Most of the
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Colletotrichum species and the other identified fungi were susceptible to 1 g L-1
chitosan. However, two C. fructicola isolates were less susceptible to chitosan.
Although chitosan has antifungal activity, the interactions between species of the
Colletotrichum gloeosporioides complex and their effect on chitosan susceptibility
should be studied based on genomic changes with molecular evidence.

Keywords: phytopathogen; Colletotrichum complex; antifungal; chitosan
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3.1INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos durante el

(. gloeosporioides complex

almacenamiento previo y posterior a la cosecha generan pérdidas significativas para
los agricultores y generan condiciones de inseguridad alimentaria (Herrera-
Gonzalez et al., 2020). Los agricultores han logrado minimizar las pérdidas en la
produccion de productos hortofruticolas con el uso de agroquimicos, por ejemplo,
fungicidas como azoxistrobina, fludioxonil, captan, merivon, imazalil, propiconazol,
fosetil-Al, ortofenilfenol, procloraz, pirimetanil, metiltiofanato, tiabendazol, y
fludioxonil, entre otros (Garcia-Mateos et al., 2021, Gonzalez-Alvarez et al., 2015,
Herrera-Gonzalez et al., 2020, Palou and Montesinos-Herrero, 2015). Sin embargo,
algunas de las desventajas del uso de estos productos son la resiliencia que pueden
desarrollar los hongos (Shahid et al., 2017), el dafio a la salud y al medio ambiente
(Gan and Wickings, 2017). Esto resalta la necesidad de controlar las enfermedades
en poscosecha y precosecha, causadas por fitopatdgenos con compuestos que
contribuyan al éxito de la agricultura sostenible y reduzcan el uso de agroquimicos

nocivos (Mesa et al., 2019). El desarrollo de alternativas a los fungicidas
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tradicionales tiene como objetivo reducir los productos nocivos para el medio
ambiente para controlar los hongos fitopatdgenos (Landero-Valenzuela et al., 2017).
En este sentido, algunos compuestos de origen natural, como aceites esenciales,
extractos metandlicos, extractos de plantas, lipoproteinas y quitosano, han
mostrado efectos antifingicos (Maia et al., 2015, Mesa et al., 2019, Ramirez-Navas
et al., 2016).

El quitosano es el derivado directo de la quitina; es un compuesto natural,
biodegradable, no téxico, con efectos fungicidas que inducen mecanismos de
defensa en los tejidos vegetales (Rios-Ruiz et al., 2020). Asimismo, el quitosano ha
sido evaluado en hongos fitopatdgenos demostrando su actividad antifangica frente
a Fusarium, Rhizopus, Aspergillus, Alternaria y Colletotrichum (Castafieda-Ramirez
et al., 2016, Hernandez-Téllez et al., 2018, Rodriguez-Romero et al., 2019, Varela
et al., 2015b). Los beneficios del quitosano en la agricultura fomentan su uso para
el control pre y poscosecha de frutos horticolas (Bautista-Bafios et al., 2017). Sin
embargo, la sensibilidad de las diferentes cepas fungicas al quitosano a menudo
varia segun las caracteristicas intrinsecas propias de cada especie, por ejemplo,

particularidades en la composicion de la pared celular y la membrana.

Una de las frutas mas importantes de México es el mango (Mangifera indica
L.), la produccion del afio 2019 de 2,089,041 t posicion6 a México como el sexto
productor de mango a nivel mundial, donde el estado de Guerrero es uno de los
principales productores a nivel nacional (SIAP, 2020). Sin embargo, los agricultores

en

México aun reportan pérdidas relacionadas con diversas enfermedades
fungicas, una de ellas es la antracnosis causada por hongos del género
Colletotrichum (Mendoza-Herrera et al., 2020, Valdés et al., 2017). Estudios
anteriores han demostrado el efecto antifUngico del quitosano en aislados de
Colletotrichum (Oliveira et al., 2018), la mayoria de ellos identificados como parte
del complejo de Colletotrichum; sin embargo, aun existe poca informacién sobre la
sensibilidad al quitosano a nivel de la especie Colletotrichum. Un complejo de

Colletotrichum requiere identificacion con la alineacién genémica de al menos un
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gen, mientras que la identificacion de especies requiere al menos tres genes
(Dowling et al., 2020). Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la sensibilidad
al quitosano in vitro de aislamientos fluingicos obtenidos de lesiones por antracnosis
en mango de Guerrero, México. Las especies se identificaron con siete genes

utilizando un enfoque de alineacion gendémica.

3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Identificacion de aislamientos fingicos

Los aislados de Colletotrichum se obtuvieron en el ciclo agricola 2019 de
Cuajinicuilapa, Guerrero, México. Las hojas de mango con sintomas de antracnosis
del follaje inferior del arbol se cortaron del peciolo y se almacenaron individualmente
en toallas de papel. Una hoja con enfermedad de antracnosis contiene manchas
necraoticas negras de forma irregular en ambos lados de la hoja. Las hojas infectadas
se trasladaron al laboratorio a temperatura ambiente para obtener aislamientos
fungicos. Asimismo, se realizaron muestreos en frutos de mango en madurez
comercial con antracnosis de Guerrero. Un mango con antracnosis muestra
manchas profundas, prominentes y generalmente redondeadas de color marron
oscuro a negro (Oliveira et al., 2018, Sarkar, 2016). De las hojas y frutos infectados
se obtuvieron cortes de secciones de tejido de 0,5 x 0,5 cm y se desinfectaron con
hipoclorito de sodio (NaOCI) al 0,5% (v/v) durante 2 min; luego se lavaron con agua
destilada estéril y se secaron con papel filtro estéril. Cada fragmento fue depositado
individualmente en el centro de una placa de Petri con medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar (PDA) y se incub6 a 25 °C en ausencia de luz hasta el progreso del

micelio durante 8-10 dias.

Se realizo la extraccion de ADN del micelio de cada colonia, se utilizé6 un
bisturi estéril para obtener 100 mg de micelio, y se colocé en tubos Eppendorf
(Fuentes-Aragén et al., 2020). La ruptura del micelio se realizé a través de tres
meétodos; molienda con nitrdgeno liquido utilizando un mortero; molienda con perlas
de vidrio y vortice por 1 min, y el tercer método utilizado fue un molinillo con mano
de mortero. Siendo este ultimo, con el que se obtuvieron los mejores rendimientos

de extraccion de ADN. Los aislados fangicos se identificaron mediante un esquema
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de analisis de secuencias multilocus basado en cinco genes (actina parcial, Act; B-
tubulina 2, B-Tuby; gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, GAPDH; quitina
sintasa 1, CHS-1; calmodulina, CaM) y el espaciador transcrito interno ribosomal
(ITS) y las regiones espaciadoras intergénicas Apn2-Matl-2 (ApMat)). EI ADN
genomico se extrajo con el Plant/Fungi DNA Isolation Kit (Norgen Biotek
Corporation, Canadd) siguiendo las instrucciones del fabricante y se us6 como
plantilla para las reacciones de PCR utilizando GoTag ® Flexi DNA Polymerase
(Promega, EE. UU.) y cebadores especificos para cada gen (Cuadro 3-1).

Cuadro 3-1 Secuencias de Secuencia de nucle6tidos para la identificacion de los

aislados
Marca@or Directo (5’-3’) Inverso (5’-3’) Referencia
genethO
s TS1 s4 CWeng and
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) (TCCTCCGCTTATTGATATGC) 9
Wang, 2011)
Bt2a Bt2b .
B-Tubz (o GTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) (ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGE) (- etal 2011)
GDF1 GDR1 .
GAPDH  (GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA)  (GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT) (- etal 2011)
ACT-512F ACT-783R (L'Vf/;i"’azr?;l'
Act (ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC) (TACGAGTCCTTCTGGCCCAT) 9
Wang, 2011)
cLic CLac (Lietal., 2011)
CaM (GAATTCAAGGAGGCCTTCTC) (CTTCTGCATCATGAGCT GAC)
CHS.A CHS1-79F CHS-1-354R (L'Vf/;i"’:r?;l'
(TGGGGCAAGGATGCTTGGAAGAAG) (TGGAAGAACCATCTGTGAGAGTTG) Wangg 2011)
o oo
P (TCATTCTACGTATGTGCCCG) (CCAGAAATACACCGAACTTGC) 2016)

Espaciador transcrito interno ribosomal (ITS). B-tubulina 2 (B-Tub2). Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). Actina (Uddin et al.). Calmodulina (CaM). Quitina sintasa 1 (CHS-1).
Regiones espaciadoras intergénicas Apn2-Mat1-2 (ApMat).

Los productos de PCR se purificaron con columnas GFX (Amersham Bio-
sciences, Piscataway, NJ, EE. UU.) y se secuenciaron en Macrogen Inc. (Sedul,
Corea). Las secuencias se analizaron en la base de datos GenBank con la
herramienta Blast (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), y las secuencias de ADN

de las coincidencias mas exitosas se usaron como organismos de referencia para
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el analisis filogenético. Los alineamientos de secuencias de ADN se realizaron con
la funcion Clustal W. Se construyeron dos arboles filogenéticos concatenados con
el software MEGA-X v. 10.2.6. utilizando el método de maxima verosimilitud y el
modelo general reversible en el tiempo con distribucibn gamma y proporcién de
sitios invariables (GTR + G + |) para estimar las distancias evolutivas (1000 réplicas
de arranque) (Villafana et al., 2020, Nei and Kumar, 2000). Para el primero, se
utilizaron las secuencias combinadas de ITS y 3-Tub2 para determinar el género de
los aislamientos fungicos. En contraste, el segundo arbol se construydé usando
secuencias ITS, Act, 3-Tub 2, GAPDH, CHS-1, CaM y ApMat que fueron dirigidas
para caracterizar los miembros de los complejos de Colletotrichum, que estan

asociados con la enfermedad de antracnosis en Mangifera indica.
3.2.2. Caracterizacion del quitosano y sensibilidad de hongos aislados

Quitosano de bajo peso molecular (Aldrich, lote # STBF3282V, Saint Louis,
MO, EE. UU.) se mezcld y trituré con 120 mg de KBr durante 10 min. La mezcla se
compactdé con una prensa hidraulica (8 toneladas de presion durante 16 h), y la
tableta formada se analiz6 utilizando un espectrometro de resonancia de infrarrojo
transformado de Fourier (FT-IR) (Spectrum GX FT-IR System, Perkin Elmer™,
Shelton, CT, EE. UU.). El espectro obtenido estaba dentro del rango de frecuencia
de 4000-400 cm™ (Khan et al., 2002). El DD se calcul6 por el método propuesto por
Brugnerotto et al. (2001) usando lineas base de referencia en el espectro FT-IR a
1320y 1420 cm™ con las ecuaciones 1y 2 de la Cuadro 3-2.

Cuadro 3-2 Ecuaciones para determinar el grado de desacetilacion y el peso
molecular del quitosano

NUmero o nombre de la

. Ecuacion
ecuacion
- — 1
1 (DA: Grado de acetilacion) 1320 _ (30899 4 0.03133 DA
1420
2 (DD: Grado de desacetilacién) DD =100 — DA
ViSCOSidad relativa- T]rel =tﬂujo de la solucién de quitosano/ tﬂujo del solvente
Viscosidad especifica Nsp = MNret — 1
Huggins [M]- nse/C
Kramer [M]- (In nret)/C
Mark-Houwink Sakurada [n] =k Mv)=
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El peso molecular (kDa) se obtuvo usando Mark-Houwink-Sakurada (Tabla
5) donde [n] es la viscosidad intrinseca del polimero, Mv peso molecular promedio
en Da (g mol™), k=0.070 g mI™%, y a = 0,81 segun la DD de quitosano (Badawy and
Rabea, 2011, Seo et al., 2007). La viscosidad intrinseca se calculd extrapolando a
concentracion cero las ecuaciones de Huggins y Kraemer (Tabla 3-2) (Seuvre and
Mathlouthi, 2010, Solomon and Ciuta, 1962), utilizando un viscosimetro Ubbelohde
(0B-L123, CANNON) sumergido en un sistema de recirculacioén de bafio de agua a
una temperatura constante de 25 °C. Se prepararon soluciones de quitosano con
concentraciones de 0,003-0,002 g L™* (Seo et al., 2007), utilizando una solucién de
acido aceético 0,3 M y acetato de sodio 0,2 M como disolvente (Rinaudo, 2006). Se
evaluo la actividad del quitosano en el crecimiento micelial sobre los aislamientos
fungicos obtenidos. Se prepard una solucion de quitosano en acido lactico (0,05 M);
el pH se ajusté con NaOH (1 N) a 5.6 y se esterilizo por 15 min a 121 °C. Asimismo,
se prepar0 y esterilizd6 un medio de cultivo con papa dextrosa agar (PDA). A 45 °C,
se mezclaron la solucion de quitosano y el medio de cultivo PDA, y se vertieron 20
mL en cajas de Petri estériles y se enfriaron hasta solidificar. Los tratamientos
obtenidos fueron medio de cultivo PDA, medio de cultivo PDA acidificado (acido
lactico 0,05 M) y medio de cultivo PDA acidificado (acido lactico 0,05 M) con
quitosano (0,1-1 g L?). Las esporas de colonias de 10 dias de crecimiento se
extrajeron con asa microbiolégica estéril y se inocularon al centro del medio de
cultivo dentro de la caja Petri. Se incub6 a 25 °C y se midieron manualmente los
didmetros de las colonias cada 24 h hasta que la colonia cubrio el 80-90% de la
superficie de la placa. Posteriormente, se obtuvo la cinética de crecimiento
logaritmico (logaritmo del radio de la colonia frente al tiempo), y luego se utilizo la
fase logaritmica (crecimiento exponencial) para calcular la velocidad de crecimiento
radial de esta etapa de crecimiento (Quintana-Obregoén et al., 2011). La fase de
registro es la etapa mas adecuada para probar la susceptibilidad de los hongos
filamentosos a los compuestos antifungicos (Meletiadis et al., 2001). Asimismo, el
porcentaje de inhibiciébn del crecimiento radial del PDA acidificado tratado con
guitosano (0.1-1 g L™) se calculd con respecto al medio de cultivo PDA acidificado.

Finalmente, se puntuaron las cepas que mostraron sensibilidad y resistencia al
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quitosano. El disefio del estudio experimental fue completamente al azar; el factor
de estudio fueron los hongos aislados y la composicion de los medios de cultivo.
Los analisis de varianza (ANOVA) y las pruebas de Tukey, con el nivel de
significacion establecido en p < 0,05, se realizaron utilizando JMP version 5.0 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, EE. UU.).

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1. Identificacion de aislamientos fingicos

Las secuencias de ITS y B-Tub> (primer alineamiento genémico) permitieron
clasificar los aislamientos fungicos obtenidos de hojas y frutos en siete clados
principales consistentes de diferentes géneros fungicos, de los cuales siete aislados
pertenecen al complejo C. gloeosporioides, el causal agente de la antracnosis en
mango (Figura 3-1). Asimismo, los aislamientos fungicos que no pertenecen a
Colletotrichum encontrados en el presente trabajo son especies asociadas a
infecciones de mango (Figura 3-1). El segundo alineamiento gendémico usando
secuencias ITS, Act, B-Tub 2, GAPDH, CHS-1, CaM y ApMat de los aislados del
género Colletotrichum, permitié identificar cuatro especies del Colletotrichum
(Figura 3-2).
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Figura 3-1 Relacion filogenética entre hongos aislados de Mangifera indica L. con
sintomas similares a los de la antracnosis. Arbol de méaxima probabilidad basado
en datos combinados de secuencia ITS y B-Tub2. Los puntos negros muestran
aislamientos caracterizados presente trabajo. Los valores de soporte de Bootstrap
se muestran en los nodos del arbol y las longitudes de las ramas y la barra de
escala representan el nimero de sustituciones por sitio
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Figura 3-2 Identificacion de especies de Colletotrichum aisladas de Mangifera
indica L. Arbol de consenso Bootstrap inferido por el método de méaxima
verosimilitud y modelo general reversible en el tiempo basado en las secuencias
de ITS, Act, B-Tub2, GAPDH, CHS-1, CaM y ApMat. Los valores de Bootstrap
junto a las ramas representan el porcentaje de arboles replicados en los que los
taxones asociados se agruparon (1000 réplicas). Los puntos negros muestran
aislamientos caracterizados en el presente trabajo

Entre los aislamientos pertenecientes a las especies del complejo
Colletotrichum, solo uno se aislo de frutos, mientras que el resto se encontré en
hojas infectadas. Los complejos de C. gloeosporioides estan mas adaptados para
infectar tejidos vegetativos que frutos, en contraste, por ejemplo, con el complejo C.
acutatum, que esta mas adaptado a la infeccion de frutos (Li et al., 2019). Con
respecto a la identificacién fungica de aislamientos de mango, anteriormente Tovar-

Pedraza et al. (2020), obtuvieron aislamientos del complejo C. gloeosporioides y
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encontraron las especies C. alienum, C. asianum, C. siamense y C.
tropicaleutilizando secuencias espaciadoras intergénicas Apn2/MAT. En contraste,
nuestros resultados sugieren a las especies C. fructicola, C. chrysophilum, C. musae
y C. siamense como agentes causales de antracnosis en mango. Estas diferencias
pueden estar relacionadas con el tamafio de la muestra y los objetivos de cada
estudio.Tovar-Pedraza et al. (2020) obtuvieron muestras de ocho estados
mexicanos (Sinaloa, Nayarit, Colima, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Chiapas y
Veracruz); su objetivo fue encontrar la distribucién de especies de Colletotrichum en
mango, mientras el presente estudio consider6 muestras de un estado mexicano
(Guerrero) para obtener aislados de Colletotrichum de mango para evaluar la
sensibilidad al quitosano. Ademas, Li et al. (2019) informaron C. asianum, C.
fructicola y C. siamense estan presentes en mango. Los estudios sobre la
enfermedad de la antracnosis en el mango han demostrado que las especies de
Colletotrichum pertenecen al complejo C. gloeosporioides, y se necesitan multiples
marcadores genéticos para la identificacion adecuada de las especies (Zakaria,
2021).

Ademas de las especies de Colletotrichum relacionadas con la antracnosis
en el mango, los otros hongos aislados identificados pertenecen a seis géneros
diferentes, incluidos Alternaria, Fusarium, Pestalotiopsis, Curvularia, Diaporthe y
Epicoccum (Figura 3-1). Estos hongos pueden actuar como saprofitos y se ha
informado que ocasionalmente causan enfermedades en el mango, con algunos
sintomas como la antracnosis (Arauz, 2000, Garg et al., 2021, Lim et al., 2019,
Majumdar and Mandal, 2019, Husna et al., 2018, Rakesh et al., 2020).

3.3.2. Caracterizacion del quitosano y sensibilidad de hongos aislados

El espectro FT-IR correspondiente a la muestra de quitosano (Figura 3-3)
permitid calcular un grado de desacetilacién de 78,5 + 0,1% y el peso molecular fue
de 32,0 + 6,4 kDa. Por lo general, los quitosanos en el rango de 10 a 200 kDa se
consideran de bajo peso molecular (Verlee et al., 2017). El grado de desacetilacion
y el peso molecular esta relacionado con el tipo de actividad biolégica del quitosano

con el hongo y esta totalmente documentado; Grande-Tovar et al. (2018) resumen
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los tres mecanismos principales propuestos en los Ultimos afios: 1) interaccion entre
grupos amino del quitosano con grupos anioénicos en la superficie de la pared
celular; 2) interaccién de los grupos amino positivos del quitosano con las cargas

negativas de los fosfolipidos; y 3) unién de ADN.
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Figura 3-3 Espectro FT-IR correspondiente a la muestra de quitosano

La Figura 3-4, Figura 3-5, Figura 3-6 y Figura 3-7 muestran la cinética de
crecimiento radial de aislados de Colletotrichum en medio PDA, PDA-acido lactico

(0.05 M) y PDA-4cido lactico (0.05 M) con 1 g L* de quitosano a 25 °C.
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Figura 3-4 Especies de Colletotrichum fructicola aisladas de antracnosis de mango
(H4-1, H1-3 y 003). Cinética de crecimiento radial (mm) en medio PDA, PDA-acido
lactico (0.05 M) y PDA-4cido lactico (0.05 M) con 1 g L de quitosano a 25 °C
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Figura 3-5 Colletotrichum siamense aislado (H6-1) de antracnosis de mango.

Cinética de crecimiento radial (mm) en medio PDA, PDA-&cido lactico (0.05 M) y
PDA-4cido lactico (0.05 M) con 1 g L de quitosano a 25 °C
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C. chrysophilum

—®— H1-2 PDA

30 4| —O— H1-1PDA

Crecimiento radial (mm)

0 24 48

20 A

10 A

—A—  H1-2 PDA-Acido lactico
—— H1-2 PDA-Acido lactico-Quitosano

== H1-1 PDA-Acido l4ctico
H1-1 PDA-Acido lactico-Quitosano

72 96 120 144 168

Tiempo (h)

192

Figura 3-6 Aislamientos de Colletotrichum chrysophilum de antracnosis de mango

(H1-2 y H1-1). Cinética de crecimiento radial (mm) en medio PDA, PDA-4cido
lactico (0.05 M) y PDA-4cido lactico (0.05 M) con 1 g L de quitosano a 25 °C
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Figura 3-7 Colletotrichum musae aislado de antracnosis de mango. Cinética de

144

crecimiento radial (mm) en medio PDA, PDA-&cido lactico (0.05 M) y PDA-acido

lactico (0.05 M) con 1 g L-1 de quitosano a 25 °C

El aislado H1-3 fue sensible, pero los aislados de C. fructicola H4-1 y 003

fueron menos sensibles a 1 g L' de quitosano (Figura 3-4, Cuadro 3-3).

56



Cuadro 3-3 Quitosano contra especies del complejo Colletotrichum
gloeosporioides aisladas de antracnosis de mango. Tasa de crecimiento durante la
fase logaritmica e inhibicién radial del crecimiento en medio PDA, PDA-4cido
lactico (0,05 M) y PDA-4cido lactico (0,05 M) con 1 g L de quitosano a 25 °C

Inhibicién del
crecimiento radial®
(%) por quitosano a

Tasa de crecimiento radial en
fase Log (um-h™)

Aislado/especie

PDA PDA-Acido PDA-Acido las 120 h
lactico lactico-
Quitosano
H4-1/C. fructicola 212 +3¢Pa 208 +3Pa 202 + 4AB2 2.84 +2.30°
H1-3/C. fructicola 248 + 28> 268 +3Ba 217 £ 2A¢ 13.38 +1.28¢
003/C. fructicola? 30 +4 117 +57 126 +0P2 0.00 + 0.00°
H6-1/C. siamense 175 + 452 173 £ 358 135 £ 4CPb 29.95 + 0.62*

H1-2/C. chrysophilum 228 + 0%® 242 + 0% 149 + 2¢° 12.95+1.46°€
H1-1/C. chrysophilum 207 + 6% 307 + 1% 187 + 7°5¢ 22.43 +1.208
H5-5/C.musae 341 +5% 236 + 5% 198 + 48 18.44 + 1.37"

PDA: agar patata dextrosa. 'Con respecto al PDA-acido lactico (0,05 M). 2Medias * desviacion
estandar (n = 3). Los valores seguidos de diferentes letras mayusculas en las columnas y mintsculas
en las filas son estadisticamente diferentes (Tukey p < 0,05).

El aislado de C. fructicola 003 fue el unico obtenido del fruto. Su alto
crecimiento en PDA-4cido lactico contrasta con el crecimiento en PDA porque puede
estar adaptado para desarrollarse en tejidos con acidos organicos presentes (como
los presentes en la fruta). El acido lactico puede disimular los acidos organicos
presentes en la fruta. La ausencia de estos en el medio PDA atrtificial sin adicion de
acido lactico puede ser un factor que afecte el desarrollo micelial. Sin embargo, no
hay suficientes datos para hipotetizar qué sucede con este aislado ya que es el

anico que se obtiene del fruto.

En la Cuadro 3-3 se muestran las tasas de crecimiento radial en fase
logaritmica y el porcentaje de inhibiciébn radial a las 120 h de la especie
Colletotrichum causante de antracnosis en mango de México a quitosano a una
concentracion de 1 g L1. La mayoria de los aislamientos fueron susceptibles al

guitosano excepto dos especimenes de C. fructicola.

El efecto del quitosano sobre los sistemas biolégicos fungicos relacionados

con el peso molecular (bajo, medio o0 alto) es bien conocido. El quitosano de bajo
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peso molecular puede ser mas efectivo contra el crecimiento del micelio (Verlee et
al., 2017). Adicionalmente, otros estudios han sugerido que la concentracién
también puede ser un factor que genera diversas respuestas de defensa en los
hongos. En general, mas de 1 g L de quitosano inhibe del 80 al 100 % del
crecimiento fangico (Algam and Elwagia, 2015, Zhou et al., 2016), y tiene una
inhibicién completa in vitro a partir de 10 g L™ (Dibona-Villanueva and Fuentealba,
2021). Sin embargo, después de varias horas, el crecimiento se recupera (Pefia et
al., 2013). En cambio, bajas concentraciones de quitosano (1 g L™* y menos) inhiben
el crecimiento de hongos (Ai et al., 2012, Li et al., 2011, Wang and Wang, 2011),
pero existen otros efectos sobre la célula a bajas concentraciones. El quitosano se
une a la superficie celular cargada negativamente, altera la membrana celular, lo
gue induce la fuga de componentes intracelulares (Hosseinnejad and Jafari, 2016),
estimula la respiracion y produce la salida de cantidades significativas de cationes
(Peiia et al.,, 2013). En especies de Colletotrichum, inhibiciones del 25% a
concentraciones de 1 g L tienen un efecto fungistatico (Jinasena et al., 2011). En
este estudio se evalud la capacidad antifungica sobre el crecimiento micelial a
concentraciones de 0,1 a 1 g L para provocar un atague moderado de quitosano
sobre las células fungicas o actividad fungistatica (no inhibicion total ni actividad
fungicida). El quitosano inhibié a la mayoria de los aislados expuestos a 0.75y 1 g
L' de quitosano (Cuadro 3-4). Los resultados de las otras concentraciones
ensayadas se han incluido en la Cuadro 3-4. El rango de concentraciones e
inhibiciones de quitosano fue insuficiente para poder estimar la CIM frente a
Colletotrichum aislado. El ajuste de las concentraciones finales de quitosano a 10,0,
5,0, 2,5, 1,25, 0,625, 0,312 y 0,0 g L puede estimar la CIM de Colletotrichum

gloeosporioides (Nascimento et al., 2020).

58



Cuadro 3-4 Inhibicion del crecimiento radial de aislados del complejo

Colletotrichum gloeosporioides y otros géneros aislados de mango (PDA-acido

lactico-quitosano) a 25 °C

Inhibicion del crecimiento radial® (%) por quitosano (g/L™) a las

Aislado/especie 120 h

0.1 0.5 0.75 1
H4-1/C. fructicola 13.85 + 0.932 12.27 £ 1.08 0.00 £ 0.00 2.84+2.30
H1-3/C. fructicola 0.00 £ 0.00 10.09 £ 0.70 12.84+£1.29 13.38+£1.28
003/C. fructicola 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £0.00
H6-1/C. siamense 6.00 + 0.54 12.56 £ 0.28 23.44 +2.95 29.95 + 0.62
H1-2/C. chrysophilum 40.89 £ 2.16 26.40 +1.23 42.99 + 0.62 12.95+1.46
H1-1/C. chrysophilum 0.00 £ 0.00 20.08 + 0.36 19.22 £ 0.371 22.43+1.20
H5-5/C.musae 0.00 £0.00 13.16 £ 0.41 11.69+1.13 18.44 +1.37
004/Alternaria sp. 0.00 £ 0.00 18.67 £ 2.84 19.31 £ 0.97 20.28 + 2.40
009-1/Alternaria sp. 0.00 £0.00 37.08+1.94 33.37+1.74 24.07 £ 2.62
H6-1b/Alternaria tenuissima 0.00 £0.00 68.83 £ 0.00 68.18 £ 2.75 72.72+1.84
H2-2/Fusarium sp. 0.00 £ 0.00 53.46 + 0.54 39.61 +0.54 71.54 +0.00
H2-3/Fusarium sp. 38.39+£0.92 77.25+0.15 81.51+£0.54 87.62 +£0.00
H2-7/Pestalotiopsis sp. 0.00 £0.00 54.68 £ 0.44 67.81+1.32 67.18 £ 0.44
H2-9/Pestalotiopsis sp. 0.00 £0.00 62.23 £ 2.54 59.71 £ 2.03 74.87 £0.00
H5-3/Pestalotiopsis sp. 16.28 + 0.53 49.63 £ 0.62 54.49 £+ 0.07 43.33+1.57
H3-8/Curvalaria lunata 0.00 £ 0.00 50.53+0.75 59.33+0.34 65.22 + 1.88
008/Diaporthe pseudomangiferae 0.00 £0.00 45.66 + 0.30 60.72 £ 2.30 53.75+£0.0
H6-2/Epicoccum nigrum 10.26 £ 0.37 44.42 +0.80 59.82+£0.24 69.22+1.71

PDA: agar patata dextrosa. 'Respecto al PDA-acido lactico (0,05 M). 2Medias * desviacion
estandar (n = 3).

En los aislados de Colletotrichum, agente causal de la antracnosis, fue
posible diferenciar cepas menos susceptibles de la misma especie a bajas
concentraciones (H4-1 y 003). Este hecho es relevante para futuros estudios en
nuestro grupo de investigacion para dilucidar los mecanismos de susceptibilidad o
la posible resistencia de los aislados de Colletotrichum al quitosano y debe ser

estudiado en base a cambios gendmicos con evidencia molecular.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento radial a una concentracion de
quitosano de 1 g L fue superior al 10%, y las tasas de crecimiento radial de la fase
logaritmica con respecto al acido PDA se redujeron excepto para los aislados H4-1
y 003 (Cuadro 3-3). Estudios anteriores han demostrado el efecto del quitosano en
el crecimiento radial de especies de Colletotrichum. Ramos et al. (2018) informaron
inhibicion del crecimiento radial en concentraciones superiores a 5 g L de
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guitosano con un peso molecular de 40 kDa y un 85 % de DD en las especies C.
asianum, C. fructicola, C. tropicale y C. siamense.

La tasa de extension radial disminuy6 en la mayoria de las especies de
Colletotrichum cultivadas in vitro con quitosano. El crecimiento de los hongos incluye
cuatro fases distintivas: la fase de retraso (), la fase de registro (Struszczyk, 2002),
la fase de desaceleracion (lll) y la fase de crecimiento constante (IV) (Quintana-
Obregoén et al., 2011). Durante la fase logaritmica de crecimiento equilibrado, el
micelio de los hongos sufre un metabolismo primario (Walker and White, 2017), por
lo que una disminucion en la tasa es indicativa de actividad fungistatica por
inhibicion del metabolismo primario. Sin embargo, el crecimiento radial del aislado
H4-1 de C. fructicola de las hojas fue menos inhibido, mientras que el 003 del fruto
no fue inhibido con 1 g L quitosano a las 120 h; sus tasas de extension radial de
fase logaritmica no se vieron afectadas por el quitosano de bajo peso molecular. No
se encontraron estudios anteriores en los que se evaluara el efecto del quitosano
sobre C. fructicola identificados a nivel de especie utilizando mas de tres
marcadores geneéticos, lo cual es necesario para asegurar una adecuada
identificacion a nivel de especie en el género Colletotrichum. Ramos et al. (2018)
informé inhibicién de C. fructicola a 5 g L concentracion de quitosano; sin embargo,
esta especie fue una de las menos inhibidas por el quitosano, aunque mostrd hifas
con superficie granular y corrugada cuando se expuso al quitosano. La menor
inhibicion que ejercidé el quitosano sobre los aislados H4-1 y 003 también puede
estar relacionada con la virulencia del hongo; por ejemplo, C. fructicola fue mas
agresiva que C. siamense en durazno (Hu et al., 2015), pero en mango de México,
se ha informado que C. siamense y C. asianum tienen mayor virulencia que C.
fructicola (Tovar-Pedraza et al., 2020). Estas variaciones en el grado de virulencia
del hongo con su hospedero también pueden verse reflejadas en la sensibilidad a
los fungicidas que se aplican, por lo que uno de los aspectos a considerar para el
control de especies del complejo Colletotrichum es la realizaciébn de pruebas de
sensibilidad a fungicidas (Dowling et al., 2020) con una identificacién a nivel de
especie utilizando més de tres marcadores genéticos. En nuestro estudio, dos cepas

de C. fructicola fueron menos susceptibles. Por lo tanto, seria interesante evaluar si
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existe una relacion entre el grado de virulencia (alta o baja) en mango y la

sensibilidad al quitosano como hipotesis a probar en futuros estudios.

En cuanto a los hongos que no pertenecen al género Colletotrichum, todos
los aislados encontrados fueron susceptibles al quitosano (Cuadro 3-5; Figura 3-8,
Figura 3-9, Figura 3-10, Figura 3-11, Figura 3-12 y Figura 3-13 y Cuadro 3-4). En
México, la antracnosis es la principal enfermedad causada por Colletotrichum que
afecta los cultivos de mango, pero no se descarta que las infecciones provocadas
por otros géneros de hongos puedan generar problemas para la produccion de
mango; en ese caso, el quitosano puede ser una alternativa a evaluar. Ademas, la
presencia de estos hongos podria afectar la calidad de la fruta al empeorar los

signos necroticos en los sitios inicialmente dafiados por Colletotrichum.
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Figura 3-8 Alternaria sp. aislado de antracnosis de mango. Cinética de crecimiento
radial (mm) en medio PDA, PDA-acido lactico (0.05 M) y PDA-&cido lactico (0.05
M) con 1 g L-1 de quitosano a 25 °C
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Figura 3-9 Fusarium sp. aislados de antracnosis de mango. Cinética de
crecimiento radial (mm) en medio PDA, PDA-&cido lactico (0.05 M) y PDA-acido
lactico (0.05 M) con 1 g L-1 de quitosano a 25 °C
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Figura 3-10 Pestalotiopsis sp. aislados de antracnosis de mango. Cinética de
crecimiento radial (mm) en medio PDA, PDA-&cido lactico (0.05 M) y PDA-acido
lactico (0.05 M) con 1 g L de quitosano a 25 °C
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Figura 3-11 Curvularia lunata aislada de antracnosis de mango. Cinética de
crecimiento radial (mm) en medio PDA, PDA-&cido lactico (0.05 M) y PDA-acido
lactico (0.05 M) con 1 g L-1 de quitosano a 25 °C
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Figura 3-12 Diaporthe pseudomangiferae aislada de antracnosis de mango.
Cinética de crecimiento radial (mm) en medio PDA, PDA-&cido (0.05 M) y PDA-
acido lactico (0.05 M) con 1 g L-1 de quitosano a 25 °C
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Figura 3-13 Epicoccum nigrum aislado de antracnosis de mango. Cinética de
crecimiento radial (mm) en medio PDA, PDA-&cido lactico (0.05 M) y PDA-acido
lactico (0.05 M) con 1 g L-1 de quitosano a 25 °C

Cuadro 3-5 Sensibilidad al quitosano de otras especies de hongos aislados de
antracnosis en mango. Crecimiento radial en medio PDA, PDA-acido lactico (0.05
M) y PDA-acido lactico (0.05 M) con 1 g L-1 de quitosano a 25 °C

Tasa de crecimiento radial en fase

Inhibicion del

Log (um-h™") crecimiento radial®
Aialado/especie PDA PDA-Acido PDA-Acido (%) por quitosano

Lactico lactico- alas 120 h

Quitosano

004/Alternaria sp. 116 +22 60+1° 35+1° 20.28 + 2.40°
009-1/Alternaria sp. 192 +3° 294 + 32 17 £ 4° 24.07 + 2.62¢
H6-1b/Alternaria tenuissima 76 +3° 155+ 3% 24 + 3¢ 72.72 +1.848¢
H2-2/Fusarium sp. 206 + 1 255+ 22 105+ 7¢ 71.54 + 0.008¢
H2-3/Fusarium sp. 277 £12 228 +3° 23 +4° 87.62 + 0.00*
H2-7/Pestalotiopsis sp. 578 + 72 497+ 4P 159 + 4°¢ 67.18 + 0.44¢P
H2-9/Pestalotiopsis sp. 297 £ 13 294 #1° 87 £ 1° 74.87 +0.008
H5-3/Pestalotiopsis sp. 40+0° 15817 59 +1° 43.33 + 1.57F
H3-8/Curvalaria lunata 223+1% 186 8P 55+ 1° 65.22 + 1.88P
008/Diaporthe pseudomangiferae 293 + 62 153+ 7° 106 + 8° 53.75 + 0.0F
H6-2/Epicoccum nigrum 133+22 56+3° 12 +1° 69.22 + 1.718¢P

PDA: agar patata dextrosa. 'Con respecto al PDA-4cido lactico (0,05 M). ?Medias * desviacion
estandar (n = 3). Los valores seguidos de diferentes letras mayusculas en las columnas y mindsculas

en las filas son estadisticamente diferentes (Tukey p < 0,05).
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Los aislados de hongos de tejido vegetal con antracnosis en mango de
México pertenecen al complejo Colletotrichum. El uso de siete marcadores
genéticos en el alineamiento gendmico identifico las especies C. fructicola, C.
musae y C. chrysophilum. Los hongos del complejo Colletotrichum son susceptibles
al quitosano excepto dos aislados de la especie C. fructicola que mostraron menos
susceptibilidad al quitosano. Asimismo, los géneros Alternaria, Fusarium,
Pestalotiopsis, Curvularia, Diaporthe y Epicoccum, causantes de otras
enfermedades en el mango, mostraron susceptibilidad al quitosano en todos los
casos. Por lo tanto, el quitosano es una alternativa a evaluar en el control de
antracnosis y otras infecciones fungicas en mango. Sin embargo, debido a la menor
susceptibilidad demostrada al quitosano que presenta un ejemplar de C. fructicola,
se deben considerar las interacciones entre las especies del complejo de C.
gloeosporioides en antracnosis y su efecto sobre la susceptibilidad o resistencia al

guitosano.
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CAPITULO 4 CONCLUSIONES GENERALES

C. fructicola, C. musae y C. chrysophilum, son especies que se encuentran
en huertos de mango del estado de Guerrero, México. Estas especies pertenecen
al complejo Colletotrichum gloeosporioides. Las cuales mostraron un cambio en el
crecimiento radial, durante la fase logaritmica, al estar en contacto con quitosano.
Los estudios sobre el estrés abibdtico causado por quitosano al complejo
Colletotrichum gloeosporioides mostraron que este polisacarido puede inhibir el
crecimiento radial de C. fructicola, C. musae y C. chrysophilum. Sin embargo, las
especies de C. fructicola indicaron resistencia al quitosano y cambios en las
caracteristicas morfologicas. Por tal razén, se deben considerar las interacciones
entre las especies del complejo de C. gloeosporioides en antracnosis y su efecto
sobre la susceptibilidad o resistencia al quitosano, asi como su etapa de crecimiento
y desarrollo del hongo. La inhibicién del crecimiento radial y los cambios en las
caracteristicas morfologicas en el complejo Colletotrichum gloeosporioides fue
favorecida cuando la concentracién de quitosano era mayor (1 g L't). También, se
logro identificar los géneros de Alternaria, Fusarium, Pestalotiopsis, Curvularia,
Diaporthe y Epicoccum, causantes de otras enfermedades en el mango, mostrando

susceptibilidad al quitosano en todos los casos.
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