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SUMMARY

Background: mango anthracnose, caused by Colletotrichum gloeosporioides, is the main mango disease in pre
and post-harvest. Mainly synthetic fungicides have been used in its management, which has negatively impacted
the environment and the health of workers. The induction of resistance in fruits by biological, physical or chemical
means is considered a sustainable and safe strategy for the management of post-harvest diseases of fruits and
vegetables. Methyl jasmonate (MeJa) and salicylic acid (AS) are natural and safe compounds that represent a
promising alternative in post-harvest control. Objectives: to determine the effect of MeJa and AS on mycelial
growth and spore germination of Colletotrichum sp., under in vitro conditions, and to evaluate the effect on
development of postharvest damage caused by the pathogen in mango fruits treated with Mela and AS.
Methodology: the activity of MeJa and AS in the germination of spores and the mycelial growth of Colletotrichum
sp., were evaluated in culture medium Broth Papa Dextrose and Papa Dextrose Agar, respectively. Healthy mango
fruits were treated by immersion with MeJa and AS solutions at 1 and 10 mM for 5 min, and 24 h later they were
inoculated with Colletotrichum sp., to evaluate the effect on the diameter of the lesion caused by the fungus to the
6 and 12 days after inoculation (dai). Results: MeJa and AS inhibited the germination of Colletotrichum sp., spores
after 24 hours of incubation in vitro, while the mycelial growth of the fungus in PDA medium, 1 and 10 mM of
MelJa and AS, showed significant reductions in growth in comparison to control. In fruits, it was observed that the
10 mM MeJA and AS treatments significantly reduced the diameter of the lesion caused by the fungus, compared
to the control fruits at 12 dai. Implications: future trials should evaluate other concentrations of MeJa and AS in
other mango varieties to assess the response to anthracnose. Conclusions: MeJa and AS inhibited spore
germination and mycelial growth of Colletotrichu sp., under in vitro conditions, while in mango fruits these
inducers significantly reduced the diameter of the lesion caused by this fungus, which suggests that both products
can reduce the damage caused by Colletotrichum sp., in mango fruits.
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RESUMEN
Antecedentes: la antracnosis del mango, causada por Colletotrichum gloeosporioides, es la principal enfermedad
del mango en pre y postcosecha. En su manejo se ha utilizado principalmente fungicidas sintéticos, lo que ha
impactado negativamente al ambiente y la salud de los trabajadores. La induccion de resistencia en frutos por
medios bioldgicos, fisicos o quimicos es considerada una estrategia sustentable y segura para el manejo de
enfermedades en postcosecha de frutas y vegetales. EI metil jasmonato (MelJa) y el &cido salicilico (AS) son
compuestos naturales y seguros que representan una alternativa promisoria en el control postcosecha. Objetivos:
determinar el efecto del MeJa y AS en el crecimiento micelial y la germinacion de esporas de Colletotrichum sp.,
en condiciones in vitro, y evaluar el efecto sobre el desarrollo del dafio postcosecha causado por el patdgeno en
frutos de mango tratados con MeJa y AS. Metodologia: se evalué la actividad de MeJa y AS en la germinacién
de las esporas y el crecimiento micelial de Colletotrichum sp., en medio de cultivo Caldo Papa Dextrosa y Papa
Dextrosa Agar, respectivamente. Frutos sanos de mango se trataron por inmersién con soluciones de MeJa 'y AS
al 1 y 10 mM durante 5 min, y 24 h después se inocularon con Colletotrichum sp., para evaluar el efecto en el
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didmetro de la lesién ocasionada por el hongo a los 6 y 12 dias después de la inoculacién (ddi). Resultados: el
MeJa y AS inhibieron la germinacion de esporas de Colletotrichum sp., después de 24 horas de incubacién in vitro,
mientras que el crecimiento micelial del hongo en medio PDA, 1 y 10 mM de MeJa y AS, mostro reducciones
significativas del crecimiento en comparacion al control. En frutos, se observé que los tratamientos de MeJA y AS
al 10 mM redujeron significativamente el diametro de lesién causado por el hongo, en comparacién con los frutos
controles a los 12 ddi. Implicaciones: en ensayos futuros se debe evaluar otras concentraciones de MeJa y AS en
otras variedades de mango para evaluar la respuesta a la antracnosis. Conclusiones: el MeJa y AS inhibieron la
germinacion de las esporas y el crecimiento micelial de Colletotrichum sp., en condiciones in vitro, mientras que
en frutos de mango estos inductores redujeron significativamente el diametro de la lesién causada por este hongo,
lo cual sugiere que ambos productos pueden reducir el dafio causado por Colletotrichum sp., en frutos de mango.
Palabras clave: elicitores de defensa, antracnosis, Mangifera indica, enfermedades postcosecha.

INTRODUCCION

Segln la FAO (2019) una tercera parte de todos los
alimentos producidos en el mundo se pierden o
desperdician. Muchas de estas pérdidas ocurren
durante el almacenamiento debido a patdgenos
(insectos,  bacterias,  hongos),  condiciones
ambientales (lluvia, humedad, calor o frio) o
animales (roedores o péajaros) (Buchholz et al.,
2018). De estos, las enfermedades flngicas
postcosecha son de los factores mas importantes que
limitan el periodo de almacenamiento y la vida de
comercializacién de los productos agricolas,
causando pérdidas econémicas importantes en todo
el mundo (Prakash et al., 2011: Zhang et al., 2019).
Hongos fitopatdgenos como  Colletotrichum
gloeosporioides, Penicillium spp., Botrytis cinerea,
Monilinia spp., Rhizopus y Alternaria alternata
ocasionan enfermedades en postcosecha a una
amplia gama de productos fruticolas como mango,
papaya, citricos, fresas, tomates, duraznos, uvas,
aguacates y guayabas (Ramaswamy, 2015; Singh
and Sharma, 2018).

En Meéxico, el cultivo del mango tiene gran
importancia debido al volumen de su produccion;
ocupando el quinto lugar mundial. En el afio agricola
2018, la superficie dedicada a la produccién de
mango fue de 203,000 hectéareas, con una produccion
de 1,867,298 ton (SIAP, 2019). No obstante, la
produccién de mango se ve afectada severamente
por la enfermedad conocida como “antracnosis del
mango”, la cual causa pérdidas importantes tanto en
campo como en frutos cosechados. En nuestro pais,
la antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) se
encuentra distribuida en todas las regiones
productoras de mango, y afecta a brotes, hojas, flores
y frutos, siendo el dafio més importante en
postcosecha (Huerta-Palacios et al., 2009). Esta
enfermedad es considerada la principal enfermedad
del mango en pre y postcosecha, causando pérdidas
hasta del 50% de los frutos cosechados (Arias-Rivas
y Carrizales, 2007; P4ez-Redondo, 2003). El método
de control mas utilizado para el manejo de esta
enfermedad ha sido con fungicidas sintéticos, sin
embargo, el uso constante e indiscriminado de estos
productos ha  ocasionado  problemas de
contaminacién  ambiental 'y apariciébn de
aislamientos fungicos resistentes (Kumar et al.,
2007). Debido a lo anterior y a los problemas
inherentes a la utilizacién de agroquimicos es que en

los dltimos afios se han buscado métodos
alternativos para el manejo de las enfermedades
postcosecha.

En la Gltima década ha surgido un interés creciente
en la basqueda de alternativas ecoldgicas y seguras,
diferentes al uso de fungicidas sintéticos, que
reduzcan las pérdidas postcosecha de frutas y
verduras. La induccién de resistencia de la planta o
frutos por medios bioldgicos, fisicos o quimicos es
considerada una estrategia sustentable para el
manejo del decaimiento postcosecha de frutas y
vegetales (Romanazzi et al., 2016). En este sentido,
el uso de compuestos quimicos como el metil
jasmonato (MelJa) y é&cido salicilico (AS), para
potencializar las defensas naturales de las plantas
representa una alternativa promisoria en el control de
las enfermedades postcosecha (Reyes-Diaz et al.,
2016; Wang and Li, 2008). En mango, existe poca
informacién de como la aplicacion exdgena del
MeJa y AS en frutos, reduce el dafio o la severidad
causada por la infeccion de hongos fitopatdgenos
postcosecha. Con base en lo anterior, el presente
trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del
MeJa y AS sobre el desarrollo del dafio postcosecha
causado por Colletotrichum sp., en frutos de mango,
asi como determinar el efecto de estos compuestos
en el crecimiento micelial y la germinacion de
esporas de este patdgeno en condiciones in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Frutos de mango (Mangifera indica cv. Keitt) en
etapa de color verde a amarillo o rojo, se obtuvieron
del mercado de abastos del municipio de Hermosillo,
Sonora, Meéxico. Los frutos utilizados se
seleccionaron por su homogeneidad en tamafio,
madurez, color, ausencia de dafios fisicos o
podredumbres, y se lavaron con una solucién de
hipoclorito de sodio al 1% durante 2 minutos, se
enjuagaron con agua purificada dos veces y secaron
a temperatura ambiente durante 1 hora antes de
usarse.

Tratamiento con metil jasmonato y acido
salicilico

Los frutos de mango fueron sumergidos en una
solucién de metil jasmonato (Sigma-Aldrich) o acido
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salicilico (Fermont) durante 5 min, y se secaron a
temperatura ambiente durante 30 min. Los
tratamientos evaluados fueron: 1) metil jasmonato a
1 mM, 2) metil jasmonato a 10 mM, 3) &cido
salicilico a 1 mM, 4) &cido salicilico a 10 mM vy 5)
frutos tratados con agua como controles. Cada
tratamiento consté de tres repeticiones de 5 frutos
cada una. Los frutos tratados se almacenaron a 20 °C
durante 24 horas antes de la inoculaciéon con el
patégeno

Aislamiento e inoculacion del hongo en frutos de
mango

Colletotrichum sp., se aislo de frutos de mango var.
Keitt con sintomas tipicos de antracnosis. Muestras
de tejido de aproximadamente 1 cm (tejido sano y
enfermo) se desinfestaron con hipoclorito de sodio al
1% por un minuto, se enjuagaron abundantemente
tres veces con agua destilada esterilizada, y se
colocaron en papel secante esterilizado. Los
fragmentos de tejido se sembraron en medio PDA
(Difco®) e incubaron a 28 °C durante 3 a 5 dias. Para
la identificacion morfolégica se realizaron montajes
de tejido de cultivos de 10 dias de edad y la
identificacion del género se realizd acorde con lo
descrito por Sutton (1992). Un aislamiento
patogénico y representativo de los aislados
obtenidos, se selecciond al azar para la realizacion
de los diferentes ensayos de este estudio.

Para la inoculacion del aislamiento de
Colletotrichum sp., en frutos de mango, las esporas
del hongo se obtuvieron por la adicién de 30 mL de
agua destilada esterilizada a cajas con PDA con el
hongo crecido durante 10 dias, el micelio se raspo
superficialmente y se filtr6 a través de gasas
estériles. La concentracion de esporas se ajust6 a 1.2
X 10° esporas mL' con ayuda de un
hematocitémetro. La inoculacién del patogeno se
realiz6 en heridas (3 mm de profundidad x 3 mm
largo) realizadas en el ecuador de los frutos con la
ayuda de una aguja desinfestada con alcohol. En
cada herida de cada fruto de mango se inocul6 10 pL
de una suspension de Colletotrichum sp., a una
concentracion de 1.2 x 10° esporas mL™.

Efecto del MeJa y AS en el crecimiento micelial
de Colletotrichum sp.

El efecto in vitro del MeJa y del AS en el crecimiento
micelial se evalu6 acorde con lo descrito por Yaoy
Tian (2005a), con algunas modificaciones. ElI MeJa
y AS se adicion6 al medio PDA antes de vaciarse en
las cajas Petri (9 cm de diametro). Las
concentraciones finales del MeJa y AS en el PDA de
las cajas Petri fueron 1 mM y 10 mM para ambos
productos evaluados. Un disco de medio de 9 mm de
diametro con Colletotrichum sp., se colocé en el
centro de cada caja Petri, y se incubaron a 28 °C. El
diametro del crecimiento de la colonia se determino
a los 48, 96 y 144 h después de la incubacion. Cada
tratamiento consté de tres replicas. El efecto del
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MelJa o del AS en la inhibicion del crecimiento
micelial del hongo se evalu6 con la siguiente
formula:

Inhibicién del imient Diametrode la Diametro de la colonia

nnibicion det crecimiento . yia control = del tratamiento

micelial del hongo (%) = X 100
Didmetrode lacolonia ~ — 9mm

control

Efecto del MeJa y AS en la germinacion de
esporas de Colletotrichum sp.

Este ensayo se realizdé en medio liquido Caldo Papa
Dextrosa (CPD) acorde con lo descrito por Tian et
al. (2002). Para determinar el efecto del MeJA y AS
en la germinacién de Colletotrichum sp., alicuotas de
1 mL de una suspension conidial del patégeno se
adicionaron a tubos de ensayo (150 mm x 10 mm)
con 5 ml de CPD para obtener una concentracion
final de 1 x 10° conidias mL™. Los tubos con medio
CPD tuvieron una concentracion final de 1 0 10 mM
de MeJay 1 0 10 mM de AS. Tubos con medio CPD
sin MeJa y AS e inoculados con el hongo se
utilizaron como tratamiento control. Todos los tubos
se colocaron en un agitador orbital a 150 rpm a
temperatura ambiente durante 24 horas. Cada
tratamiento const6 de tres repeticiones y se
evaluaron 200 esporas por repeticion.

Andlisis estadistico

Los resultados del efecto del AS y del MelJa en el
didmetro de la lesion en frutos de mango y en el
antagonismo in vitro hacia Colletotrichum sp., se
sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) y a
una comparacién de medias de Tukey (P < 0.05)
utilizando el paquete estadistico SAS (Statistical
Analisis System, 2003).

RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacion morfolégica del hongo

Se aislé consistentemente a Colletotrichum sp., de
frutos de mango con sintomas tipicos de antracnosis.
El hongo presentd las siguientes caracteristicas
morfoldgicas; micelio de color blanco a rosado con
conidias hialinas, unicelulares y cilindricas,
redondeadas en los extremos, de aproximadamente
13.9a17.8 pde largo y 3.8 a 5.4 i de ancho.

Efecto del MeJa y AS en la germinacion de
esporas y crecimiento micelial

Se observé que el Mela y AS inhibieron la
germinacion de esporas de Colletotrichum sp.,
después de 24 horas de incubacién in vitro. Las
concentraciones de 1 y 10 mM de AS mostraron 0%
de esporas germinadas, mientras que las de MeJa
tuvieron 3 y 1% de germinacién de esporas,
respectivamente; lo cual contrasto
significativamente con el 86% de esporas
germinadas del tratamiento control. También, en este
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estudio se registr6 una reduccién significativa del
crecimiento micelial de Colletotrichum sp., a
concentraciones de 1 mM y 10 mM de MelJa, asi
como del AS, siendo la concentracion de 10 mM de
MeJa y AS las que mostraron las mayores
reducciones. Para esta variable, las concentraciones
evaluadas de MeJa y AS redujeron el crecimiento
micelial del hongo a las 48, 96 y 144 h después de la
incubacion a 28 °C (Figura 1). La mayor reduccién
del crecimiento filingico se observd con la
concentracién alta de MeJa y AS, con decrementos
de 64 y 59%, respectivamente, en comparacion con
las cajas controles, a las 144 h después de la
incubacion. Resultados similares reportaron Zhu y
Tian (2012) al sefialar que la concentracion 10 mM
de MeJa inhibié la germinacién de esporas (75.8%)
y el crecimiento micelial (86%) de Botrytis cinerea
aislado de frutos de tomate (Solanum lycopersicum).
Yao y Tian (2005b) sefialan que la concentracion de
2 mM de AS inhibe significativamente el
crecimiento micelial y la germinacién de esporas de
Monilinia fructicola, mientras que la concentracion
de 0.2 mM de Mela tuvo poco efecto inhibitorio
sobre estas variables en comparacién con el control.
El efecto inhibitorio del MeJa en el crecimiento
micelial también ha sido reportado en hongos como
Scleratinia sclerotiorum (Al-Masri et al., 2002) y
Penicilium expansum (Yao y Tian, 2005), mientras
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que el efecto inhibitorio del AS (10 mM) en la
germinacion de esporas y la elongacién del tubo
germinativo en P. expansum y A. alternata (Qin et
al., 2003), entre otros.

Por lo anterior, se puede concluir que la mayor
actividad fungitéxica del MeJa y el AS en nuestro
estudio, estd relacionado con el incremento en la
concentracion de estos productos (de 1 a 10 mM),
pues a mayor concentracion mayor el efecto
inhibitorio en el crecimiento micelial (Figura 1).
Nuestros resultados sugieren que el Mela y AS
podrian afectar directamente el crecimiento o
desarrollo de Colletotrichum sp., en los frutos o
incluso en la planta infectada.

Efecto del MeJa y AS en el diametro de lesion en
frutos de mango inoculados con Colletotrichum

sp.

La aparicién de los primeros sintomas de antracnosis
en los frutos de mango ocurri6 entre los 5 y 6 dias
después de la inoculacién (ddi) con el hongo,
principalmente en el tratamiento control. A los 6 ddi,
se observé que los tratamientos de MeJA (10 mM) y
AS (1y 10 mM) mostraron diferencias significativas
en el didmetro de la lesion en comparacion con los
frutos controles, los cuales tuvieron los mayores

B
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Figura 1. Efecto de concentraciones de MeJa y AS en el crecimiento micelial de Colletotrichum sp., en medio
PDA a los 2 (48 h), 4 (96 h) y 6 (144 h) dias después de incubacién a 28 °C. La barra en cada columna representa
la desviacion estandar de los datos del tratamiento. Columnas con la misma letra en cada tiempo de evaluacion

son iguales estadisticamente (Tukey, p < 0.05%).
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Figura 2. Efecto de concentraciones de MeJa y AS en el diametro de lesion en frutos de mango inoculados con
Colletotrichum sp., La barra en cada columna representa la desviacion estandar de los datos del tratamiento.
Columnas con la misma letra en cada tiempo de evaluacion son iguales estadisticamente (Tukey, p < 0.05%).

didmetros de lesion. A los 12 ddi los frutos tratados
con MelJa y AS al 10 mM tuvieron un didmetro
promedio de lesién 50% menor con respecto a los
frutos control, lo que sugiere que ambos productos
reducen el dafio causado por Colletotrichum sp., en
frutos de mango (Figura 2). En esta variable, al igual
que en las pruebas de antagonismo in vitro, los
mejores resultados se obtuvieron con la
concentracion alta (10 mM) de MeJa y AS.

Hoy en dia, el uso generalizado de fungicidas para el
control de enfermedades ha provocado mayores
costos de produccion, residuos de plaguicidas en
alimentos, dafios a la salud humana y del medio
ambiente (Fatemi et al., 2013). En este estudio, se
observé una reduccion significativa del didmetro de
la lesiébn ocasionada por la inoculacién de
Colletotrichum sp., en frutos de mango var. Keitt
tratados con Mela y AS, lo cual podria representar
una alternativa mas para el manejo integrado de la
antracnosis en el cultivo de mango, reduciendo asi
los efectos negativos provocados por los plaguicidas.
Al respecto, Zhu y Tian (2012) sefialan que la
aplicacién exégena de MelJa en frutos de tomate
disminuy6 significativamente el diametro de la
lesion causada por el moho gris (Botrytis cinerea) en
comparacion a los frutos no tratados, atribuyéndolo
a la acumulacién de peréxido de hidrégenos (H202)
durante la etapa temprana de la infeccién del hongo.

Berumen-Varela et al. (2015) reportaron que la
aplicacion de AS al 5 mM disminuyo la severidad de
la infeccion causada por Colletotrichum sp., en
frutos de platano, asi como el crecimiento micelial y
germinacion de esporas, sin detrimento de la calidad
postcosecha de los frutos de platano. El MelJa y el
AS son moléculas que tienen un papel importante en
la expresién de la respuesta de defensa en plantas y
frutos, y que en los Gltimos afios se han evaluado
principalmente en condiciones postcosecha para
mejorar parametros de calidad y resistencia a
patdgenos (Babalar et al., 2007; Reyes-Diaz et al.,
2016). Estos compuestos naturales, seguros y sin
restricciones de aplicaciones en postcosecha,
reducen la produccién de etileno y el dafio causado
por hongos en frutos de fresa tratados con AS
(Babalar et al., 2007), aumentan la expresion del gen
VWNPR1.1 (relacionado con la expresién de PR-1y
PR-2), H20- vy las fitoalexinas trans-resveratrol y ¢-
viniferina, reduciendo la severidad de B. cinerea en
frutos de uva tratados con MeJa (Wang et al., 2015).
En contraste, Boonyaritthongchai et al. (2017)
indicaron que la aplicacion de MeJa (30 ppm) no
redujo la severidad de la antracnosis en frutos de
mango almacenados durante 18 dias a 13 °C,
atribuyendo esta respuesta a las caracteristicas
genéticas propias de los frutos utilizados y al método
de aplicacién del MeJa. Asi mismo, Tsao and Zhou
(2000) no encontraron diferencias en la reduccion de
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la pudricién café (Monilinia fructicola) en frutos de
cerezo (Prunus avium L.) tratados con MeJa y los
frutos controles.

CONCLUSIONES

El metil jasmonato y el acido salicilico inhibieron la
germinacion de las esporas y el crecimiento micelial
de Colletotrichum sp., en condiciones in vitro,
mientras que en frutos de mango estos inductores
redujeron significativamente el didmetro de la lesion
causada por este hongo, lo cual sugiere que ambos
productos pueden reducir el dafio causado por
Colletotrichum sp., en frutos de mango.
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