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RESUMEN

En Chile, la epidemiologia de la enfermada conocida como la antracnosis del palto, causada
por hongos del género Colletotrichum, no ha sido estudiada. Recientemente 10 especies de
este género fueron identificadas en huertos de las Regiones Metropolitana, O’Higgins y
Valparaiso, con distintas frecuencias poblacionales dependiendo del campo. Esta tesis se
enfocd en el estudio de la relacion entre aspectos epidemioldgicos y la prevalencia de las
especies en el campo. Para ello se seleccionaron las especies con mayor frecuencia (C.
cigarro, C. pyricola y C. gloeosporioides) y las especies con menor frecuencia (C. sp., C.
fructicolay C. beeveri). Los objetivos de este estudio fueron: (i) Establecer el tiempo de agua
libre necesario para el desarrollo de distintas especies de Colletotrichum a traves del estudio
de los parametros epidemiologicos adherencia y germinacion de conidias, y formacién de
estructuras de infeccion, (ii) determinar diferencias en patogenicidad y virulencia de las
especies de Colletotrichum en hojas y (ii) determinar y comparar las temperaturas de
crecimiento Optimas, de las distintas especies de Colletotrichum. Los resultados obtenidos
mostraron que la formacion de estructuras de infeccion en todas las especies evaluadas de
Colletotrichum depende del tiempo de agua libre, con un tiempo minimo de 4 horas en todos
los casos. Las especies C. cigarro y C. pyricola presentaron la mayor virulencia en hojas y
frutos, respectivamente. Se detectd que C. fructicola y C. beeveri son incapaces de producir
infeccion en hojas. Las especies presentan temperaturas optimas de desarrollo entre los 18 y
23,8°C. C. pyricola es la especie con la menor temperatura de desarrollo, mientras que C.
fructicola es tolerante a altas temperaturas.



ABSTRACT

The epidemiology of anthracnose of avocados, caused by Colletotrichum species, has not
been studied in Chile. Recently, ten species have been identified causing avocado
anthracnose on commercial orchards of Metropolitan, O’Higgins and Valparaiso Regions,
where a survey found differences in the frequency of species. This study related
epidemiological parameters with the prevalence of the species in the orchard. Three species
whit high frequency (C. cigarro, C. pyricola and C. gloeosporioides) and three species with
low frequency (C. sp., C. fructicola and C. beeveri) were studied. The objectives of this study
were: (i) to establish the requirement of time of free water for the development of infection
structures (ii) to determine differences in the pathogenicity and virulence of the species on
fruit and leaves (iii) to determine and analyze minimum, optimum and maximum growth
temperatures. Results showed that development of infection structures in all species of
Colletotrichum depends on free water, with a minimum time of 4 hours. C. cigarro and C.
pyricola were the most virulent in leaves and fruits, respectively. C. fructicola and C. beeveri
did not infect leaves. The studied species had optimum temperatures of growth from 18 to
23,8°C. C. pyricola grew at the lowest temperature, while C. fructicola was the most tolerant
to high temperatures.



INTRODUCCION

Antracnosis del palto

La antracnosis causada por hongos del género Colletotrichum, es uno de los principales
problemas fitopatologicos del palto, esta enfermedad se caracteriza por la presencia de
lesiones necroticas y profusas que se desarrollan en flores, hojas, brotes y frutos. (Fitzell,
1987; Nelson, 2008; Silva et al., 2017; Latorre, 2018). En brotes y ramillas puede causar
muerte regresiva mientras que en frutos jovenes pueden provocar la absicion debido a la
maduracion prematura causada por la infeccién. Por su parte, en frutos maduros presenta
comunmente periodos prolongados de quiescencia por lo que esta enfermedad se desarrolla
principalmente en la postcosecha (Agrios, 2005; Nelson, 2008). Dada la distancia a los
mercados de destino, la palta debe ser transportada por periodos de almacenaje que varian
entre los 5 a 60 dias (Defilippi et al., 2015) tiempo suficiente para que se desarrolle la
enfermedad provocando pérdidas que pueden comprometer entre un 20 y un 40% de la
produccion total de la temporada (Fitzell, 1987; Xoca-Orosco et al., 2017).

La sintomatologia en frutos maduros inicia con la formacion de lesiones pequefias, oscuras
y circulares que se desarrollan sobre la superficie del fruto (Apéndice 1), las cuales crecen
rapidamente y con el tiempo se deprimen y ablandan, lo que provoca que la pulpa de la fruta
se separe de la cascara, generando cavidades dentro del fruto infectado (Nelson, 2008;
Fuentes-Aragén et al., 2020; Siddiqui y Ali, 2014). En condiciones de humedad, desde el
centro de las lesiones se desarrollan acérvulos, estructuras reproductivas de origen asexual,
subepidérmicas y cerosas. Es en estas estructuras en donde se formaran esporas asexuales
conocidas como conidias, las cuales son los principales propagulos de diseminacion del
patdgeno en el campo (Apéndice 2) (Nelson, 2008; Siddiqui y Ali, 2014; Sharma et al.,
2017). Los acérvulos tienden a desarrollarse profusamente en la superficie del tejido afectado
y al madurar exudan masas de conidias con tonalidades que varian frecuentemente desde el
rosado al anaranjado (Nelson et al., 2008; Sharma et al., 2017; Latorre, 2018).

En cuanto a la taxonomia de Colletotrichum, se han definido 14 complejos, con un total de
248 especies, ademas de 23 especies no asociadas a ninguno de estos complejos (Cannon et
al., 2012; Jayawardena et al., 2016; Bhunjun et al., 2021). En el palto, a nivel mundial, la
enfermedad se ha relacionado con especies pertenecientes a 6 complejos (Apéndice 3). En
Chile, estudios recientes utilizando regiones parciales de los genes ITS, GS, GAPDH, y
TUB?2, identificaron la presencia de las especies: C. beeveri, C. brassicicola, C. cigarro, C.
fructicola, C. gloesporioides, C. jiangxiense, C. karstii, C. perseae, C. pyricolay C. sp. En
donde C. cigarro correspondio a la especie méas abundante, seguida por C. pyricola, C,
gloesporiodes y C. jiangxiense, mientras que dentro de las menos frecuentes se encontré a C.
sp., C. fructicola, C. beeveri y C. persea (Bustamante, 2019). Esta investigacién, permitio
evidenciar la alta diversidad de especies de Colletotrichum presentes en huertos de paltos en
Chile, ademas de sugerir la prevalencia de ciertas especies sobre otras.

Epidemiologia de la antracnosis



Los hongos del género Colletotrichum han sido clasificados segun su estilo de vida como
hemibiotrofos, caracterizada por una primera etapa en la cual el hongo adquiere los nutrientes
necesarios para subsistir en el tejido vegetal sin alterar las células del hospedero, por lo que
no se presentan sintomas de la enfermedad (Lopes et al., 2020). Posterior a esta infeccion
inicial, el patdgeno comienza la colonizacion de las células de la planta, secretando un arsenal
de enzimas y toxinas que le permitiran modificar el tejido del hospedero, provocando la
muerte celular (Barimani et al., 2013; Da silva et al., 2020). En frutos, dependiendo del
periodo de infeccién, entra en un periodo de quiescencia, antes de dar paso a la fase
necrotrofica (Prusky et al., 2013).

Para que se inicie la infeccion, las conidias deben asentarse en el fruto, este periodo depende
de tres procesos claves: La adhesion de las conidias, su germinacion y la formacion de
apresorios en el tejido del hospedero (Apéndice 4) (El-Akhal et al., 2013). La adhesion
corresponde a la fijacion de la conidia a la superficie del fruto, la cual se lleva a cabo gracias
a una capa fibrilar preformada que recubre las conidias, compuesta principalmente por
glicoproteinas (Rawlings et al., 2007). Sin embargo, también se ha observado la produccion
de novo de esta matrix extracelular, posterior a la fijacion inicial, por lo que se habla de
adherencia en dos (Sela-Buurlage et al.,1991; Mercure et al., 1994a; Rawlings et al., 2007).
Independiente cual sea el caso, la hidrofobicidad y la rigidez de la superficie se han
determinado como factores claves en la adherencia y posterior sefializacion que desencadena
en la ruptura de la latencia de las conidias (Mercure et al., 1994b; Rawlings et al., 2007).
Tras la adhesién, la conidia comienza a germinar, proceso en el cual emerge desde uno de
los extremos de la conidia el denominado tubo germinativo, o primera hifa, que con su
desarrollo estrecha el contacto entre el hospedero y el patdgeno (Podila et al., 1993; Agrios,
2005). Una vez que cesa la elongacion del tubo germinativo, comienza la diferenciacion de
una hifa modificada, con forma de domo y de paredes celulares melanizadas, conocida como
apresorio. En la base del apresorio se forma la hifa de infeccidn, estructura que se encarga de
atravesar la cuticula ayudada a través de la alta presion de turgencia producida dentro del
apresorio, causada por la acumulacién de glicerol. Este proceso también es mediado con la
produccion de cutinasas que facilitan la modificacion de la superficie del fruto. Asi, y de
forma paulatina, las estructuras de infeccion profundizan en la cuticula y bajo esta (Apéndice
5) (Perfect et al., 1999; Kubo y Takano, 2013). Tras establecerse en el tejido del hospedero,
el hongo entra en latencia en la zona subcuticular, hasta el aumento de la madurez del fruto
y la disminucion de compuestos inhibitorios, momento en que inicia la formacion de
vesiculas de infeccidn, hifas primarias y secundarias, estructuras que median el avance de la
infeccion hacia las células epidermales, iniciandose la fase necrotrofica (Perfect et al., 1999;
Wharton y Schilder, 2008; Sharon et al., 2008).

Estos procesos previos a la infeccidon por Colletotrichum dependen de factores ambientales
como alta humedad, exposicion en el tiempo a una pelicula de agua y la temperatura, los
cuales favorecen las infecciones y el desarrollo de la enfermedad (Silva y Michereff, 2013).
Estudios previos han demostrado que el agua es crucial no solo para la dispersion, sino que
también para la fisiologia de la conidia y su activacion; la presencia de alta humedad relativa
y una pelicula de agua (agua libre) son requeridas para la formacion del tubo germinativo y
el apresorio (Hartung et al., 1981; Dodd et al., 1991; Estrada et al., 2000; Kenny et al., 2012).
Interesantemente, existen reportes que describen la variabilidad en el comportamiento entre
diferentes especies frente a las mismas condiciones de agua libre. Kenny et al. (2012),
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reportaron que en presencia de agua libre y con una humedad relativa de un 100% el
porcentaje de germinacion de las conidias de C. acutatum fue de un 60%, mientras que para
las conidias de C. gloeosporioides el porcentaje fue cercano al 90%. Ademas, en este estudio
se presentd una baja en la germinacion para ambas especies frente al mismo porcentaje de
humedad relativa en ausencia de una pelicula de agua, lo que establece la importancia de la
presencia de agua libre para la germinacion.

Otro factor clave es la temperatura, por lo que diversas investigaciones se han centrado en
establecer las temperaturas optimas de germinacion entre las especies de este genero
(Hartung et al., 1980; Kenny et al., 2012), observandose que para el caso de C.
gloesporioides, C. acutatum y C. fructicola, las temperaturas Optimas de germinacion
fluctdan entre los 20 y 30°C (Estrada et al., 2000; Kenny et al., 2012; Fuentes-Aragon et al.,
2018). Aun cuando las condiciones dptimas necesarias para que se establezca la infeccion y
mantener el posterior crecimiento y desarrollo del hongo, son equivalentes entre especies, los
rangos de temperatura maximas son variables y se ha sugerido que se relacionan con la
adaptacion geografica de las especies (Kenny et al., 20012). Por ejemplo, Han et al. (2016),
observaron como diferentes especies de Colletotrichum aisladas de frutilla (Fragaria x
ananassa) cultivadas en distintas localidades de China, presentaban diferencias en sus
temperaturas maximas de desarrollo y crecimiento. Las especies C. gloeosporioides, C.
aenigma y C. fructicola resultaron ser més tolerantes a altas temperaturas, mientras que
aislados de la especie C. nymphaeae, provenientes de sectores ubicados a una mayor altitud
y menores temperaturas, presentaron una mayor sensibilidad a las altas temperaturas. Por lo
que existe evidencia de que la distribucidn geografica de las diferentes especies depende de
este factor.

Por otra parte, se ha reportado que las especies de Colletotrichum presentan diferencias en
su patogenicidad en frutillas. Han et al. (2016), determinaron que, de las cinco especies
encontradas en China, C. fructicola y C. murrayae presentaban una mayor agresividad. Por
su parte, Mayorquin et al. (2019), observaron que en limones inoculados con C. karstii el
diametro de la lesion era significativamente mayor, respecto a otras especies. En esta misma
linea, en frutos de palto Shartma et al. (2017), determinaron que C. aenigma, de las 9 especies
encontradas en Israel, correspondio al patdgeno que presentd una mayor virulencia.

Para el caso del palto en Chile, observaciones en campo indican que las infecciones
comienzan de manera temprana en el huerto y avanzan a medida que el fruto se desarrolla.
Asi como son favorecidas bajo condiciones de humedad, por lo que en sectores costeros
existe una alta incidencia de la enfermedad. Sin embargo, el conocimiento epidemioldgico
en el pais es practicamente nulo. Mientras que, la abundancia diferencial de especies
recientemente reportadas por Bustamante (2019), sugiere que existen diferencias
epidemioldgicas entre estas especies (germinacion, temperaturas de desarrollo y
patogenicidad, por ejemplo) en coherencia con lo reportado para especies de Colletotrichum
en palto en otras regiones del mundo y en otros hospederos. Por ello, en esta tesis se propone
el estudio de parametros epidemioldgicos, que podrian explicar la diferencia de distribucion
de las especies de Colletotrichum presentes en el pais, ademas de entregar informacion
valiosa en la comprension de la enfermedad.
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HIPOTESIS

Las diferentes especies de Colletotrichum causantes de antracnosis en el palto en Chile
poseen comportamientos bioldgicos y epidemioldgicos diferentes que determinan la
prevalencia de una especie sobre otra.

OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar a nivel de especie, diferencias entre parametros epidemioldgicos de aislados de
Colletotrichum causantes de antracnosis en paltas.

Objetivos especificos
1. Establecer el tiempo de agua libre necesario para el desarrollo de distintas especies de
Colletotrichum a través del estudio de los pardmetros epidemioldgicos adherencia y
germinacion de conidias, y formacion de estructuras de infeccion.

2. Determinar diferencias en patogenicidad y virulencia en frutos y hojas de palto de las
especies de Colletotrichum estudiadas.

3. Determinar y comparar las temperaturas de crecimiento 6ptimas, maximas y minimas de
distintas especies de Colletotrichum.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del estudio

El presente estudio se llevo a cabo durante la temporada 2019/20, en el Laboratorio de
Fitopatologia Postcosecha, perteneciente al Departamento de Sanidad Vegetal de la Facultad
de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile, ubicado en la comuna de La Pintana,
Region Metropolitana.

Material biologico

Los aislados de Colletotrichum utilizados pertenecen al cepario del Laboratorio de
Fitopatologia Postcosecha, los cuales fueron obtenidos de frutos sintomaticos provenientes
de huertos comerciales de la variedad Hass, ubicados en las Regiones de Valparaiso,
Metropolitana y O’Higgins, y de fruta colectada en supermercados de la Region
Metropolitana durante la temporada 2018. Se seleccionaron aislados de las especies mas
frecuentes (C. cigarro, C. pyricola y C. gloeosporioides) y de las de menor frecuencia (C.
sp., C. beeveri y C. fructicola), utilizando dos aislados en aquellas especies que poseian mas
de una cepa (Cuadro 1).

Las hojas para el estudio de patogenicidad fueron colectadas del huerto docente perteneciente
a la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile, mientras que los frutos
utilizados para realizar los estudios de patogenicidad y virulencia fueron colectados de un
huerto comercial con una baja incidencia de antracnosis, ubicado en la comuna de Llay- Llay,
en la provincia de San Felipe de Aconcagua en la Regién de Valparaiso.

Cuadro 1. Aislados de Colletotrichum spp. causantes de antracnosis en paltas analizados en
este estudio y su localidad de origen.

Aislado Especie Origen

SDO1 C. cigarro Santo Domingo, Region de Valparaiso
NAL42 C. cigarro Isla de Maipo, Region Metropolitana
FAM20 C. pyricola Isla de Maipo, Regién Metropolitana
PEU2 C. pyricola Peumo, Region de O Higgins

FAM7 C. gloeosporioides Isla de Maipo, Regién Metropolitana
MER7 C. gloeosporioides Localidad desconocida, Chile
NAL53 C. sp. Isla de Maipo, Region Metropolitana
NAL54 C. sp. Isla de Maipo, Region Metropolitana
NAL17 C. beeveri Isla de Maipo, Region Metropolitana
MERG6 C. fructicola Localidad desconocida, Chile
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Evaluacion de la adherencia de conidias a una superficie hidrofébica

Se utilizé uno o dos aislados de cada especie (Cuadro 1), los que se cultivaron durante 7 dias
en medio de cultivo CYE (casitona 1,7 g-L™, extracto de levadura 0,35 g-L, glucosa 2,0
g-L1, agar 15 g-L™1) para inducir la formacion de acérvulos y conidias. Del cultivo obtenido,
se prepard una suspension de 10* conidias-mL™, ajustada utilizando una camara de Neubauer,
para posteriormente sembrar una alicuota de 10 uL en el centro de placas de poliestireno
transparente. EI margen de la alicuota se marcé con un plumoén. Las placas se incubaron
cerradas por 1, 5, 10, 15 y 30 minutos en una camara de cultivo a 20 °C, luego fueron lavadas
con 20 mL de agua destilada estéril y agitadas por 40 segundos utilizando un vortex (ZX3
Advanced Vortex Mixer, VELP) a 8.000 RPM. Los 20 mL se descartaron y las placas lavadas
fueron observadas en un microscopio de contraste de fase (Carl Zeiss, Alemania), bajo el
cual se contabilizaron las conidias adheridas a la superficie. EI nimero de conidias en una
alicuota de 10 pL se consider6 como 100% (promedio de seis repeticiones). Entonces, se
establecio el porcentaje de adherencia en cada tiempo evaluado para cada especie.

El experimento tuvo una réplica bioldgica y se realizo bajo un disefio completamente al azar
con estructura factorial (5x6) en donde la unidad experimental fue un grupo de
aproximadamente 100 conidias. Los porcentajes obtenidos para aquellas especies con dos
aislados fueron promediados. El factor tiempo estuvo constituido por 5 niveles mientras que
el factor especie por 6 niveles. Se realizaron tres repeticiones por tratamiento y cada
repeticion consistio en una placa.

Determinacion del tiempo de agua libre necesario para la germinacion de conidias y
formacion de estructuras de infeccion

Este estudio se realizd con experimentos in vitro e in vivo. Para el primero, placas Petri de
poliestireno transparente de 100 mm de didmetro, fueron inundadas con 20 mL de agua
destilada estéril e inoculadas con una alicuota de 10 pL de una suspension conidial (10
conidias-mL%Y) de los distintos aislados a evaluar. Las placas fueron incubadas a 20°C por 2,
4, 8, 16 y 24 horas, y luego se visualizé y cuantificd la formacion de estructuras bajo un
microscopio Optico de contraste de fase (Carl Zeiss, Alemania). Se contabilizaron 100
conidias por aislado y se determind el porcentaje de germinacion para cada tiempo de agua
libre analizado. Ademas, se determiné el porcentaje de conidias germinadas que formaron
apresorios y se describi6 el tamafio y la morfologia de los apresorios (Dodd et al., 1991).

Posteriormente, las pruebas in vivo se llevaron a cabo en hojas de palto, pertenecientes al
huerto de variedades de la facultad, las cuales fueron, recolectadas al azar de arboles
asintomaticos, las que fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 0,5% por 3 min. A
partir de distintos sectores de cada hoja se cortaron discos de 5 mm de diametro utilizando
un perforador metélico estéril para luego establecer grupos al azar de 9 discos. Cada grupo
de discos fue trasladado a camaras humedas que consistieron en placas Petri de vidrio con
papel absorbente humedecido con agua destilada estéril. Cada disco de hoja fue inoculado en
el centro con los distintos aislados analizados (Cuadro 4), afiadiendo una alicuota de 20 pL
de una suspension conidial ajustada a 10* conidias-mL. Cada camara hiimeda se incubd a
20°C por 2, 4, 8, 16 y 24 horas. Para visualizar las estructuras de los hongos en el tejido
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vegetal, las muestras fueron decoloradas en etanol-cloroformo 3:1 vol/vol y luego tefiidas
con azul de lactofenol segun la metodologia descrita por O’Connell et al. (2004). Finalmente
se contabilizaron 100 conidias para luego determinar el porcentaje de germinacion en los
distintos tiempos evaluados.

Ambos experimentos tuvieron un disefio completamente al azar, con estructura factorial de
tratamientos (5%6), en donde el primer factor fue el tiempo de agua libre, con 5 niveles,
mientras que el segundo factor fue la especie de Colletotrichum evaluada. Se realizaron dos
replicas bioldgicas, las cuales fueron promediadas para obtener los tiempos necesarios para
la germinacion y formacidn de estructura de infeccion, ademas los porcentajes obtenidos para
aquellas especies con dos aislados fueron promediados, corroborando que no existieran
diferencias significativas entre ellos.

Determinacion de patogenicidad de distintas especies de Colletotrichum sobre
hojas.

Hojas de palto de la variedad Hass fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1%
durante 3 minutos, lavadas con agua destilada estéril y secadas al interior de una camara de
flujo laminar. Las hojas fueron inoculadas con los aislados de las seis especies de
Colletotrichum (Cuadro 2), depositando una alicuota de 20 pL de una suspension conidial
(10* conidias-mL™) sobre su superficie. Las hojas inoculadas fueron incubadas en camaras
himedas por 2 semanas a temperatura ambiente para permitir el desarrollo de la infeccion.
Se realizaron doce repeticiones por especie considerando como control hojas no inoculadas.
Finalmente, se midi6 el area de la lesion sobre las hojas, para lo cual se utilizé el programa
Imagel. El area de la lesion para cada especie se promedio previo al analisis.

Determinacion de patogenicidad de distintas especies de Colletotrichum sobre
frutos

Para estudiar la patogenicidad de las especies de Colletotrichum se colectaron frutos desde
el huerto comercial, la colecta consistio en frutos de tamafio homogéneo, sanos e inmaduros
de la variedad ‘Hass’. Se utilizaron 4 frutos por especie, siendo cada fruto una repeticion,
teniéndose un total de 24 frutos. Para el inoculo se sembré un disco de micelio en placas de
CYE, las cuales se cultivaron durante 7 dias, momento en el cual se observo el desarrollo de
acérvulos y masas de conidias. Posteriormente, se preparé una suspensién conidial para cada
especie y se ajustd a 10* conidias-mL™. Los frutos fueron desinfectados e inoculados con una
alicuota de 20 pL, mientras que en los testigos se deposité 20 pL de agua destilada estéril,
para luego ser llevados a cdmaras himedas que se mantuvieron a una temperatura de 20°C
por 2 semanas, momento en el cual se evidencid la sintomatologia de antracnosis.
Finalmente, se determiné la virulencia de las diferentes especies para lo cual se midié el
diametro de la lesion, para lo cual se cuantificaron dos diametros perpendiculares usando un
pie de metro, los didmetros se promediaron y se establecio para cada especie las medias, las
cuales fueron comparadas entre si
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Cuadro 2. Aislados de Colletotrichum spp. estudiados en la patogenicidad de hojas y frutos

Especie Aislados
C. cigarro SDO1
C. pyricola PEU2
C. gloeosporioides FAM7
C. sp. NAL53
C. fructicola MERG6
C. beeveri NAL17

Efecto de la temperatura en el crecimiento miceliar de distintas especies de
Colletotrichum

Los distintos aislados fueron cultivados por 7 dias a 20 °C en agar papa dextrosa (PDA) para
la obtencion de micelio. Desde el borde en activo crecimiento de las colonias, se obtuvieron
discos de 3 mm de diametro con la ayuda de un sacabocados de acero estéril, los cuales
fueron sembrados al centro de placas Petri de 100 mm de didmetro con PDA, asegurando que
la cara del disco con micelio estuviera en contacto con el medio de cultivo. Las placas fueron
incubadas a 4, 10, 20, 28, 25, 30, 35y 45 °C por 7 dias y se realizaron mediciones diarias del
diametro del crecimiento del micelio con un pie de metro. Se calculé la tasa de crecimiento
diaria para cada temperatura y posteriormente se promediaron. El experimento tuvo un disefio
completamente al azar, considerando 3 repeticiones por aislado.

ANALISIS ESTADISTICO

Para las pruebas de agua libre in vitro e in vivo las variables medidas fueron sometidas a un
analisis de varianza usando modelos lineales generalizados mixtos. Las medias fueron
separadas utilizando el test LSD de Fisher con un 5% de significancia a través del software
estadistico InfoStat version 2011, integrando el lenguaje de programacion R (R Core Team,
2013).

Los resultados de las temperaturas de crecimiento se analizaron construyendo regresiones
que permitieron definir la funcion que describi6 el comportamiento de la tasa de crecimiento
miceliar de las 6 especies estudiadas. Posteriormente, se determinaron las temperaturas
Optima, minima y maxima de crecimiento. Las tazas de crecimiento entre los distintos hongos
fueron sometidas a un analisis de varianza y las medias fueron separadas con el test LSD de
Fisher.
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RESULTADOS

Evaluacion de adherencia de las conidias a una superficie hidrofébica

El primer parametro epidemioldgico estudiado en las diferentes especies de Colletotrichum,
fue la adherencia de conidias sobre una superficie hidrofobica, debido a que homologa la
superficie de un fruto. Los porcentajes se obtuvieron al inocular un grupo de 100 conidias y
posteriormente lavarlas a los tiempos de 1, 5, 10, 15 y 30 minutos, desde una placa de
poliestireno. Se considerd6 como una conidia adherida aquella conidia que se mantuvo
adosada a la superficie hidrofdbica tras el lavado.

En el caso de las especies de Colletotrichum con dos aislados (C. cigarro, C. pyricola, C.
gloeosporioides y C. sp.), dado que no presentaron diferencias, los porcentajes individuales
fueron promediados para analizar y determinar los tiempos de agua libre necesarios para la
adhesion de conidias de cada especie. Los porcentajes de adherencia en los tiempos de 1, 5,
10, 15 y 30 minutos fueron graficados y ajustados a una funcién polindmica de segundo
grado (Figura 1). Los datos indican un aumento en la adherencia de las 6 especies en funcion
del tiempo, con valores bajo el 20% tras ser expuestas 1 minuto y valores sobre el 73%
después de 30 minutos. Para cada especie se detectaron diferencias significativas en los
porcentajes de adherencia entre los distintos tiempos de incubacion en la superficie
hidrofébica (Cuadro 3). Particularmente, las especies C. cigarro, C. pyricola, C.
gloeosporioides y C. sp. presentaron diferencias significativas en adherencia entre todos los
tiempos evaluados. En cambio, en C. fructicola y C. beeveri la adherencia fue
significativamente igual entre exposiciones de 10 y de 15 minutos, y entre 15 y 30 minutos,
respectivamente.

Posteriormente, se compararon los porcentajes de adherencia entre especies en cada tiempo
de incubacion (Figura 2). Al primer minuto, las especies C. pyricola (19,1%), C. cigarro
(14,6%) y C. sp. (14,3%) alcanzaron los mayores porcentajes de adherencia, seguidos por C.
gloeosporioides (5,8%) y C. fructicola (5,7%), y finalmente, C. beeveri, con una adherencia
de s6lo 0,2%. A los 5 minutos C. pyricola (52,1%) presento el porcentaje de adherencia mas
alto, el cual fue seguido por C. sp. (49,5%), C. cigarro (43,6%) y C. gloeosporioides (42,7%),
en cambio los porcentajes mas bajos correspondieron a C. fructicola (26,8%) y C. beeveri
(24,7%), los cuales no presentaron diferencias en su adherencia. Para el tiempo de 10
minutos el porcentaje de adherencia més alto fue observado en C. pyricola (73,8%) seguido
por C. sp. (63,6%), C. gloeosporioides (59,9%), C. cigarro (55,5%), C. fructicola (47,0%) y
C. beeveri, que con un 41,56% fue coherentemente la especie con el menor porcentaje de
adherencia. A los 15 minutos las especies C. pyricola (87,9%) y C. sp. (83,5%) alcanzaron
los porcentajes de mayor adherencia, seguidos por C. beeveri (66,2%), C. gloeosporioides
(65,7%), C. cigarro (59,3%) y C. fructicola, la cual correspondié al menor porcentaje de
adherencia para este tiempo con un 55,9%. Finalmente, a los 30 minutos las especies C.
pyricola (94,1%), C. cigarro (92,1%), C. sp. (90,1%) y C. gloeosporioides (87,8%),
presentaron los mayores porcentajes de adherencia mientras que C. beeveri (73,3%) y C.
fructicola (73,2%) fueron las especies con menor porcentaje de conidias adheridas a la
superficie hidrofoba.
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Figura 1. Porcentajes de adherencia de conidias de 6 especies de Colletotrichum, para los
tiempos de 1, 5, 10, 15 y 30 minutos. La determinacién de la adherencia se realizo en
una superficie de poliestireno. Dos cepas fueron consideradas por especie (excepto
para C. beeveri y C. fructicola). 100 conidias fueron utilizadas por ensayo. Cada
punto mostrado corresponde a tres réplicas experimentales. Los datos fueron
ajustados a un modelo de polinomio de segundo grado (Y = at? + bt + ¢). En donde Y
= porcentaje de adherencia, t = tiempo y a, b y ¢, corresponden a los coeficientes de
regresion
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Cuadro 3. Porcentajes promedio de adherencia (%) de conidias a una superficie de
poliestireno respecto del tiempo de exposicion para las 6 especies de Colletotrichum

estudiadas.
T(Ir?anF;O C.cigarro C.pyricola C. gloeosporioides C.sp. C.fructicola C. beeveri
1 14,8 el 19,1¢e 58d 14,2 e 5,7d 0,2d
5 436d 52,1d 427 ¢ 495d 26,8 ¢ 248 ¢c
10 555¢ 738¢C 599h 63,6 C 470Db 416b
15 59,3b 879b 65,7b 835h 559b 66,2 a
30 921a 941a 87.8a 90,1a 732a 733 a

! Porcentajes con diferentes letras, en cada columna, presentan diferencias significativas
segun la prueba LSD de Fisher (p<0,05).

Ll a8 B C. cigarro
a
a L b B C pyricola
80 2 b 12 mm C glocosporioides
S b b bellc 1 '
< ' be | /5 mm C sp.
g @ a ab cd i L de
% bW b ¢ 3 C. fructicola
S 40 = C. beeveri
k<] cc
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0]ag 2
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C
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Figura 2. Evolucion en el tiempo de los porcentajes de adherencia de conidias de 6 especies
de Colletotrichum, a una superficie hidrofdébica de poliestireno. Cada barra representa
el promedio de adherencia de dos aislados por especie (excepto para C. beeveriy C.
fructicola). Barras con letras distintas para cada tiempo, indican diferencias
significativas segun la prueba LSD de Fisher (p<0,05).
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Determinacion del tiempo de agua libre necesario para la germinacion de conidias y
formacion de estructuras de infeccion

Ensayos in vitro sobre una superficie hidrofébica

El estudio consistio en la exposicion de un grupo de 100 conidias a la presencia de una
pelicula de agua libre sobre una superficie hidrofébica durante 2, 4, 8, 16 y 24 horas. Es
importante destacar que los tubos germinativos presentaron longitudes variables, en donde,
independiente del largo, se observo la diferenciacion del apresorio en su extremo (Figura 3).
Frente a lo cual se determind que la evaluacion de germinacion contempld solo la
observacion de los tubos germinativos indistintamente de su largo.

Conidias Poliestireno Hoja

C. cigarro

C. sp. C. gloeosporioides C. pyricola

C. beeveri C. fructicola

10 um
Figura 3. Estructuras de infeccion en las 6 especies de Colletotrichum estudiadas: La columna
de la izquierda corresponde a las conidias de cada especie, la columna intermedia
corresponde a conidias germinadas con la formacion de apresorios en una superficie
de poliestireno. La columna a la derecha corresponde a conidias germinadas con
apresorios formados sobre hojas de palto.
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Germinacidn de conidias sobre una superficie hidrofobica

En términos generales se observd, para cada especie estudiada, que la germinacion de
conidias aument6 a mayor tiempo de agua libre (Figura 4). Los porcentajes de germinacion
comparados por tiempo revelan menores valores de germinacion tras 2 horas de incubacion
(entre 0 y 1%), mientras que los valores mas altos se registraron tras 24 horas (entre 70 y
91%). Luego, la germinacion se comparé entre especies para cada tiempo de agua libre
estudiado (Figura 5). En donde se observo que, tras 4 horas de exposicién a la pelicula de
agua, la germinacién aument6é en C. pyricola (35,2%), C. fructicola (31,0%), C.
gloeosporioides (27,8%) y C. cigarro (27,5%), alcanzando los porcentajes mas altos, siendo
C. sp. (21,7%) y C. beeveri (11,7%) las especies con los porcentajes de germinacion mas
bajos para este tiempo. Con 8 horas de agua libre el porcentaje de germinacién mas alto fue
registrado en C. pyricola (44,7%), seguido por C. cigarro (40,7%), C. gloeosporioides
(32,0%), C. fructicola (31,0%), C. beeveri (27,3%) y C. sp, siendo esta ultima la especie de
menor germinacion con un 24,0%. Para el tiempo de 16 horas de agua libre, C. pyricola
(68,0%), se mantuvo dentro de los valores mas altos de germinacion, aunque sin presentar
diferencias con C. gloeosporioides (72,9%), estas fueron seguidas por C. cigarro (55,2%),
C. sp. (51,8%) y C. beeveri (45,7%), siendo el porcentaje de germinacion mas bajo de 44,0%
de la especie C. fructicola. Finalmente, con 24 horas de agua libre, los valores de germinacion
mayores fueron para C. cigarro (91,2%) y C. gloeosporioides (84,7%), seguidos de C.
pyricola (80,8%), C. fructicola (80,3) y C. beeveri (81,2%), y finalmente, C. sp. con un
57,0%, que fue el menor valor de germinacion.
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Figura 4. Evolucion en el tiempo de los porcentajes de germinacién de conidias y formacion

de apresorios de 6 especies de Colletotrichum en una superficie de poliestireno.
Barras con letras minusculas distintas indican diferencias significativas para el
porcentaje de germinacion por especie, mientras que barras con letras mayusculas

distintas indican diferencias en el porcentaje de formacion de apresorios por especie,
segun la prueba LSD de Fisher (p<0,05).
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Figura 5. Evolucion en el tiempo del porcentaje de germinacién de 6 especies de
Colletotrichum, sobre una superficie de poliestireno. Barras representan el promedio
de los dos aislados por cada especie, cuando corresponde. Aquellas barras con letras
distintas, para cada tiempo, presentan diferencias significativas entre si de acuerdo
con la prueba LSD de Fisher (p<0,05).

Formacion de apresorios sobre una superficie hidrofébica

Dado que la formacion de apresorios es esencial para la penetracion y la posterior infeccion,
se contabilizo la presencia de estas estructuras en un grupo de 100 conidias expuestas a una
pelicula de agua en los tiempos de 2, 4, 8 y 16 horas, de las cuales se obtuvieron los
porcentajes de formacion de apresorios para cada especie. Para el recuento del porcentaje de
formacion de esta estructura de infeccion, se consideré como apresorio formado a aquellos
diferenciados del tuvo germinativo (ensanchamiento del tubo germinativo en forma de domo)
y melanizados (acumulacion de melanina en las paredes celulares que se evidencia en un
oscurecimiento de la estructura) (Apéndices 6y 7).

El ensayo permitio establecer que, en las 6 especies estudiadas, el porcentaje de formacion
de apresorios se incrementa a mayor tiempo de agua libre (Figura 6). En cada especie, 10s
menores porcentajes de formacion de apresorios se encontraron a 2 y 4 horas de agua libre,
con valores entre 0 y 4%. Es relevante mencionar que en cinco de las seis especies estudiadas
la presencia de apresorios comenzo a aumentar a partir de las 8 horas, C. beeveri fue la
excepcion donde los porcentajes de formacion de apresorios se incrementaron
significativamente a partir de las 16 horas de agua libre. Ademas, en todas las especies el
mayor porcentaje de formacién de apresorios se detectd a las 24 horas. Al comparar entre
especies en cada tiempo de agua libre (Figura 6), la formacion de apresorios fue igualmente
baja tras 2 horas (< 0,7%), a las 4 horas el mayor porcentaje lo present6 C. fructicola (4,0%),
seguida por C. cigarro (2,0%), C. gloeosporioides (1,2%), C. pyricola (0,2%), C. sp. y C.
beeveri, estos dos Gltimos con un 0,3%. A las 8 horas, los porcentajes aumentaron de forma
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significativa, comparativamente C. cigarro (32,5%) alcanzé el valor mas alto, seguida por
C. fructicola (21,0%), C. sp. (20,7%), C. gloeosporioides (11,8%), C. pyricola (11,7%) y C.
beeveri (3,7%). Para el tiempo de 16 horas, C. cigarro se mantuvo con el mayor porcentaje
de apresorios observados con un 39,7%, mientras que para las especies C. gloeosporioides y
C. pyricola, fueron de 59,0% y 42,8%, respectivamente, seguidos por C. fructicola (31,7%),
C. sp. (24,8%) y C. beeveri con un 14,7%, consistentemente el mas bajo del grupo.
Finalmente, con 24 horas de agua libre, las especies C. cigarro, C. pyricola y C.
gloeosporioides alcanzaron igualmente la mayor formacion de apresorios, con porcentajes
promedio de 79,0%, 73,0% y 74,5%, respectivamente, mientras que C. fructicola y C.
gloeosporioides presentaron porcentajes de 60,3% y 74,5%, siendo seguidos por C. beeveri,
con un 46,0% (Apéndice 8).

Por otra parte, Ilamativamente, se observo la emergencia de dos tubos germinativos en las
conidias de los aislados de la especie C. pyricola (Figura 7). La presencia de estas conidias
fue contabilizada y se obtuvo un porcentaje promedio de 86,5% a las 24 horas de observacion.
Ademas, en un 66% de los casos se observo en el pice de cada tubo germinativo el desarrollo
de apresorios diferenciados morfolégicamente y melanizados, lo que sugiere que ambos
podrian ser funcionales al momento de iniciar el proceso de infeccion (Figura 9).
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Figura 6. Evolucion en el tiempo del porcentaje de apresorios formados, para 6 especies de
Colletotrichum, sobre una superficie de poliestireno. Barras representan el promedio
de los dos aislados por cada especie, cuando corresponde. Aquellas barras con letras

distintas, para cada tiempo, presentan diferencias significativas entre si de acuerdo
con la prueba LSD de Fisher (p<0,05).
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Figura 7. Presencia de conidias con dos tubos germinativos y doble formacién de apresorios
en la especie C. pyricola. a) Conidias sobre poliestireno. b) Conidias sobre hojas de
palto. c) Frecuencia de conidias con formacion de dos tubos germinativos (2TG) y d)
Presencia de un apresorio en cada tubo germinativo (2AP).

Ensayos in vivo sobre hojas de palto

Germinacidn de conidias sobre hojas de palto

En cada especie se observd un aumento de la germinacion de conidias a mayor tiempo de
exposicién a agua libre (Figura 8), encontrandose que, para el tiempo de 2 horas, los valores
de germinacion fueron minimos, estando entre 0 y 0,7%. Es relevante mencionar que entre
los tiempos de 2 y 4 horas la germinacién se mantuvo igualmente baja para C. beeveri con
valores de 0,1 y 1,4%, respectivamente. Mientras que los porcentajes de germinacion mas
altos variaron entre 55,3 y 97,6%, los que correspondieron a C. pyricolay C. gloeosporioides
entre las 16 y 24 horas, y para el resto de las especies en el tiempo de 24 horas. Al analizar
los porcentajes de germinacion entre especies (Figura 9), a las 2 horas, todas las especies
presentaron valores de germinacion igualmente bajos (< 1,0%), para el tiempo de 4 horas,
los porcentajes mas altos se observaron en C. cigarro y C. gloeosporioides con valores de
14,8 y 14,4%, respectivamente, seguidos por C. pyricola (10,6%) y C. sp. (8,9%), mientras
que los porcentajes mas bajos de germinacion para este tiempo fueron los de C. beeveriy C.
fructicola con un 1,4y 0,8%, respectivamente. A las 8 horas, los valores de germinacion mas
altos fueron para las conidias de C. gloeosporioides y C. pyricola con 33,4 y 29,7%, seguidos
por C. cigarro (19,1%) y C. sp. (16,0%), mientras que los valores de germinacién mas bajos
correspondieron nuevamente a C. fructicola 'y C. beeveri con 7,3y 6,4%. Con 16 y 24 horas
de agua libre, C. cigarro, C. pyricola, C. gloeosporioides, y C. sp., presentaron los
porcentajes de germinacion mas altos, alcanzando valores por sobre el 80%, mientras que C.
fructicola y C. beeveri presentaron valores significativamente menores para ambos tiempos
con valores que fluctuaron para las 16 horas entre 26,1 y 25,8%, respectivamente, y para el
tiempo de 24 horas entre un 56,0 y un 55,3%, respectivamente.
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Figura 8. Evolucion en el tiempo del porcentaje de germinacion de conidias y formacion de
apresorios, para 6 diferentes especies de Colletotrichum, sobre hojas de palto. Barras
con letras minasculas distintas indican diferencias significativas para el porcentaje de
germinacién de conidias por especie, mientras que barras con letras mayusculas

distintas indican diferencias en el porcentaje de formacidn de apresorios por especie
segun la prueba LSD de Fisher (p<0,05).

25



NI T
100+ -. - | (..u(gmw
" I‘ Bl C pyricola
~ I @ (. gloeosporioides
S Hl C sp.
= i), s 323
= [ C. fructicola
2
s 1 C. beeveri
£
[
’D
<o

a
] a
a a
80
60 b b
40 sl
: bb
20 a ., a o b
o b cc
_‘,_llﬂl c g nlsl | I I
7. 4 8

16 24
Tiempo de agua libre (h)

Figura 9. Evolucion en el tiempo del porcentaje de germinacion de conidias en el tiempo,
para 6 especies de Colletotrichum, sobre hojas de palto. Barras representan el
promedio de los dos aislados por cada especie, cuando corresponde. Aquellas barras
con letras distintas, para cada tiempo, presentan diferencias estadisticamente
significativas entre si de acuerdo con la prueba LSD de Fisher (p<0,05)

Formacién de apresorios en hojas de palto

En cuanto a la formacion de apresorios, los porcentajes aumentaron a mayor tiempo de agua
libre (Figura 8). Al comparar estadisticamente dentro de cada especie se observo que, con 2
y 4 horas de agua libre, la formacion de apresorios fue minima para todas las especies, en
promedios que variaron entre 0,3 y 0,7%. Ademas, es importante mencionar que C.
gloeosporioides y C. fructicola no presentaron diferencias entre los tiempos de 2 y 4 horas.
A las 16 y 24 horas, se observo un aumento significativo de la formacion de apresorios en
todas las especies, los valores maximos fueron alcanzados a las 24 horas los cuales se
encontraron por sobre el 57%. Posteriormente, al comparar entre especies (Figura 10) se
observé que, para el tiempo de 2 horas, todos los porcentajes fueron igualmente bajos,
mientras que, para las 4 horas, en donde comenzaron a encontrarse diferencias, el porcentaje
mayor correspondio a la especie C. pyricola con un 4,2%, seguido por C. cigarro (3,2%), C.
sp. (2,5%), C. gloeosporioides (1,2%) y C. beeveri (3,2%), mientras que en C. fructicola, no
hubo desarrollo de apresorios. Para el tiempo de 8 horas los valores mas altos fueron los de
C. cigarro y C. pyricola con un 10,1 y 9,6%, seguidos por C. gloeosporioides (8,1%), C.
beeveri (7,1%), C. sp. (4,9%) y C. fructicola (3,2%). Entre las 16 y 24 horas las especies C.
cigarroy C. pyricola presentaron los mayores valores de formacion de apresorios alcanzando
un promedio de 88,9 y 89,1%, respectivamente, mientras que los menores porcentajes
correspondieron a C. fructicola y C. beeveri que, para el tiempo final de 24 horas, tuvieron
porcentajes del 57,1 y 55,7%, respectivamente (Apéndice 9).

En este caso, tal como en las evaluaciones de germinacion sobre poliestireno, se observé en
los aislados de la especie C. pyricola la emergencia de dos tubos germinativos, los cuales se
desarrollaron en un 74,5% de las conidias germinadas a las 24 horas. Ademas, en un 64,8%
de los casos se formo en ambos apices un apresorio (Figura 7b).
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Figura 10. Evolucion en el tiempo del porcentaje de formacion de apresorios, para 6 especies
de Colletotrichum, sobre hojas de palto. Barras representan el promedio de los dos
aislados por cada especie, cuando corresponde. Aquellas barras con letras distintas,
para el mismo tiempo, presentan diferencias significativas entre si de acuerdo con la
prueba LSD de Fisher (p<0,05)

Pruebas de patogenicidad sobre hojas de palto

Dado que, los resultados obtenidos en las pruebas in vivo muestran que las especies C.
cigarro, C. gloeosporioides, C. pyricola y C. sp., presentan mayores porcentajes de
germinacién y formacion de apresorios que las especies C. fructicola y C. beeveri, se
procedié a evaluar la patogenicidad. Para comprender el proceso de infeccion entre las
especies de Colletotrichum estudiadas y definir diferencias en su patogenicidad, se estudio
la capacidad de infeccion en hojas de palto para un aislado por especie. Las hojas, una vez
inoculadas, permanecieron por dos semanas en camaras humedas a temperatura ambiente.

A través de este estudio se observd que las especies C. cigarro, C. pyricola, C.
gloeosporioides y C. sp., fueron capaces de infectar las hojas de palto, mientras que las hojas
inoculadas con C. fructicola y C. beeveri no presentaron sintomatologia (Figura 11). Las
hojas infectadas fueron cuantificadas por especie y se construyd un gréafico de frecuencias
(Figura 11b) en donde se observé que para C. pyricola un 50% de las hojas fueron infectadas,
para C. cigarroy C. sp. el porcentaje de hojas infectadas correspondid, en ambas especies, a
un 66,7% y finalmente para C. gloeosporioides correspondié a un 75%. Por otro lado, C.
cigarro generd las lesiones de mayor tamafio en las hojas seguido de C. gloeosporioides,
mientras que C. pyricola y C. sp., produjeron las lesiones de menor tamafio (Figura 11c).
Interesantemente, en las hojas inoculadas con C. pyricola se observo, en todas las hojas que
no presentaron sintomas, micelio en los puntos en donde se depositd la alicuota de
inoculacion. Al observar en detalle, se identificaron apresorios producidos por el micelio
sobre el tejido (Figura 12).
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inoculacion. b) Porcentaje de hojas infectadas y ¢) Area promedio de la lesion por
cada especie.
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Figura 12. Diferentes etapas de infeccion en hojas inoculadas con C. pyricola. a) y b)
corresponde al testigo, siendo b un acercamiento a la superficie de la hoja. ¢ - g) hojas
en que se observd desarrollo superficial del crecimiento del hongo, en donde d)
corresponde un acercamiento al micelio, €) a la presencia de masas de conidias
anaranjadas, f) a la presencia de sectores necroticos y g) a la observacion
microscopica de apresorios en el micelio. h) corresponde a una hoja infectada con C.
pyricola en donde se observo sintomatologia y la presencia de lesiones en donde i) es
un acercamiento a la lesion, j) la presencia de acérvulos en la lesion y k) a la
observacion microscopica de conidias.

Pruebas de patogenicidad sobre frutos de palto

Se realizaron pruebas de patogenicidad sobre frutos de palto de la variedad Hass para
establecer diferencias en la capacidad de infeccidn y la virulencia entre las seis especies de
Colletotrichum estudiadas. Los resultados mostraron que todos los frutos presentaron
sintomatologia tipica de la antracnosis en el punto de inoculacion con Colletotrichum de las
diferentes especies, mientras que en los frutos testigos no se observéd el desarrollo de
antracnosis. En cuanto a la virulencia de las especies, se observd que C. pyricola
correspondié a la mas virulenta con un diametro de la lesion promedio de 29,9 mm,
encontrandose las especies C. gloeosporioides (21,1 mm), C. cigarro (20,6 mm), C.
fructicola (19,9 mm), C. sp. (19,6 mm), con valores intermedios, mientras C. beeveri fue la
especie que presentd una menor virulencia, con un didmetro de lesion promedio de 15,2 mm
(Figura 13).
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Figura 13. Patogenicidad en frutos de palto variedad Hass de las 6 especies de Colletotrichum
estudiadas. a) Lesiones de antracnosis en las paltas, 2 semanas después de la
inoculacién. b) Diametro de la lesién promedio para cada una de las especies.

Efecto de la temperatura en el crecimiento miceliar

Para aproximar el impacto de la temperatura ambiental en el desarrollo de las especies de
Colletotrichum bajo analisis, se estudi6 el efecto de la temperatura en el crecimiento miceliar.
Para esto, un disco de micelio de 5 mm fue depositado en placas Petri con medio de cultivo
PDA y se evalué su crecimiento radial bajo las temperaturas de 4, 10, 20, 25, 28, 30, 35y
45°C. En el caso de las especies con mas de un aislado el resultado de las mediciones se
promedio. Con ello se calculd la tasa de crecimiento diario para cada temperatura y se
construyd un grafico de dispersion para cada especie, el cual se ajusté a una curva polindmica
de segundo grado que permitio estimar el valor de la temperatura optima, minimay maxima.
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Los resultados mostraron que para todas las especies la tasa minima de crecimiento observada
fue a los 4°C, con valores entre los 0,4 y 1,1 mm-dia™, posteriormente, con el aumento de
temperatura las tasas aumentaron llegando a valores maximos que se observaron a los 20°,
28°y 30°C. Las especies que presentaron valores de tasa mas altos de crecimiento a los 20°C
fueron C. pyricola, C. sp. y C. beeveri, y variaron entre 6,5 y 8 mm-dia™’. Mientras que para
C. cigarroy C. gloeosporioides sus tasas mas altas fueron observadas a los 28°C, con valores
de 12,7 y 10,3 mm-dia’, respectivamente. Finalmente, para la especie C. fructicola la tasa
de crecimiento mas alta observada fue de 13,8 mm-dia, alcanzada a la temperatura de 30°C
(Cuadro 4). Sélo C. fructicola creci6 a 35°C mientras que ninguna de las especies crecié a
45°C.

Cuadro 4. Tasa de crecimiento diario (mm-dia™) de 6 especies de Colletotrichum, incubadas
a diferentes temperaturas durante 7 dias. La tasa se determiné a través de mediciones
diarias del didmetro de crecimiento del micelio incubado en medio de cultivo PDA.

Tasa de crecimiento (mm-dia?)

Especie 4°C 10°C  20°C 25°C 28°C 30°C  35°C 45°C
C. cigarro 04 17 11,1 11,3 12,7 7,2 0 0
C. pyricola 1,1 45 7,7 6,3 2,5 1,2 0 0
C. gloeosporioides 0,7 34 6,8 6,6 10,3 5,9 0 0
C. sp. 0,8 42 8,0 7,0 5,6 0,9 0 0
C. fructicola 05 59 7,8 10,8 12,2 13,8 1,6 0
C. beeveri 05 15 6,5 4,5 2,0 1,5 0 0

Una vez determinadas las tasas de crecimiento para cada especie, a las diferentes
temperaturas evaluadas, se procedi6 a construir un grafico de dispersién (Figura 14), donde
las tasas fueron ajustadas a una linea de tendencia polindmica de segundo grado. Esto
permitié estimar, a través de la ecuacion cuadrética correspondiente, la temperatura optima,
minima y maxima de cada especie (Cuadro 5). Se estim6 que la temperatura minima de
desarrollo méas baja correspondid a C. pyricola con una temperatura de 2,5°C, seguido por C.
sp. y C. fructicola con 3,5y 3,6 °C, respectivamente. Mientras que, para las especies C.
beeveri, C. gloeosporiodes y C. cigarro las temperaturas minimas de desarrollo fueron de
4,1; 4,3y 5,3°C, siendo esta ultima, la especie con la temperatura minima mas alta. En cuanto
a las temperaturas optimas de desarrollo, estas fluctuaron para todas las especies entre los 18
a los 23,8 °C, correspondiendo este ultimo valor a C. fructicola. Respecto a las temperaturas
méaximas de desarrollo, los resultados mostraron que la especie C. fructicola presenté una
temperatura maxima de desarrollo de 44°C, seguida por C. cigarro y C. gloeosporioides con
35°C. Por otra parte, la temperatura maxima mas baja correspondié a C. pyricola con 33,6°C,
seguida por C. sp. y C. beeveri con 34,1y 34,2 °C, respectivamente.
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Cuadro 5. Temperatura minima, éptima y maxima de crecimiento miceliar para las 6 especies
de Colletotrichum estudiadas.

Temperatura (°C)

Especie Minima Optima Maéxima
C. cigarro 5,3 20,8 35
C. pyricola 2,5 18,1 33,6
C. gloeosporioides 4,3 20,6 35
C. sp. 3,5 18,8 34,1
C. fructicola 3,6 23,8 44
C. beeveri 4,1 19,1 34,2
DISCUSION

Evaluacion de la adherencia de las conidias a una superficie hidrofdbica

Los recientes estudios de la antracnosis de la palta en Chile, han revelado la presencia de 10
diferentes especies de Colletotrichum responsables de la enfermedad, ademéas de la
variabilidad en la diversidad y abundancia de estas especies en los huertos del pais
(Bustamante, 2019). Considerando diversos reportes que establecen que especies de
Colletotrichum infectando a un mismo hospedero presentan adaptaciones en el proceso de
infeccion que dan cuenta de la epidemiologia de la enfermedad y su ecologia. En esta tesis
se evaluaron pardmetros epidemioldgicos para 6 especies de Colletotrichum que afectan a la
palta en Chile, buscando establecer diferencias entre ellas que expliquen la diversidad en su
abundancia, para lo cual las especies fueron seleccionadas por presentar mayor o menor
prevalencia en el campo. Se escogio C. cigarro, C. pyricola y C. gloeosporioides, como
especies de mayor abundancia, mientras que entre las de menor frecuencia en el campo se
seleccionaron C. fructicola, C. sp. y C. beeveri. Los estudios se centraron en procesos claves
en la infeccion, en donde se evalu6 la adherencia, germinacién y formacion de apresorios en
las conidias, asi como, la capacidad de las diferentes especies de infectar hojas y frutos.

El primer parametro evaluado fue la adhesion de las conidias, proceso que concede a la espora
estabilidad y tiempo de recibir los estimulos que se requieren para iniciar la germinacion y
la posterior formacion de apresorios, por lo que es un componente esencial en el proceso de
infeccion y en el desarrollo de la enfermedad (Mercure et al., 1994b; Rawlings et al., 2007).
Frente a esto, es importante considerar que la adherencia esta estrechamente relacionada con
las caracteristicas de la superficie del tejido del hospedero. Estudios en C. lindemuthianum
mostraron una disminucion significativa de la adhesion de las conidias cuando se retiro la
cera en hipocotilos de poroto (Young y Kauss, 1983). En coherencia con esto, se ha mostrado
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que al separar la conidia de C. graminicola del punto de adhesion en hojas de maiz se
desprende una porcién de cuticula de esta, demostrando la estrecha interaccion entre la
conidia y la superficie del hospedero (Mercure et al., 1994b). Por lo que en este estudio se
utilizaron placas Petri de poliestireno transparente debido a sus caracteristicas hidrofébicas,
las cuales se mencionan necesarias para la union firme de las esporas de Colletotrichum a la
superficie (Sela-Buurlage, et al., 1991). Esto ha sido afirmado en diferentes estudios con C.
lindemuthianum, C. graminicola, C. musae y C. gloeosporioides, en donde se ha podido
observar que no existen diferencias en la adherencia estudiada entre placas de poliestireno,
frutos, hojas y superficies modificadas con cera (Young y Kauss, 1983; Sela-Buurlage et al.,
1991; Podila et al., 1993; Chaky et al., 2001). Esto estaria dado principalmente porque las
caracteristicas hidrofobicas de estas superficies y el poliestireno son similares. La
hidrofobicidad en una superficie se ha establecido a través del pardmetro del angulo de
contacto, el que consiste en el célculo del angulo que forma la gota de agua sobre la zona en
que se deposita, este parametro permite establecer la humectabilidad de las superficies
estudiadas y ha definido que la adhesién de conidias comienza a ser efectiva en superficies
que presentan valores por sobre los 50°, siendo en poliestireno de 120° (Zelinger et al., 2006)
y en frutos de palto, que se caracterizan por ser ricos en ceras, en valores que varian de 92°
a 102° dependiendo de la madurez del fruto (Gaskin y Pathan, 2006). Por lo que estos
antecedentes y los resultados obtenidos en esta tesis, en donde se observaron para todas las
especies, valores en la adherencia de conidias por sobre el 70%, sugieren que el estudio de la
adherencia de las especies de Colletotrichum que afectan al palto, sobre superficies de
poliestireno, consiste en un buen modelo para entender y evaluar este proceso.

Por otra parte, en esta tesis, se evidencié un aumento de la adherencia en el tiempo,
alcanzando valores por sobre el 50% en todas las especies a partir de los 15 minutos, mientras
que el porcentaje mas alto de adhesidn fue para todos los casos estudiados a los 30 minutos.
Estos resultados contrastan a los obtenidos en estudios enfocados en la adhesidn de especies
de Colletotrichum sobre poliestireno. En donde, los porcentajes de adhesion para C.
lindemuthianum fueron de 100% a los 15 minutos de incubacion (Stanley et al. 2002), en C.
musae de 94% a las 2 horas y para C. graminicola de un 30% a los 30 minutos, patégenos
causantes de la antracnosis en poroto (Phaseolus vulgaris), banana (Musa paradisiaca) y
maiz (Zea may), correspondientemente (Sela-Buurlage et al., 1991). Lo que deja en evidencia
que la adherencia de Colletotrichum es variable entre las especies y sus hospederos. Estas
diferencias podrian explicarse, considerando que, pese a que la hidrofobicidad es un factor
clave en la adhesidn, la composicion de las ceras y la topografia (tricomas, surcos, relieves,
etc.) del tejido del hospedero a infectar también serian relevantes para la fijacion inicial de la
conidia (Zelinger et al., 2006).

Sumado a los trabajos que han explorado la adherencia en las especies de Colletotrichum en
diferentes hospederos, en este estudio se observo que, al comparar los porcentajes de
adherencia de las 6 especies entre si, durante todos los tiempos evaluados (1, 5, 10, 15y 30
minutos) se encontraron diferencias, las cuales, se presentaron desde el primer minuto
(Figura 1). En el transcurso del tiempo se observd como la adherencia de C. pyricolay C. sp.
se mantuvieron entre los porcentajes mas altos, mientras que C. fructicola y C. beeveri se
encontraron entre las especies con un menor porcentaje de conidias adheridas. Las especies
C. cigarro y C. gloeosporioides, presentaron adherencias promedio intermedias, sin
embargo, al tiempo final de 30 minutos, estas especies se agruparon entre los porcentajes
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mas altos. Frente a esto, la literatura menciona que esta primera interaccién con la superficie
€S un proceso pasivo y bastante rapido, pudiendo evidenciarse desde los 30 segundos
(Zelinger et al., 2006). Lo cual, sin embargo, sélo se ve reflejado en C. cigarro, C. pyricola
y C. sp., en donde los porcentajes de adherencia variaron entre un 14-19% luego de un
minuto. Por el contrario, C. gloeosporioides, C. fructicola y C. beeveri presentaron un
proceso de adherencia inicial mas lento. Por lo que, desde esta perspectiva, aquellas especies
que son capaces de adherirse rapidamente se verian favorecidas frente a condiciones de
[luvias en comparacion a aquellas especies que tienen un proceso de adhesion mas lento.

Por otra parte, en cuanto a que podria determinar las diferencias de adherencia entre las
especies estudiadas, si bien no existen estudios que den antecedentes, se sabe que las conidias
se encuentran embebidas en una matriz que estaria relacionada con la efectividad de la
adhesion (Perfect et al., 1999; Armestos et al., 2020). Esta idea es respaldada a traves de
estudios ultraestructurales en C. truncatum C. antramentarium, C. orbiculare y C.
graminicola (Grifiths y Cambell, 1973; Van-Dyke y Mims, 1991; Pain et al., 1992), en donde
se observé la presencia de una matriz proteica fibrilar alrededor de las conidias, la cual al ser
removida resulta en una disminucion en la adhesion (Sela-Buurlage et al.,1991; Mercure et
al., 1994a; Rawlings et al., 2007). Concordantemente, estudios en la composicion de esta
capa han determinado una alta presencia de glicoproteinas, las cuales al ser inactivadas o
removidas tienen como consecuencia la alteracion y disminucion en la adherencia de esporas
(Rawlings et al., 2007). Estudios con anticuerpos monoclonales (MAb) han permitido
caracterizar las glicoproteinas presentes en esta matriz, en donde se menciona que en C.
lindemuthianum, C. malvarum, C. orbiculare y C trifolii, la matriz se une con mayor
intensidad a MAb UB20, el cual reconoce epitopos de hidratos de carbono en las cadenas
laterales N-linked de glicoproteinas (Pain et al., 1992; O’connell et al., 1996; Perfect et
al.,1999). Estos estudios sugieren que glicoproteinas de 110 kDa, con grupos de hidroxilos
vecinales y residuos de N-acetilgalactosamina, conformarian esta capa fibrilar y formarian
parte de esta rapida adherencia inicial (O’ connell et al., 1996; Perfect et al.,1999).
Interesantemente, al analizar la presencia de glicoproteinas reconocidas por UB20 en C.
acutatum, C. gloeosporioides, C. capsi, C. coffeanum, C. destructivum, C. graminicola, C.
lindemuthianum, C. musae, C. orbiculare y C. trifolii, el anticuerpo solo se lig6 a C.
lindemuthianum, C. orbiculare y C. trifoli (Paien et al., 1992), lo que da cuenta de la
diferencia de composicion de glicoproteinas. Por lo que se sugiere que las diferencias en la
composicion de glicoproteinas, su abundancia o ausencia, podria ser la causa de las
diferencias de adhesion entre las especies estudiadas.

Adicionalmente, en este estudio se observé una estabilizacion de la adherencia de las conidias
a los 30 minutos, en donde las especies se dividieron en dos grupos, el primero cuyos
porcentajes de adherencia alcanzaron altos valores, entre 87% y 94%, como son C. cigarro,
C. pyricola, C. gloeosporioides y C. sp., y aquellas especies con una menor adhesion cuyos
porcentajes de germinacion fueron cercanos al 73%. Respecto a esto, se sefiala que las
conidias presentan un segundo proceso de adherencia, determinado por la sintesis de
proteinas secretadas desde el apice de la conidia y que permiten el asentamiento de las
estructuras que posteriormente seran formadas (tuvo germinativo y apresorio) (Perfect et al.,
1999; Rawlings et al., 2007). La secrecion de este segundo grupo de proteinas puede
desempefiar un papel clave para comprender la variabilidad inicial y la posterior
consolidacién de la adhesion al tiempo final, ademas de las diferencias observadas entre las
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especies de Colletotrichum bajo estudio. En cuanto a la composicion de la matriz
extracelular, que resulta de la secrecion de compuestos desde la conidia corresponde,
también, a un conjunto de glicoproteinas, aunque diferentes a las presentes en la conidia que
aun no han germinado. Pain et al., (1996), mencionan que para las conidias de C.
lindemuthianum, las glicoproteinas presentes en esta segunda etapa de adhesion serian dos,
de 133 kDay de 146 kDa, mientras que posteriormente Hutchison et al. (2000), reconocieron
una tercera glicoproteina superior a 200 kDa. Asimismo, estudios recientes (Zhang et al.,
2018) sobre el proceso de infeccidn de C. fructicola en frutillas, reportaron la sobre expresion
de genes que codifican para pequefias proteinas hidrofobicas implicadas en la adhesion. Por
lo que queda en evidencia que existe una composicion diferencial entre las matrices que
recubren a las conidias en la primera etapa de adherencia, proveniente desde el acérvulo,
tanto como en la posterior sintesis de moléculas que participaran en la adhesion del tubo
germinativo y el apresorio, siendo estas claves para explicar las diferencias de adherencia en
las especies de Colletotrichum estudiadas.

Finalmente, considerando estas diferencias de adherencia entre las especies, éstas pueden ser
relacionadas con su prevalencia, en el caso de C. cigarro, C. pyricola y C. gloeosporioides,
especies que presentan una mayor adherencia al tiempo final, con ello tendrian una mayor
oportunidad de adherirse al hospedero y por ende de provocar una infeccién. Esta idea
también es apoyada con los resultados de C. fructicola 'y C. beeveri, especies con una menor
prevalencia y cuyos porcentajes de aherencia son menores. Por lo que aun cuando, este
parametro no es capaz de por si solo explicar las diferencias de prevalencia para esta especie
en particular, es esencial para comprender la epidemiologia. Y seria de relevancia bajo
condiciones de alta humedad o de lluvias prolongadas en donde adherirse al tejido aseguraria
la colonizacién del hospedero.

Determinacion del tiempo de agua libre necesario para la germinacion de conidias y
formacion de estructuras de infeccién in vitro e in vivo

Para los estudios del tiempo de agua libre necesaria para la formacion de estructuras de
infeccion, se analizaron conidias de las 6 especies en una superficie de poliestireno y en hojas
de palto. Los porcentajes de germinacion y formacion de apresorios se calcularon en base a
100 conidias, las cuales fueron depositadas en la superficie en los tiempos de 2, 4, 8, 16 y 24
horas. Es importante sefialar que en esta tesis se demostro que la germinacién y formacion
de apresorios desde las conidias ocurre sobre la superficie de poliestireno, en contraste a
estudios previos en especies de Colletotrichum relacionadas al palto que afirman que solo es
posible inducir estos procesos en presencia de cera y etileno (Podila et al., 1993). Los
resultados obtenidos son respaldados por estudios en C. acutatum, C. gloeosporioides y C.
graminicola, en donde se afirma que la hidrofobicidad y la rigidez de la superficie son sefiales
suficientes para activar la ruptura de la latencia y con ello el inicio de los procesos de
germinacion y formacion de apresorios. Concordantemente con ello, es que el estudio de
germinacion y formacion de apresorios en especies de Colletotrichum asociadas al palto
también dependeria de estos dos factores.
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En cuanto a la germinacion, en términos generales, la emergencia del tubo germinativo
comenzo a partir de las 4 horas para todas las especies estudiadas. Resultados similares se
han obtenido en C. gloeosporioides, C. acutatumy C. capsci (Kenny et al., 2012; Kraikruan
et al., 2008), mientras que para aislados de C. fructicola en frutillas se ha observado que la
germinacion comienza a partir de las 12 horas de incubacion (Zhang et al., 2018) En cuanto
que, para aislados de C. gloeosporioides en frutos de paltas de la variedad Hass y fuerte, se
ha observado la germinacion a las 48 hrs (Coates et al., 1993; Yakobi et al., 2001), por lo que
existe evidencia de una variabilidad en los tiempos de iniciacion de la formacion del tubo
germinativo. Ademas, luego de 24 horas se observaron para todas las especies los porcentajes
mas altos de germinacion, que variaron entre un 70 y 91%. Frente a esto estudios previos en
aislados de la especie C. acutatum registraron valores de germinacion aproximadamente de
un 98%, mientras que por otra parte estudios en C. gloeosporioides, mostraron que los
porcentajes de germinacion mas altos se presentaron a partir de las 8 horas (Denner et al.,
1986). Por el contrario, Aradjo et al. (2014), observaron para esta misma especie que los
mayores valores de germinacion comenzaron a partir de las 5 horas, poniendo en evidencia
la variabilidad en la germinacion, tanto entre especies como dentro de la misma especie. Del
mismo modo, en los ensayos realizados en este estudio se observaron diferencias en los
porcentajes de germinacion entre especies, siendo especies de una mayor prevalencia como
C. pyricola y C. cigarro las que se mantuvieron constantemente dentro de los porcentajes
mas altos, mientras que C. sp. y C. beeveri presentaron, en el tiempo, valores de germinacion
bajos. Sin embargo, contrariamente a los antecedentes antes expuestos, los tiempos de agua
libre requeridos para la germinacion entre aislados de la misma especie no presentaron
diferencias. Ademas, de las diferencias encontradas entre las especies es importante
mencionar que los tiempos de emergencia del tubo germinativo de C. cigarro, C. pyricola,
C. sp. y C. beeveri no habian sido establecidos, por lo que este estudio constituye una primera
aproximacion en la caracterizacion del desarrollo de estructuras de infeccion para estas
especies.

Aun cuando como ya se menciono, no existen estudios previos que establecieran diferencias
en el tiempo de la germinacion entre especies de Colletotrichum, existen diferentes factores
que pueden influir en este proceso, entre los que se menciona la concentracion conidial, la
temperatura, la humedad relativa y el pH (Kenny et al., 2012). En donde la concentracion
conidial, es descartada debido a que los valores utilizados se encuentran por debajo de 8x10°
conidias por mL, concentracion a la cual el proceso de germinacion se ve inhibido (Leite y
Nicholson, 1992; Inoue et al., 1996; Kenny et al., 2012). En cuanto a la temperatura de
germinacion, aun cuando no fue estudiada en esta tesis, la literatura menciona que las
temperaturas Optimas de germinacion se relacionan directamente con las temperaturas
optimas del crecimiento miceliar (Ishida y Akai, 1969). En base a esto, las temperaturas
optimas para las diferentes especies variaron entre los 18 y 23°C, por lo que tampoco la
temperatura seria la causa de las diferencias observadas en este estudio. Finalmente, con
respecto, al pH, en esta investigacion no fue evaluado. Sin embargo, se menciona que los
rangos de pH éptimos varian de 6 a 7 para C. gloeosporioides y C. acutatum (Estrada et al.,
2000). Por lo que, pese a que estos factores son relevantes, no explican las diferencias
observadas. A partir de esta evidencia, se entenderia que las diferencias entre las especies
estarian dadas por la adaptabilidad y biologia propia de cada una.
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Para fortalecer el andlisis y comprender si estas diferencias pueden ser observadas en la
interaccion con el hospedero, se realizaron las pruebas de germinacion in vivo. En donde, al
comparar los resultados de germinacion sobre poliestireno con los obtenidos en la superficie
de hojas de paltos, se observé una disminucion de la germinacion para todas las especies a
las 4 y 8 horas in planta. Es importante mencionar que, las especies de menor prevalencia,
C. fructicola y C. beeveri, presentaron la disminucién méas importante en la germinacion
sobre las hojas en comparacion a los observado sobre poliestireno, con porcentajes de 56 y
55,3 %, respectivamente. En cuanto a esto, se ha reportado que existen diferencias en la
germinacién entre sustratos, como en el caso de aislados de C. gloeosporioides en mango,
donde conidias incubadas sobre membranas de celofan presentaron una germinacion del
100%, mientras que en hojas y frutos se observaron valores de un 90% y 87%,
respectivamente (Wharton y Shilder, 2008). Sin embargo, esto no explica las diferencias
marcadas en la germinacion para C. fructicola 'y C. beeveri, observadas en este estudio. Para
esta variacion es importante considerar que, en el ensayo, se utilizaron discos de hojas por lo
que podria estar relacionado con el dafio mecanico producido en el tejido, que como
consecuencia provocaria un aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y jazmonato (JA), este ultimo con efectos inhibitorios en la germinacion de las
conidias (Kepczynska y Krél, 2012). Por lo que se sugiere que estas especies podrian tener
una menor capacidad de adaptarse a esta respuesta. Interesantemente, ambas especies
presentan una menor prevalencia en campo, coherente con porcentajes bajos de germinacion
resultando en una disminucion de la capacidad de infeccion.

Es asi como es posible hipotetizar que estas especies, que requieren un mayor tiempo
expuestas a una pelicula de agua para germinar, se verian desfavorecidas bajo condiciones
en que la presencia de roci6 y alta humedad relativa son bajas, teniendo una menor
oportunidad de infectar. Por lo que especies como C. cigarro, C. pyricola, C.
gloeosporioides, serian mas competitivas en estas condiciones.

Para profundizar la comprension de la capacidad de infeccion de las diferentes especies, los
ensayos de germinacién se complementaron con la cuantificacién de la formacion de
apresorios, estructura clave en el proceso de penetracién y establecimiento de la infeccion.
Los resultados en la formacién de apresorios in vitro mostraron que el desarrollo de esta
estructura comenz6 a partir de las 4 horas para C. cigarro, C. pyricola, C. gloeosporioides y
C. sp., mientras que la formacion de apresorios comenzé a partir de las 8 horas para las
especies C. fructicola y C. beeveri. Resultados que concuerdan con estudios en C.
gloeosporioides, C. acutatum, C. graminicola y C. capsici, en el que la formacién de
apresorios se evidencia a partir de las 3 horas (Apoga et al., 2004; Kraikruan et al., 2008;
Kenny et al., 2012). Ademas, al comparar los porcentajes de formacion de apresorios, se
observo que C. cigarro presento los valores mas altos para la mayoria de los tiempos
estudiados. Este resultado se mantiene en las evaluaciones sobre hojas de palto, en donde C.
cigarroy C. pyricola, presentaron los porcentajes mas altos de formacién de apresorios. Por
lo que, se plantea que existe una correlacion entre los resultados obtenidos en cuanto a la
formacion de apresorios en poliestireno y hojas. Sin embargo, es importante considerar que
existen reportes que afirman que la formacién de apresorios puede extenderse hasta las 48
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horas en especies de Colletotrichum, por lo que seria necesario establecer si aquellas especies
que presentan una menor formacion de apresorios, incrementan sus porcentajes en el tiempo
al evaluarlas por sobre las 24 horas. Ahora, bien, aun cuando estas fueran capaces de
aumentar la presencia de apresorios, los resultados obtenidos permiten interpretar que
aquellas especies que germinan y forman esta estructura en un menor tiempo y en mayor
proporcion se verian favorecidas por sobre aquellas que requieren un mayor tiempo.
Tomando relevancia en condiciones de baja o escasa humedad, en donde especies como C.
cigarro, C. pyricola, C. gloeosporioides y C. sp., serian mas competitivas frente a C. beeveri
y C. fructicola.

Por otra parte, es interesante sefialar que se ha reportado que, una vez formada esta estructura,
el hongo puede cesar su avance y entrar en un estado de quiescencia, previo a la infeccion
del fruto (Estrada et al., 2000). Esto también ha sido demostrado en frutos de palto, en donde
apresorios preformados de C. gloeosporioides, que fueron expuestos a temperaturas adversas
de 5°C, recuperaron su capacidad de infeccion luego de 21 dias de exposicion (Everett et al.,
2003). Por lo que al ser una estructura que permite la sobrevivencia a condiciones adversas,
aquellas especies como C. cigarroy C. pyricola, que requieren un tiempo de agua libre menor
para germinar y formar apresorios en una mayor concentracion, pondrian quedar quiescentes
sobre el fruto, lo que les permitiria una ventaja considerable y afirmaria su prevalencia en el
campo frente a las fluctuaciones de temperatura que puedan presentarse.

Finalmente, los parametros de germinacion y formacion de apresorios in vivo e in vitro, dan
cuenta de las diferencias presentes entre las especies estudiadas, donde es posible observar
que, para el caso de especies de mayor prevalencia, las conidias tienden a germinar y formar
apresorios en un menor tiempo y en una mayor proporcion, en comparacion a especies como
C. fructicola y C. beeveri. Sin embargo, no serian la causa de la menor frecuencia de C. sp.
Pese a esto, son factores epidemioldgicos de interés que pueden permitir establecer un
modelo de las especies que podrian presentarse, en mayor proporcién, al considerar las
condiciones de humedad del huerto.

Pruebas de patogenicidad sobre hojas y frutos de palto

Para robustecer el andlisis in vitro e in vivo de la germinacion y posterior formacion de
apresorios, en esta tesis se estudié la patogenicidad y la virulencia de las 6 especies de
Colletotrichum estudiadas. Los resultados obtenidos mostraron que las especies de mayor
prevalencia C. cigarro, C. gloeosporioides y C. pyricola, fueron capaces de generar infeccion
en hojas de palto, sin embargo, dentro de las especies con menor prevalencia C. fructicola 'y
C. beeveri, no se observo el desarrollo de la sintomatologia en hojas. Frente a esto, se sabe
que las especies de Colletotrichum son patégenos tanto de frutos como de hojas,
encontrandose especies como C. aenigma, C. alienum, C. fructicola, C. gloeosporioides
sensu stricto, C. karstii, C. nupharicola, C. siamense, C. theobromicolay C. persea en hojas
de diversos hospederos (Uysal y Kurt, 2020; Sharma et al., 2017). Sin embargo, estudios en
C. gloeosporioides en paltos, mostraron que los aislados de esta especie no lograron causar
infeccion en hojas, pero si en frutos y peciolos (Giblin, et al., 2010) . Asimismo, Gonzaélez et
al. (2006), observaron que en la caracterizacion de especies de Colletotrichum causantes de
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la enfermedad de pudricion amarga y mancha foliar de manzanos, las especies C.
gloeosporiodes y C. acutatum, fueron capaces de infectar frutos, pero no de causar la
sintomatologia en hojas, aun cuando aislados de C. acutatum fueron obtenidos desde este
mismo tejido. Resultados similares se obtuvieron en estudios de aislados de C. fructicola, en
donde se evidencid que aislados capaces de producir la mancha de glomerella en hojas, no
eran capaces de infectar los frutos de manzano. Lo que sugiere, que las especies de
Colletotrichum aisladas desde palto podrian presentar diferencias en los tejidos que infectan,
pudiendo ser una causa de la prevalencia diferencial de C. cigarro, C. pyricola y C.
gloeosporioides. Frente a esto, estudios a nivel de transcriptoma en C. fructicola han revelado
que en las etapas tempranas de la interaccion entre hojas de frutilla y el patdgeno, se observa
un aumento en la expresion de genes que codifican enzimas que facilitan la degradacion y
remodelacion de la pared celular de las plantas (pectinasas de las familias glucosido
hidrolasas, carbohidrato esterasas y pectoliasas). Interesantemente, también se observo un
aumento en la expresion de genes que codifican para proteinas inactivadoras de enzimas,
entre las que se detectaron inhibidoras de glucanasas, de la familia glicosil hidrolasa del
hospedero, ademas, de genes que codifican proteinas que se unen a quitinasa, compuesto
central en la respuesta de defensa de la planta (Zhang et al., 2018). Asimismo, Yakoby et al.
(2001), al generar una disrupcion del gen pelB en aislados de C. gloeosporioides, observaron
inhibicion en la produccidn de la pectato liasa B y bajas en la actividad de la pectin liasa y
pectato liasa, lo que tuvo como resultado una disminucion considerable en el didmetro de la
lesion de frutos de palto de la variedad fuerte. A su vez, los mutantes indujeron niveles
significativamente altos de la actividad de la fenilalanina amonio liasa y el dieno antifingico
en el hospedero, lo que tendria como consecuencia una mayor resistencia a la infeccion. Por
lo que, esta evidencia apunta a que el patdgeno utiliza estas estrategias para evadir el
reconocimiento por parte del hospedero, evitando la degradacion celular (Zhang et al., 2018).
De esto se desprende la hipétesis de que las diferentes especies de Colletotrichum podrian
presentar diferencias en el arsenal enzimatico que forma parte del proceso de infeccién. Esta
idea es respaldada en estudios en que se ha mencionado que entre especies de C. fructicola
que causan pudricion amarga y mancha foliar en manzano, existen diferencias en la actividad
enzimatica de las conidias, en donde aislados que son capaces de infectar ambos tejidos,
presentan una mayor actividad para degradar componentes de la pared celular de la planta,
en comparacién con aislados que solo son capaces de producir mancha foliar (Velho et al.,
2017). Resultados similares, se han observado en la actividad enzimética de C. fioriniae, C.
noveboracense y C. chrysophilum, en donde se encontraron diferencias en la actividad
celulolitica, lipolitica y amilolitica (Kodadadi et al., 2020). Por lo que especies como C.
fructicola y C. beeveri que no son capaces de infectar hojas, podrian tener una bateria
enzimatica diferencial al resto de las especies de Colletotrichum, que no le permitiria
colonizar y establecer una infeccion en el tejido.

Por otra parte, es importante mencionar que, las diferencias observadas en los niveles de
infeccion por especie pueden relacionarse con la respuesta de defensa activa de la planta. Si
bien, fue posible observar la formacion de apresorios en el tejido de hojas para las especies
C. fructicola y C. beeveri, menos abundantes en campo, ambas fueron incapaces de generar
infeccion, por lo que el patdégeno podria ser frenado por los mecanismos de defensa del
hospedero. Por ejemplo, en cultivares resistentes de frutillas a la antracnosis se observé que
en presencia de C. gloeosporioides, aumento la expresion de genes, proteinas y metabolitos
directamente relacionados con la respuesta de la planta al patdgeno, tales como PR1, CNGC
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(canales conductores de Ca+) y RBHO, asociada con la produccién de especies radiactivas
de oxigeno (Wang et al., 2017). De igual forma, estudios en la interaccion palta, quitosano y
Colletotrichum, determinaron que frente a la infeccion por C. gloeosporioides se gatilla un
aumento en la expresion de factores de transcripcion, genes de defensa (proteinas PR y
metabolitos secundarios), beta glucanasas, cambios del potencial redox y proteolisis, también
relacionados en los mecanismos de respuesta del hospedero (Xoca-Orosco et al., 2017). Por
lo que, la respuesta de la planta al patdégeno es un factor importante para considerar que, para
el caso de este estudio, estaria siendo efectivo para frenar la infeccion de las especies C.
beeveri y C. fructicola en hojas.

En contraste a los resultados obtenidos en hojas de palto, la patogenicidad en frutos evidencio
que las seis especies estudiadas fueron capaces de generar infeccion, siendo C. pyricola la
especie con mayor virulencia, mientras que C. beeveri, fue la que presento el menor diametro
de lesidn. Las demas especies no presentaron diferencias en el dafio generado por el patdgeno
por lo que la baja prevalencia de C. beeveri podria estar explicada por el conjunto de
parametros estudiados, que finalmente se evidencian en una menor virulencia por parte de
este patdgeno. Sin embargo, no explicarian la menor prevalencia de C. sp. y C. fructicola.
Por lo que no se presentan diferencias importantes en la patogenicidad y virulencia de frutos
que explique la prevalencia de unas especies sobre otra.

Los estudios de patogenicidad en hojas permitieron corroborar la capacidad de las especies
en colonizar un nicho en la planta distinto al fruto. Por lo que existe la posibilidad de que
aquellas especies gue son capaces de infectar hojas podrian mantenerse en el campo a lo largo
de latemporada y constituir inoculo para préximas infecciones. Interesantemente, se observo
que en las hojas inoculadas con C. pyricola que no presentaban sintomatologia, presentaba
el desarrollo de micelio superficial. Al observar el crecimiento de micelio a nivel
microscopico, se evidencio la presencia de apresorios en las hifas, por lo que la estrategia de
infeccion de C. pyricola en este tejido podria estar relacionada con el estilo de vida
hemibiotrofo del patdégeno, adquiriendo los nutrientes para sobrevivir del hospedero sin
afectar al tejido. Ademas, las observaciones sobre estas hojas permitieron detectar la
formacion de masas de conidias sobre el micelio. Resultados similares se obtuvieron al
estudiar los mecanismos de infeccion de C. acutatum en la variedad resistente de arandano
Elliot, en donde evidenciaron el crecimiento superficial del micelio sobre la epidermis
(Warton y Schilder, 2008). Micelio sobre el cual se desarrollaron masas de conidias, lo que
da cuenta de que aun cuando la infeccion no afectaria los frutos de la misma forma que en
variedades sensibles, el hongo es capaz de producir esporas que pueden colonizar nuevos
tejidos.

Finalmente, de los ensayos de patogenicidad se desprende que aquellas especies que son
capaces de colonizar hojas tendrian una mayor competitividad frente a especies que se
encuentran limitadas a la infeccion de frutos, lo que coindice con la posibilidad de
encontrarlas con mayor frecuencia en el huerto, como en el caso de C. pyricola, C. cigarroy
C. gloeosporioides. Sin embargo, es importante considerar que la capacidad de infeccién de
las especies en este estudio podria ser afectada por procesos de senescencia naturales de la
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hoja, por lo que es importante realizar estudios en hojas in planta, que permitan comprobar
la capacidad de las diferentes especies de Colletotrichum para infectar tejidos de palto.

Efecto de la temperatura en el crecimiento miceliar

En este estudio, se analizaron parametros epidemioldgicos que influyen en el desarrollo de
la infeccidn, entre ellos el efecto de la temperatura en el crecimiento miceliar. Los resultados
obtenidos sefialan que los éptimos de temperatura para todas las especies variaron entre 10s
20 y 28°C, resultados similares se a los obtenidos en especies de Colletotrichum afectando
frutillas y frutos de palto (Han et al., 2016; Sharma et al., 2017). Ademas, se observo
variabilidad en las temperaturas minimas de crecimiento, en contraste con estudios en
especies de Colletotrichum en frutillas, en donde, todas las especies estudiadas presentaron
una temperatura minima de desarrollo de 10°C (Han et al., 2016). En este estudio las
temperaturas minimas de crecimiento miceliar se encontraron entre los 2,5°C de C. pyricola
y los 5,3°C correspondiente a C. gloeosporioides, lo que podria relacionarse con la capacidad
de generar las diferentes estructuras de infeccion. Por ejemplo, se ha reportado en aislados
de C. acutatum y C. gloeosporioides causando antracnosis en el palto, que la germinacion de
conidias de C. acutatum se vio mermada en un 50% en temperaturas entre los 4 y 5 °C,
mientras que para C. gloeosporioides la temperatura a la cual la germinacion se redujo en un
50% correspondio6 a los 7°C. Otro resultado interesante de esta investigacion es que, los
frutos en que se formaron apresorios y fueron expuestos a temperaturas de almacenamiento
de 5,5°C, fueron capaces de producir pudricion (Everett, 2003).

La temperatura es un factor que afecta directamente la epidemiologia de los patégenos (Han
et al., 2016). En consecuencia, la adaptacion es clave para el desarrollo y establecimiento de
la enfermedad. Respecto a las especies de Colletotrichum se menciona que, al ser propias de
climas tropicales requeririan temperaturas altas para su 6ptimo desarrollo (Xie et al., 2010;
Fuentes-Aragon et al., 2020). Sin embargo, en este estudio se observo que las especies se
adaptan a los rangos de temperatura presente en los huertos en los que se presenta la
antracnosis, en donde la temperatura minima registrada para el afio 2020 fue para Isla de
Maipo de -4,1°C, para Santo Domingo de -0,1°C y en Peumo de -0,8°C (DGAC,2020),
valores de temperatura minima que afectarian el desarrollo de todas las especies. En cuanto
a la temperatura maxima anual registrada para estas localidades fue de 30,6°C, 35,5°C y de
37,4°C, respectivamente, lo que se ajusta a la temperatura maxima de desarrollo de las
especies.

Por otra parte, se determind que la especie C. pyricola, presenta temperaturas de desarrollo
minimo de 2,5°C, por lo que podria responder de mejor manera a bajas temperaturas, lo que
podria explicar por qué se encuentra entre las méas prevalentes. Sin embargo, esto no es
homologable para el caso de C. cigarro, para el cual se observé que la temperatura minima
de desarrollo fue de 5,3°C, la mas alta entre las especies estudiadas. Ademas, el estudio
demostro que C. fructicola, es capaz de adaptarse a temperaturas mas altas de desarrollo, lo
que resulta coherente con los paises en donde ha sido reportado afectando al cultivo del palto
(Australia, Colombia, Israel y México) (Weir et al., 2012; Gafian et al., 2015; Sharma et al.,
2017; Fuentes-Aragén et al., 2018). En Chile podria ser encontrada en sectores ubicados
hacia el interior norte del pais donde el régimen de temperaturas es mayor, sin embargo, los
antecedentes ya sefialados implican que las condiciones en las que se veria favorecida esta
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especie también dependeria de una alta humedad o incidencia de precipitaciones. En cuanto
a esto, si bien, la temperatura podria influir directamente en la prevalencia de las especies,
los datos no lo correlacionan directamente, en contraste, la formacion de estructuras de
infeccion evaluadas permite sugerir que estos parametros si influyen en la prevalencia de las
especies.

Es asi como, en los pardmetros epidemioldgicos estudiados, es evidente que existe una
variabilidad entre especies de Colletotrichum que afectan al palto en Chile. Siendo la
adherencia, germinacion, formacién de apresorios y patogenicidad en hojas, diferencial para
especies con una mayor prevalencia, como C. cigarro, C. pyricola y C. gloeosporioides, en
contraste a C. fructicola y C. beeveri. Sin embargo, ninguno de los pardmetros estudiados
explica una menor presencia de C. sp., especie que posee un comportamiento similar a las
especies que se encuentran en una mayor proporcion. Frente a esto, es importante considerar
que esta especie, es la primera deteccién del complejo C. dematium, afectando al palto
ademas de encontrarse presente solamente en uno de los dos huertos de Isla de Maipo
estudiados (Bustamante, 2019), por lo que su presencia podria estar limitada por las
caracteristicas geograficas del huerto, lo que explicaria porque, pese a que su
comportamiento se agrupa entre las mas prevalentes, su abundancia en comparacion a otros
huertos se ve mermada.

Por otra parte, las diferencias encontradas y su relacion con las especies de mayor y menor
frecuencia podrian permitir explicar la abundancia diferencial de estas y su competitividad
bajo las condiciones de campo. Siendo especies con una mayor prevalencia capaces de
infectar, tanto hojas como frutos, bajo un menor tiempo de exposicién a agua libre, lo que le
permitiria tener una mayor ventaja frente a condiciones de escasa humedad, pero ademas, los
resultados obtenidos entregan la premisa que en aquellos campos en que la humedad en el
huerto es constante, condiciones bajo las cuales se ha evidenciado una alta carga de inoculo,
existiendo condiciones de temperatura que lo permitan, las infecciones serian frecuentes a lo
largo de la temporada.

Finalmente, los resultados de esta tesis corresponden a una aproximacion a la biologia de las
especies de Colletotrichum presentes en paltos en Chile, y permiten explicar en parte la
variabilidad presente en el huerto, a través de la relacién entre la prevalencia y los parametros
epidemioldgicos estudiados. Aun quedan interrogantes por resolver que permitan abordar la
relacién estrecha entre ambos y a su vez comprender la epidemiologia de la enfermedad en
el huerto, para poder desarrollar estrategias de manejo apropiadas. La presencia de 10
especies complica el manejo efectivo de la enfermedad ya que ellas pueden presentar
comportamientos diferenciales frente a los fungicidas, por lo que el manejo de la enfermedad
deberia enfocarse de acuerdo con la composicion de especies presentes en el huerto. Por
ejemplo, se ha reportado que C. fioriniae presenta una baja sensibilidad a los fungicidas
trifloxystrobin, azoxystrobin y fluopyram, pero es sensible a metconazole y penthiopyrad
(Lichtemberg et al., 2018). Mientras que C. gloeosporioides y C. karstii fueron sensibles a
estrobilurinas (pyraclostrobin, trifloxystrobin y azoxystrobin), fluazinam y fenbuconazole, y
a la vez resistentes a fluopyram (Mayorquin, 2017). Por ello, para generar soluciones
efectivas en el control de la antracnosis de la palta, es necesario profundizar los analisis para
comprender a cabalidad la bilogia y el comportamiento de la enfermedad en el campo.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con la hipdtesis y objetivos planteados, los resultados de esta investigacion
permiten concluir lo siguiente:

El tiempo minimo necesario para la formacion de estructuras de infeccion para todas las
especies de Colletotrichum estudiadas es de 4 horas.

La patogenicidad de Colletotrichum en palta es especie dependiente. Las especies C. cigarro
y C. pyricola presentan la mayor virulencia en hojas y frutos, respectivamente. A su vez, C.
fructicola y C. beeveri son incapaces de producir infecciones en hojas.

Las especies de Colletotrichum aisladas de paltas presentan temperaturas Optimas de
desarrollo entre 18 y 23,8 °C. Colletotrichum pyricola es la especie que presenta la menor
temperatura de desarrollo, mientras que C. fructicola se adapta en mejor medida a
temperaturas altas.

La informacién obtenida en esta tesis indica que las especies de Colletotrichum presentan
diferencias en su desarrollo e interaccion con el palto. Este estudio sugiere que las especies
con mayor prevalencia: C. cigarro, C. pyricola 'y C. gloeosporioides, son mas competitivas
frente a especies menos prevalentes. Sin embargo, no explica la menor frecuencia de C. sp.,
la cual de acuerdo con su comportamiento se agrupa junto a las especies mas prevalentes.
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APENDICES

Apéndice 1. Sintomatologia de antracnosis en frutos maduros de palto de la variedad Hass.
a) fruto con desarrollo de acérvulos en la superficie en donde se aprecian multiples
lesiones. b) desarrollo de una lesion y acérvulos en la zona peduncular. ¢) fruto con
cavidades (flechas de color rojo) provocado por el avance del hongo en la pulpa. d, e
y f) emergencia de los acérvulos a través la epidermis del fruto. g) masa de conidias
de tonalidad anaranjada sobre un acérvulo y h) conidias de Colletotrichum sp.

52



I Edleno
| Tasa de respiracion
@ @ } Compuestos @
inhibitorios

Srts . Amteen v

Periodo de latencia
B R BN 2N 4 L B BN BN BN 4 @ o0 0

Qe O@9H
N,

. %

@
eo 0o s 0000

Apéndice 2. Desarrollo de estructuras de infeccion de Colletotrichum sobre frutos de palto:
a) Desarrollo de la sintomatologia externa en paltas en donde la tonalidades rosadas
y anaranjadas corresponde a los acérvulos; b) Estructura del acérvulo, en donde se
desarrollan las conidias y su posterior dispersion a través de agua c) Dispersion de
conidias a través del rocio en frutos de palto; d) y €) Estadios iniciales de la infeccion
por conidias una vez alcanzada la superficie del hospedero. f) avance de la infeccion
posterior al periodo de latencia y g) inicio fase necrotrofica.
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Apéndice 3. Complejos y especies de Colletotrichum spp. causantes de antracnosis en paltas
(Hunupolagama et al., 2015; Sharma et al., 2017; Bustamante, 2019; Fuentes-Aragon

et al., 2020).
Complejos de especies
C. gloeosporioides C. acutatum C. boninense C. gigasporum C. dematium C. magnum
C. aenigma C. acutatum C. beeveri C. gigasporum C. sp. C. sp.
(anteriormente C. anthrisci)
C. alienum C. fioriniae C. boninense
C. aotearoa C. godetiae C. karstii

C. chrysophilum C. nymphaeae
C. cigarro C. pyricola

C. fructicola C. simmondsii
C. gloeosporioides

C. jiangxiense

C. nupharicola

C. perseae

C. queenslandicum

C. siamense

C. theobromicola

C. tropicale
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Apéndice 4. Etapas pre-infeccion en Colletotrichum spp.: a) adherencia inicial de la conidia
al tejido vegetal; b) inicio de la germinacion; ¢) comienzo de la diferenciacion del
apresorio; d) melanizacion del apresorio; y €) paso del contenido celular desde la
conidia hasta el apresorio, el cual se sefiala a través de la flecha de color negro.

Apéndice 5. Esquema de la histologia de las estructuras de infeccion de Colletotrichum en
fruto de palto, en donde a) apresorio melanizado sobre la superficie de la cuticula (b)
del fruto. ¢) hifa de infeccion que con ayuda de la presion de turgencia rompe la
cuticula. d) vesicula de infeccion. e) hifa primaria de infeccidn, colonizando células
epidermales (f). g) hifa secundaria necrotrofica y (h) células del tejido del fruto
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Apéndice 6. Longitud de tubos germinativos y formacién de apresorios en conidias de
diferentes especies de Colletotrichum. a, b y c diferentes largos de tubos
germinativos. d, e, fy g formacion de apresorios en tubos con diferente longitud.

Apéndice 7. Desarrollo de apresorios en una superficie hidréfoba de poliestireno. La figura
es el resultado de la seleccion de conidias representativas de las diferentes especies
de Colletotrichum, en donde se aprecia el desarrollo del tubo germinativo y el
apresorio. a) ensanchamiento del tubo germinativo, comienzo de la diferenciacién del
apresorio (entre 2 y 4 horas). b) apresorio formado, en donde se observa el
oscurecimiento de la estructura, asociado a la acumulacién de melanina (8, 16 y 24
horas) y c) apresorio completamente melanizado.
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Apéndice 8. Porcentaje de germinacién (G) y formacion de apresorios (A), en el tiempo, en
una superficie de poliestireno, de las diferentes especies de Colletotrichum.
Porcentajes con diferentes letras en sentido vertical presentan diferencias
significativas entre si de acuerdo con la prueba LSD de Fisher (p<0,05).

Porcentajes
Tiempo  C. cigarro C. pyricola  C.gloeosporioides C. sp. C. fructicola C. beeveri
(h) G A G A G A G A G A G A

2 1,0e 0,0d 03d 0,2d 0,3e 0,0d 05d 03 1,0d 1,0c 0,7¢ 0,0c
4 275d 20d 352c 02d 278d l12d 21,7¢ 0,3c 31,0c 4,0c 11,7d 0,3c
8 40,7¢  325c 44,7¢ 11,7¢ 32,0c 11,8c 24,0c 20,7b 31,0c 21,0b 27,3¢c 3,7c
16 552b 39,7b 680b 428b 728b 59,0b 51,8b 24,8b 44,0b 31,7b 45,7b 14,7b
24 912a 790a 808a 73,0a 84,7a 745a 70, 7a 57,0a 803a 60,3a 81,2a 46,0a

Apeéndice 9. Porcentaje de germinacién (G) y formacion de apresorios (A), en el tiempo, en
hojas de palto, de las diferentes especies de Colletotrichum. Porcentajes con
diferentes letras en sentido vertical presentan diferencias significativas entre si de
acuerdo con la prueba LSD de Fisher (p<0,05).

Porcentajes
Tiempo  C. cigarro C. pyricola  C.gloeosporioides C. sp. C. fructicola C. beeveri
(h) G A G A G A G A G A G A

2 0,8e 0,4e  0,1d 0,3e 0,7d 0,1d 0,2 0,0e 0,0e 0,0d 0,1d 0,7e
4 148d 3,2d 10,6c 4,2d 143c 1,2 89d 25d 08d 0,0d 1,4d 3,2d
8 19,2c 10,dc 29,7b 9,7¢ 334b 81c 16,0c 49c 7,3c 3,2c 6,4c 10,1c
16 818b 358b 823a 330b 770a 246b 830b 22,0b 26,1b 20,8b 25,8b 11,9b
24 976a 889a 824a 891a 8lla 664a 93,la 63,8a 56,0a 557a 55,3a 57,1a

Apéndice 10. Porcentaje de germinacién sobre superficies de poliestireno (GP) y sobre hojas
de palto (GH), de las diferentes especies de Colletotrichum. Porcentajes con
diferentes letras en sentido vertical presentan diferencias significativas entre si de
acuerdo con la prueba LSD de Fisher (p<0,05).

Porcentaje
Tiempo  C. cigarro C. pyrricola  C.gloeosporiodes C. sp. C. fructicola C. beeveri
(h) GP GH GP GH GP GH GP GH G GH GP CH

2 1,0e 0,8e 0,3d 0,1d 0,3e 0,7d 0,5d 02 1,0d 0,0e 0,7¢ 0,1d
4 275d 148d 352c 10,6c 27,8d 143c 21,7¢ 8,9d 31,0c 0,8d 11,7d 1,4d
8 40,7¢  19,c 44, 7¢ 29,7b 32,0c 33,4b 24,0c 16,0c 31,0c 7,3c 27,4c 6,4c
16 552b 818b 680b 823a 728b 77,0a 51,8b 83,0b 44,0b 26,1b 45,7b 25,8b
24 91,2a 97,6a 80,8a 824a 84,7a 8l,1la 70,2a 93,1a 80,3a 56,0a 81,2a 55,3a
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Apéndice 11. Porcentaje de formacion de apresorios sobre superficies de poliestireno (AP)
y sobre hojas (AH) de palto, de las diferentes especies de Colletotrichum. Porcentajes
con diferentes letras en sentido vertical presentan diferencias significativas entre si de

acuerdo con la prueba LSD de Fisher (p<0,05).

Porcentaje
Tiempo  C. cigarro C. pyrricola  C.gloeosporiodes C. sp. C. fructicola C. beeveri
(h) GP GH GP GH GP GH GP GH G GH G CH
2 0,0d 0,4e 02d 0,3 0,0d 0,4d 03 00e 10c 00d 0,0c 0,7e
4 20d 32d 02d 4,2d 1,2d 12d 03 25d 4,0c 00d 03 3,2d
8 32,5¢c 10,1c 11,7¢ 9,7¢ 118c 81c 20,7b 45c 21,0b 3,2c 3,7c 10,1c
16 39,7b 358b 42,8b 33,0b 590b 246b 24,80 22,0b 31,7b 20,8b 14,7b 11,9b
24 79,0a 889a 730a 89l1a 745a 66,4a 57,0a 63,8a 60,3a 55,7a 46,0a 57,la
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