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RESUMEN

La antracnosis es una enfermedad fungica caracterizada por producir lesiones necroticas
en los tejidos de las plantas. EI género Colletotrichum es considerado un patégeno de
importancia debido a su capacidad para infectar una amplia variedad de hospedantes. Aunque
diversas especies de la familia Annonaceae son altamente susceptibles a esta enfermedad, existe
poca informacion sobre las enfermedades que afectan a la anona (Rollinia mucosa). En este
estudio se realizd la caracterizacion morfoldgica, molecular y la prueba de patogenicidad del
agente causal de la antracnosis en anona. Para la caracterizacion morfoldgica se evaluaron
variables microscopicas (largo, ancho y forma de los conidios) y macroscépicas (color de la
colonia, tipo de micelio y tasa de crecimiento). La caracterizacion molecular se efectud
mediante PCR utilizando cebadores universales de ITS (ITS1 e ITS4). Se realizaron
aislamientos a partir de 50 frutos recolectados en el distrito de Kimbiri, region Cusco, Perd,
obteniéndose 25 aislamientos puros para su analisis posterior. Con base en las caracteristicas
morfoldgicas, moleculares y los resultados de la prueba de patogenicidad, se determind que los
patdgenos responsables de la antracnosis en frutos de anona en Kimbiri corresponden al Género
Colletotrichum y las especies identificadas mediante prueba molecular fueron: Colletotrichum

alienum y Colletotrichum aeschynomenes.

Palabras clave: Antracnosis, Rollinia mucosa, Colletotrichum alienum, Colletotrichum

aeschynomenes, caracterizacion molecular.
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INTRODUCCION

La anona (Rollinia mucosa (Jacg.) Baill.) pertenece a la familia Annonaceae y es
considerada una especie nativa de América tropical, con presencia en la region amazoénica. Se
encuentra en varios paises de la region, entre ellos Brasil, Colombia, Ecuador, Pert, Venezuela,
Guayana, México y Argentina. En el Peru, su cultivo se concentra principalmente en las
regiones de Loreto, San Martin, Ucayali, Amazonas, Huanuco y Cusco, donde se desarrolla
bajo condiciones climéticas favorables de la selva alta y baja (Flores, 1997; Love & Paull,
2011).

La Amazonia peruana alberga una notable biodiversidad, en la que los frutales nativos
destacan por ofrecer multiples beneficios a las comunidades amazonicas (Gonzéles, 2007). Se
estima que mas de 193 especies de frutales nativos son aprovechadas por la poblacion rural, y
de ellas, 76 se comercializan activamente en los mercados de lquitos (Mejia, 2018).

Entre estos frutales, la anona adquiere especial relevancia por su versatilidad y valor en
distintos ambitos. Tradicionalmente, ha sido utilizada en la medicina popular, y en la actualidad,
diversos estudios resaltan su potencial farmacoldgico, pues contiene compuestos bioactivos con
propiedades de interés para el desarrollo de nuevos farmacos (Estrada, 2011; Oliveira, 2017;
Vasquez & Fetta, 2023). Ademas, investigaciones recientes destacan que los productos
derivados de la anona, como compotas, yogures y néctares, presentan valiosas propiedades
nutracéuticas (Castelo, 2024; Granda, 2025; Padilla & Rios, 2022).

Gracias a sus excelentes caracteristicas sensoriales, la anona también ha ido ganando

protagonismo en la gastronomia peruana (Borges, 2019; Gutsche et al., 2008). Este cultivo

posee, ademas, multiples usos que permiten un aprovechamiento integral de la planta.
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La antracnosis es una enfermedad causada principalmente por hongos del género
Colletotrichum, y se caracteriza por la produccién de lesiones necréticas en los tejidos afectados
(Velazquez et al., 2018). Este patdgeno presenta una alta capacidad de infeccién, lo que le
permite atacar una amplia variedad de hospedantes (Rojo et al., 2017). La enfermedad ha sido
reportada a nivel mundial en numerosos cultivos, incluyendo frutas, hortalizas, cereales, plantas
herbaceas, maderables y ornamentales (Udayanga et al., 2013). Por su alto impacto econémico
y relevancia cientifica, Colletotrichum ha sido clasificado entre los diez patdgenos vegetales

mas importantes a nivel global (Dean et al., 2012).

Esta enfermedad se presenta en todos los paises donde se cultivan anonéaceas y afecta
principalmente los tejidos jovenes, incluyendo hojas, ramas, flores y frutos en diferentes etapas
de desarrollo (Vilela & Pereira 2014). Diversas especies del género Colletotrichum se han
reportado como agentes causales de antracnosis en distintos miembros de la familia
Annonaceae. Entre ellas, C. fragariae, C. gloeosporioides y C. orbiculare fueron identificadas
en frutos de chirimoya (Annona cherimola) (Villanueva et al., 2008); C. siamense en frutos de
Annona scleroderma (Salinas et al., 2020); y C. fructicola en frutos de Annona squamosa (Fan
et al., 2025), entre otras. Sin embargo, la informacion especifica sobre las enfermedades que
afectan a Rollinia mucosa es limitada. Segun Xavier (2018), Colletotrichum es el agente causal
de la antracnosis en hojas de Rollinia. Hasta el momento, no existen otros estudios que

documenten la presencia de este patdgeno en dicha especie.

La identificacion integral de patdgenos, basada en la caracterizacién morfoldgica y el
analisis molecular, permite obtener resultados confiables para su diagndstico, lo que a su vez
contribuye al establecimiento de estrategias de control mas eficaces (Rojo et al., 2017).
Asimismo, una identificacién precisa del organismo causal permite comprender mejor su
comportamiento y acceder a la informacion cientifica y técnica disponible sobre la especie o
grupo taxonomico. Este conocimiento resulta esencial para el desarrollo de tecnologias y planes

de manejo orientados a reducir el impacto de la enfermedad (Saldarriaga et al., 2008).

A partir de lo expuesto en el presente trabajo de investigacion, se establecen los

siguientes objetivos:
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Objetivo general
Identificar mediante caracteristicas morfoldgicas y moleculares el agente causal de la

antracnosis en anona (Rollinia mucosa (Jacq) Baill).

Objetivos especificos

1. Aislar el agente causal de la antracnosis en anona.

2. ldentificar mediante caracteristicas morfoldgicas el género del agente causal de antracnosis
en anona.

3. ldentificar mediante caracteristicas moleculares el género y especie del agente causal de
antracnosis en anona.

4. Realizar la prueba de patogenicidad.

14



CAPITULO I
MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

En México, Villanueva et al. (2008) realizaron una investigacion para identificar las
especies del género Colletotrichum responsables de diversos sintomas de enfermedad en frutos
y hojas de chirimoya (Annona cherimola), utilizando para ello caracterizaciébn molecular
(regiones ITS1 e ITS4), analisis morfologico y pruebas de patogenicidad. Para el estudio, se
seleccionaron seis aislamientos obtenidos de frutos maduros, frutos inmaduros y hojas. Como
resultado, se identificaron las especies C. fragariae, C. gloeosporioides y C. orbiculare,
responsables de la antracnosis en frutos, mientras que C. gloeosporioides también fue

identificado en hojas y asociado, ademas, a la pudricion del pedunculo.

Alvarez y Tenesaca (2022) Efectuaron un estudio en Ecuador con la finalidad de
identificar el organismo responsable de la antracnosis en chirimoya (Annona cherimola).
Obtuvieron diez aislamientos de frutos y hojas afectados por la enfermedad, que presentaban
lesiones necroticas tipicas. Estos aislamientos fueron caracterizados morfoldgicamente, ademas
de ser sometidos a anélisis molecular utilizando las regiones ITS y CAL, y a pruebas de
patogenicidad. Los resultados revelaron que las especies Colletotrichum gloeosporioides y

Colletotrichum acutatum eran las responsables de la antracnosis en la chirimoya.

Cambero (2018), en su tesis de maestria, investigo a los microorganismos implicados
en la pudricion de frutos de guandbana (Annona muricata) en México, ademas de analizar su
control bajo condiciones in vitro. Para el estudio se emplearon frutos en diferentes grados de
madurez fisioldgica con manifestaciones de pudricion seca y blanda. El analisis permiti
identificar cinco géneros de hongos relacionados con la pudricion seca y otros cinco vinculados
con la pudricion blanda. Mediante pruebas de patogenicidad e identificacion molecular

(utilizando los primers 1TS4 e ITS5), se determind que Colletotrichum gloeosporioides y
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Pestalotiopsis sp. provocaron las pudriciones secas; por su parte, Lasiodiplodia
pseudotheobromae fue responsable de las pudriciones blandas.

El objetivo del estudio realizado por Salinas et al. (2020) fue determinar cuél especie de
Colletotrichum ocasionaba las lesiones de antracnosis y la momificacion en frutos de anén de
leche (Annona scleroderma). Para ello, se analizaron 15 frutos afectados, empleando técnicas
morfologicas y moleculares basadas en genes como ACTIN, GAPDH y B-tubulina, asi como
pruebas de patogenicidad. Los resultados indicaron que Colletotrichum siamense es la especie

implicada en estos dafios en Meéxico.

En China, Fan etal. (2025) realizaron un estudio con el propdsito de identificar el
patdgeno causante de la antracnosis en frutos de anona (Annona squamosa). Para ello,
recolectaron frutos que presentaban sintomas caracteristicos, como manchas oscuras, grandes e
irregulares. A partir de estas muestras, se obtuvieron 23 aislamientos, de los cuales se
seleccionaron tres por ser los mas representativos. La identificacion de los aislamientos se llevo
a cabo mediante andlisis morfoldgicos y moleculares, utilizando los marcadores ITS (ITS1 e
ITS4), GAPDH, ACT, TUB2, CHS-1 y ApMat, ademas de realizar un andlisis filogenético y
pruebas de patogenicidad. Los resultados confirmaron que Colletotrichum fructicola fue la
especie responsable de la antracnosis en los frutos analizados.

En Brasil, Xavier (2018) llevd a cabo un estudio con el objetivo de caracterizar, tanto
morfolégica como molecularmente (utilizando los marcadores ITS1 e 1TS4), especies de
Colletotrichum asociadas a la antracnosis en la vegetacion de la Mata Atlantica. A partir de
diversas muestras de material vegetal, se obtuvieron 16 aislamientos. Entre las plantas
analizadas se incluyeron hojas de anona (Rollinia mucosa), las cuales presentaban manchas
necrdticas de tamafio variable. Como resultado del analisis, se identificé a Colletotrichum

gloeosporioides como el agente causal de la antracnosis en las hojas de R. mucosa.

Tras la revision de la literatura, no se encontraron estudios en Per( que aborden la
identificacion morfologica y molecular de especies de Colletotrichum en cultivos de la familia
Annonaceae. Los pocos trabajos existentes solo hacen referencia general a patdgenos asociados

a la antracnosis en algunos hospedantes de esta familia.
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En la provincia de Chanchamayo, Apaza y Salazar (2019) sefialaron que actualmente
solo se cultivan algunos ecotipos de guanabana, especificamente los denominados negra,
amarilla, blanca y colombiana. Esta situacion representa una limitacion importante, ya que
dichos ecotipos presentan vulnerabilidad frente a la enfermedad de la antracnosis
(Colletotrichum gloeosporioides). De acuerdo con la Municipalidad Distrital de Chanchamayo
(2014, como se citd en Apaza y Salazar, 2019), esta enfermedad puede llegar a afectar hasta el
78 % de los cultivos del ecotipo negro, considerado uno de los mas susceptibles. En respuesta
a esta problematica, el presente estudio tuvo como objetivo caracterizar morfolégicamente
diversos ecotipos de guandbana presentes en el distrito de Perené, una zona reconocida por
albergar una alta diversidad genética y poblaciones silvestres relacionadas con esta especie.

Hilario (2019) desarroll6 una investigacion con el propoésito de evaluar la efectividad
del control bioldgico contra la antracnosis en tres ecotipos de guanabana (blanca, negra y
amarilla) bajo condiciones de vivero en el distrito de La Merced, provincia de Chanchamayo.
Este estudio cobro importancia debido al notable incremento en la produccion de guanabana en
la selva central, impulsado por la creciente demanda tanto a nivel nacional como internacional.
Asimismo, se destaco que los agricultores enfrentaban diversas problematicas relacionadas con
plagas y enfermedades, tanto en vivero como en campo definitivo, siendo la antracnosis,

causada por Colletotrichum gloeosporioides, la mas relevante.

Mercado y Ccoicca (2024) desarrollaron una investigacion cuyo objetivo fue evaluar la
influencia de microorganismos rizosféricos en la reduccion de la antracnosis en cultivos de
guanébana ubicadas en el distrito de San Ramon, provincia de Chanchamayo. Su proposito fue
encontrar una alternativa al uso de agrogquimicos, los cuales son aplicados de manera constante
en estos cultivos para controlar la enfermedad causada por Colletotrichum gloeosporioides
Penz, pero que generan residuos perjudiciales para la salud humana. Segin el Ministerio de
Agricultura y Riego (MINAGRI, 2017, como se cito en Mercado y Ccoicca, 2024), la
antracnosis representaba el principal problema fitosanitario en el cultivo de guandbana en la

provincia de Chanchamayo.
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1.2 Anona (Rollinia mucosa)
1.2.1 Origeny distribucion

Es considerada una especie nativa de america tropical, posiblemente de origen
amazonico, se distribuye en Brasil, Colombia, Ecuador, Perl y Venezuela. En el Per( se
produce en las regiones de Loreto, San Martin, Ucayali, Amazonas, Huanuco y Cusco (Flores,
1997).

Asimismo, se plantea que el cultivo podria haberse originado en el norte de Brasil, a
orillas del rio Amazonas, asi como en Guayana, el sur de México, Peru y el norte de Argentina

(Love & Paull, 2011).

1.2.2 Taxonomia

Tablal.1
Taxonomia de la anona
Reino Plantae

Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Magnoliidae
Orden Magnoliales
Familia Annonaceae
Género Rollinia
Especie mucosa

(Medina, 2017)

1.2.3 Descripcién botanica

La familia Annonaceae estd compuesta por aproximadamente 130 géneros y 2300
especies. Dentro de esta familia, el género Rollinia cuenta con alrededor de 65 especies. El
arbol de la anona crece rapidamente y puede alcanzar alturas que varian entre 4 y 10 metros,
Ilegando a un maximo de 15 metros. La planta tiene un ciclo de vida que oscila entre 8 y 12
afos. Presenta un tronco recto, con un diametro que varia entre 12 y 30 centimetros, y una
corteza lisa de tono gris parduzco. Posee hojas simples, dispuestas de forma alterna, y sin
estipulas, con dimensiones de 12 a 15 cm de largo y 5 a 7 cm de ancho, con nervaduras laterales
paralelas. Durante las estaciones secas, el arbol experimenta una caida total de hojas, lo que

facilita el manejo de plagas y enfermedades. Posteriormente, florece una vez al afio,
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generalmente desde diciembre hasta febrero. Las flores son solitarias y hermafroditas. La
composicion de la fruta es de 52% pulpa, 42% céscara y 6% semillas. El fruto se presenta como
una infrutescencia de formas diversas, que pueden ser esféricas, oblongas, globosas o conicas,
y medir aproximadamente entre 10 y 15 cm de largo. Su pericarpo es carnoso Yy esta cubierto
por multiples protuberancias conicas redondeadas que alcanzan hasta 1 cm de altura. Su color
varia desde tonos verdosos hasta amarillentos segln su estado de madurez. La pulpa, también
conocida como mesocarpo, es comestible y muestra un color que va desde el blanco hasta un
ligero tono amarillento. Tiene una textura fibrosa, mucilaginosa, suave, carnosa y jugosa, con
un sabor dulce pero notablemente acido; su contenido de azlcares alcanza niveles de 20.5
grados Brix, y su pH oscila entre 4.1 y 4.4. Los frutos exhiben una gran variedad en cuanto a
peso, que puede oscilar entre 200 g y 5 kg. Ademas, contienen numerosas semillas de color
marrdn 0scuro a negro, que miden aproximadamente 1 cm de largo y 0.5 cm de ancho (Alvarez
etal., 2011; Flores, 1997; INIAM, 2020; Janick & Paull, 2008; Love & Paull, 2011; Quevedo
& Montafiez, 1994).

1.2.4 Requerimientos edafoclimaticos

Esta especie se desarrolla en suelos profundos y ricos en nutrientes, con buenas
condiciones de drenaje, aunque no prospera en suelos inundados. Puede establecerse en suelos
ultisoles y oxisoles, a temperaturas de 25.5 °C - 17.2 °C y a una altitud que varia desde el nivel
del mar hasta 1000 msnm (Flores, 1997). El Instituto de Investigaciones Amazénicas (INIAM,
2020) indico que la anona requiere suelos franco arenosos de buen drenaje, temperatura de 20
a 25 °C, humedad de 80 %, altitud 400 a 1000 msnm, minerales como NPK, acidez 5,5- 6,5.

Esta especie es caracteristica de climas calidos y se desarrolla 6ptimamente en suelos
profundos, fértiles y bien drenados. No soporta el frio ni las sequias prolongadas. Sin embargo,
puede adaptarse a suelos pobres y muy acidos, siempre que reciba un riego adecuado (Janick &
Paull, 2008; Love & Paull, 2011). El anon amazonico se destaca como una especie de gran
relevancia, gracias a su rusticidad y capacidad productiva. Este arbol prospera en los bosques
himedos tropicales, a altitudes que oscilan entre los 0 y 1400 metros sobre el nivel del mar.
Comparado con el guanabano, el andn amazonico presenta un crecimiento mas vigoroso, siendo
capaz de adaptarse a suelos acidos o extremadamente acidos, incluso en condiciones de baja

fertilidad y con alta saturacion de aluminio (Quevedo & Montafiez, 1994).
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1.2.5 Producciony Cosecha

La produccion comienza alrededor del tercer o cuarto afio y dura alrededor de 155 dias,
abarcando desde diciembre hasta junio. Con una densidad de siembra de 7 X 7 m, se puede
alcanzar una produccién de 6,4 toneladas por hectarea. Al cabo de 15 afios, cada arbol puede
producir hasta 150 frutos anualmente. EI momento ideal para cosechar es cuando los frutos
adquieren un color amarillo. La recoleccion manual se lleva a cabo con suma delicadeza para
evitar magulladuras o rupturas en las protuberancias, con el fin de prevenir su deterioro (Flores,
1997).

La cosecha se lleva a cabo entre junio y agosto, alcanzando un rendimiento promedio
de 1311 kg/ha (INIAM, 2020). Una vez recolectada, la fruta tiene una vida util corta, que no
supera la semana. Su maduracion se completa entre los 5 y 8 dias. Cuando la piel de la fruta
adopta un color negro, la pulpa cambia su color y viscosidad, volviéndose mucosa y
transparente, lo que da origen a su nombre botéanico, R. mucosa. En esta fase, la fruta se puede
consumir durante uno o dos dias antes de que inicie el proceso de fermentacién (Love & Paull,
2011).

1.2.6 Enfermedades del cultivo

Existe poca informacion especifica sobre las enfermedades que afectan a la anona
(Rollinia mucosa). Segun Janick y Paull (2008), la Cercospora ocasiona manchas foliares,
mientras que Glomerella cingulata ha sido asociada con la muerte regresiva de tallos y la
pudricion de los frutos. Por su parte, Xavier (2018) reporta que Colletotrichum gloeosporioides
es el agente causal de antracnosis en esta especie, caracterizada por la aparicion de manchas

necroticas en las hojas.

En un contexto mas amplio, diversos estudios indican que las anonaceas en general son
altamente susceptibles a la enfermedad de la antracnosis, la cual puede afectar multiples
estructuras vegetativas. Vilela y Pereira (2014) mencionan que Colletotrichum gloeosporioides
se encuentra entre los principales patdgenos de esta familia, causando pérdidas de entre el 53
% y el 70 % de frutos durante la temporada de lluvias, principalmente por la caida prematura
de flores y frutos. Esta enfermedad se presenta en todos los paises donde se cultivan anonaceas

y afecta especialmente los tejidos jovenes, incluyendo hojas, ramas, flores y frutos en diferentes
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etapas de desarrollo. Se manifiesta a través de lesiones necroticas en 6rganos vegetativos y

puede incluso momificar los frutos inmaduros.

1.2.7 importancia de los frutales nativos amazonicos

Los frutales nativos representan un recurso valioso por los maltiples beneficios que
aportan a las sociedades amazonicas. Segiin Gonzéles (2007), la Amazonia peruana alberga una
gran biodiversidad, donde estos frutales cumplen un rol esencial en la alimentacién humana, la
nutricion de fauna silvestre y domesticada, asi como en el desarrollo de la industria

agroalimentaria regional.

Por su parte, Gutsche et al. (2008) destacan que en los mercados de Iquitos se
comercializan alrededor de 60 especies de frutales nativos, muchas de ellas provenientes de
poblaciones silvestres y, por tanto, organicas. Esta cifra es reconocida a nivel mundial por la
gran diversidad que representa en un solo punto de venta. Ademas, diversos estudios respaldan

que estos productos amazonicos son altamente nutritivos y beneficiosos para la salud.

Mejia (2018) sostiene que la diversidad bioldgica de los productos agricolas contribuye
significativamente a la seguridad alimentaria, al ofrecer una amplia variedad de alimentos.
Actualmente, se estima que mas de 193 especies de frutales nativos son utilizadas por la
poblacién rural, de las cuales 76 especies pertenecientes a 21 familias botanicas se

comercializan en los mercados de Iquitos.

A pesar de sus ventajas, estas especies enfrentan un desafio importante: su permanencia
en el bosque dependera del interés que generen en las comunidades locales para ser consumidas

y aprovechadas (Gutsche et al., 2008).

1.2.8 Importancia del cultivo de la anona
a. medicinal

Tradicionalmente, los pueblos nativos han utilizado la anona como planta medicinal
para tratar diversas afecciones parasitarias e infecciosas. La infusion de sus hojas y corteza es
eficaz para aliviar sintomas como fiebre, calambres, diarrea y vomitos, mientras que la cascara
del fruto se emplea en tratamientos para blanqueamiento dental, cuidado facial y eliminacion

de verrugas. Actualmente, la anona también es valorada como un remedio natural para
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enfermedades como el cancer, la diabetes, Ulceras, trastornos mentales, neumonia e infecciones
parasitarias. Investigaciones indican que el fruto y las semillas contienen acetogeninas y
alcaloides, compuestos con potenciales efectos antitumorales y anticancerigenos,
especialmente en el tratamiento del cancer de mama (INIAM, 2020; Janick & Paull, 2008;
Vésquez & Fetta, 2023).

Las especies del género Annona producen acetogeninas y policétidos con efectos
citotoxicos sobre células cancerosas. Ademas, generan alcaloides que afectan el sistema
nervioso central, lo que las convierte en una fuente valiosa para el desarrollo de nuevos
farmacos. Extractos de hexano de Annona cherimola y Rollinia mucosa muestran efectos
ansioliticos similares al diazepam. Asimismo, Rollinia mucosa contiene compuestos como
palmitona y lignano, con propiedades ansioliticas y sedantes prometedoras para nuevos

medicamentos (Estrada, 2011).

El estudio realizado con extracto hidroetanolico al 70% de las hojas de Rollinia mucosa
permitio identificar diversos compuestos bioactivos, como taninos, flavonoides, saponinas y
alcaloides. Estos extractos y fracciones mostraron actividad antimicrobiana significativa contra
bacterias como Staphylococcus aureus, el hongo Candida albicans y cepas clinicas de
Salmonella spp., siendo atribuida esta actividad principalmente a los alcaloides y flavonoides

presentes (Oliveira, 2017).

El gel elaborado con extracto etandlico de hojas de Rollinia mucosa ha demostrado
actividad antibacteriana frente a cepas patdgenas para el ser humano, como Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. Las hojas de esta especie contienen
diversos metabolitos, entre ellos flavonoides como orientina y rutina, ademas de alcaloides,
sesquiterpenos y acetogeninas. En particular, los flavonoides son responsables de sus
propiedades antimicrobianas y antioxidantes (Vasquez & Fetta, 2023).

b. nutraceutica
Diversas investigaciones destacan que los productos derivados de la anona poseen
propiedades nutracéuticas valiosas. Padilla y Rios (2022) sefialan que la compota elaborada con

Rollinia mucosa y Oenocarpus bataua es un alimento funcional con alta capacidad
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antioxidante, apto para la exportacién y adecuado para personas de todas las edades, segln

evaluaciones fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales.

Segun Castelo (2024), el yogurt elaborado con leche de bufala, jalea de Rollinia mucosa
y chia presenta buena textura y alto valor nutricional, superando al yogurt de la leche de vaca
en contenido proteico. Es un producto viable y nutritivo, ideal para personas mayores, gracias

a los aportes de la jalea de anona, rica en calcio, potasio y vitamina C.

Por su parte, Granda (2025) reportd que el néctar elaborado con pulpa de Rollinia
mucosa endulzado con stevia presentd una buena aceptacion organoléptica, con valores
destacados en color, olor, textura y apariencia. Asimismo, se detectaron niveles significativos
de compuestos bioactivos como polifenoles y flavonoides, junto con un perfil nutricional

favorable que incluye vitamina C y minerales como calcio, potasio y magnesio.

c. gastronémico

La anona esta adquiriendo un lugar prominente en la gastronomia peruana debido a su
sabor exotico. Segun Borges (2019), esta fruta se distingue por sus excelentes caracteristicas
sensoriales, como su color, aroma y sabor. Asimismo, Gutsche et al. (2008) destacan que las
frutas amazénicas, incluida la anona, aportan nuevos sabores, texturas y aromas que enriquecen
la reconocida cocina peruana. Un ejemplo de esta innovacion culinaria es el sorbete de anona
con manzanas en almibar de hierbabuena, una receta vanguardista que se ofrece en los

restaurantes del renombrado chef Gaston Acurio, tanto en Perd como en el extranjero.

d. usos maltiples y aprovechamiento integral

La anona es conocida como la fruta con sabor a caramelo o a pudin de limén y es
apreciada por su alto contenido de vitamina C. Esto la convierte en una fruta popular tanto para
el consumo fresco como para la elaboracion de diversos productos, tales como helados, jaleas,
mermeladas, golosinas, jugos, mousses, confituras, postres y bebidas gaseosas. En Brasil viene
siendo valorada y utilizada para la produccién de vino. Esta especie destaca por su versatilidad
y la variedad de usos que se le pueden dar, lo que permite un aprovechamiento integral. La
planta se utiliza para establecer cercos vivos, mientras que su madera, resistente y densa, es
ideal para la construcciéon de barcos, viviendas, embarcaciones, herramientas, cajas y la

elaboracion de mascaras. Los frutos dafiados son destinados a la alimentacion animal, y la
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cascara se emplea como fertilizante natural, conservadora de carne, filtradora de agua, asi como
para la produccion de celulosa y papel. Por ultimo, las semillas se utilizan como insecticidas
naturales, demostrando el gran potencial que ofrece esta planta en distintos ambitos (Flores,
1997; INIAM, 2020; Janick & Paull, 2008; Love & Paull, 2011).

1.3 Colletotrichum spp.
Colletotrichum es un género de hongos fitopatogenos ampliamente distribuido
geograficamente y conocido por ser el principal causante de la enfermedad denominada

antracnosis, la cual afecta a una gran variedad de cultivos agricolas (Velazquez et al., 2018).

a. taxonomia

Tabla1.2
Taxonomia de Colletotrichum
Reino Fungi

Divisién Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae
Orden Glomerellales
Familia Glomerellaceae
Género Colletotrichum

(Réblova et al., 2011)

Colletotrichum corresponde a la fase asexual del hongo Glomerella. Debido a que el
nombre del género cambia segun su estado sexual o asexual, se considera un grupo con una
clasificacion taxonémica compleja y a menudo confusa (Damm et al., 2010; Réblova et al.,
2011).

b. importancia

Las especies del género Colletotrichum son consideradas patdégenos de importancia, ya
que pueden infectar a una amplia variedad de hospedantes gracias a su alta capacidad de
infeccion (Rojo et al., 2017). Este hongo puede causar pérdidas econdmicas significativas, ya
que afecta tanto la calidad como la cantidad de la produccion agricola, desde la etapa de
precosecha hasta la postcosecha. En condiciones climaticas favorables, las pérdidas pueden

Ilegar hasta el 100 % en ciertos cultivos (Landero et al., 2016). Por su alto impacto econémico
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y relevancia cientifica, Colletotrichum ha sido clasificado entre los diez patdgenos vegetales

mas importantes a nivel mundial (Dean et al., 2012).

c. sintomatologia

La enfermedad afecta principalmente hojas, peciolos y tallos. En el caso del follaje, las
lesiones de forma irregular pueden fusionarse hasta ocasionar la destruccion total del tejido. En
los tallos se observa oscurecimiento y la muerte de los apices, lo que puede provocar el deterioro
progresivo de la planta. Cuando el ataque es severo, se produce una afectacion general de los
tejidos, favoreciendo la defoliacion y la caida prematura de los frutos (Pérez et al., 2003; Tous,
2008).

De acuerdo con Agrios (2020), este patdgeno puede atacar maltiples 6rganos de la
planta, incluyendo tallos, hojas y frutos. Los sintomas caracteristicos incluyen lesiones oscuras,
manchas foliares, muerte descendente de las ramas, pudricion y caida de frutos.

d. factores climaticos

El desarrollo de la antracnosis estd fuertemente condicionado por los factores
ambientales. Entre ellos, la duracion de la humedad en la superficie de las hojas facilita el
proceso de infeccion y el desarrollo del hongo en los tejidos vegetales. Las precipitaciones
continuas incrementan significativamente la incidencia de la enfermedad. Se ha reportado que
temperaturas elevadas, alrededor de 27 °C, junto con una humedad relativa del 80 % durante la
etapa de maduracion del fruto, favorecen tanto la infeccion como la reproduccion del patégeno
(Ceron et al., 2006).

Asimismo, se ha sefialado que las precipitaciones intensas durante la temporada
invernal, en combinacidn con una alta humedad relativa, crean condiciones altamente propicias
para la aparicion de epidemias severas en un corto periodo de tiempo, afectando gravemente el

crecimiento de la planta (Pérez et al., 2003).

Por su parte, Betancourt (2019) manifesto que las condiciones de alta humedad (90- 100
%) y una temperatura promedio de 29 °C, caracteristicas de la estacion lluviosa, favorecen el
desarrollo y la dispersion de Colletotrichum; en consecuencia, el incremento de precipitaciones

se relaciona con una mayor incidencia y severidad de la antracnosis.
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1.3.1 Colletotrichum reportadas en la familia de las annonaceae

Colletotrichum gloeosporioides, reportado en hojas de Rollinia mucosa, produce
manchas necroticas como sintoma caracteristico de la infeccion. Para su aislamiento y cultivo,
se utilizd medio PDA, incubado durante 10 dias en condiciones de oscuridad a 25 °C. Bajo estas
condiciones, el hongo desarrollé colonias de hasta 60 mm de didmetro, de color blanco a gris
claro, con una textura algodonosa; el reverso de las colonias presentd una coloracién crema con
el centro oscuro. Los conidios producidos fueron hialinos, solitarios, cilindricos, rectos,

aseptados, con apice y base obtusos, y con un tamafio de 12-15 x 3-5 um (Xavier, 2018).

Segn lo reportado por Villanueva etal. (2008), se identificaron las especies
Colletotrichum fragariae, C. gloeosporioides y C. orbiculare en frutos de chirimoya, mientras
que C. gloeosporioides también se detectd en hojas y pedunculo. La antracnosis se manifestd

con lesiones necroticas circulares o irregulares, con masas de conidios de tono salmén a naranja.

El aislamiento de los hongos se realizé en medio PDA, incubado a 25+ 3 °C. A los 10 dias, las
colonias produjeron conidios hialinos, aseptados, cilindricos y rectos, dispuestos en masas
mucilaginosas de tonalidad salmoén a naranja. Ademas, las tres especies desarrollaron micelio

que al principio era blanco y que luego cambié a salmén, salmén-naranja-rosa y gris olivo.

En el caso de C. gloeosporioides, los conidios presentaron ambos extremos obtusos o
ligeramente angostados, con tamafios variables. Para C. fragariae y C. orbiculare, los conidios
mostraron un extremo obtuso y el otro angostado, con dimensiones que oscilaron entre 13.3 y
20 um de longitud por 3.3 a 4.4 um de ancho, y 11.1 a 14.4 um de longitud por 4.0 a 4.7 um de

ancho, respectivamente.

Ademas, C. gloeosporioides produjo peritecios esféricos de color café oscuro, inmersos en el
medio PDA. Estas estructuras generaron ascosporas hialinas, unicelulares, curvadas y
fusiformes, observadas entre los 7 y 14 dias de incubacién. Las estructuras sexuales fueron

identificadas como pertenecientes a Glomerella cingulata.

Colletotrichum gloeosporioides y Colletotrichum acutatum, aislados de frutos y hojas
de chirimoya, provocaron lesiones necréticas caracteristicas de antracnosis. Para su aislamiento

y cultivo, se emple6 medio PDA (Papa Dextrosa Agar), incubado durante 10 dias a una
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temperatura aproximada de 25 °C. Los aislamientos presentaron variaciones morfoldgicas
notables, observandose tres tipos de coloracion en las colonias: blanca, blanco-crema y gris
oscuro. En cuanto al tipo de micelio, se identificaron formas ligeramente algodonosas,
moderadamente algodonosas, abundantemente algodonosas y otras con desarrollo escaso. La
morfologia de los conidios también mostro variabilidad: algunos presentaban ambos extremos
redondeados, otros tenian un extremo redondeado y el otro agudo, y algunos conidios exhibian

ambos extremos agudos (Alvarez & Tenesaca, 2022).

Colletotrichum siamense fue identificado en frutos de Annona scleroderma, causando
sintomas caracteristicos de antracnosis y momificacion del fruto. Para su aislamiento y cultivo,
se utilizé medio PDA, incubandose las muestras durante 8 dias en oscuridad a una temperatura
de 28 °C. Las colonias presentaron una textura algodonosa y mostraron un cambio progresivo
de color, desde blanco hasta salmén palido y finalmente pardo. Los conidios observados fueron
principalmente fusiformes, aunque algunos tenian forma oblonga, con tamafios que oscilaron

entre 8 y 17 um de longitud y de 3 a 4.5 um de ancho (Salinas et al., 2020).

Colletotrichum fructicola fue aislado de frutos de Annona squamosa que presentaban
manchas oscuras. Los aislamientos se incubaron en medio PDA a 28 °C. Las colonias
inicialmente mostraron un color blanco, que posteriormente cambid a verde grisaceo, y durante
su desarrollo formaron anillos concéntricos. Ademas, produjeron masas de conidios de
tonalidad naranja claro. Los conidios maduros presentaron una forma cilindrica y unicelular,
con dimensiones que oscilaron entre 11.09 y 20.02 um de longitud, y entre 4.06 y 6.54 um de
ancho (Fan et al., 2025).

A partir de muestras foliares de anén (Annona squamosa) y guanabano (Annona
muricata) que presentaban sintomas caracteristicos de antracnosis, se realizaron aislamientos
de los tejidos afectados. Los cultivos se establecieron en medio de avena e incubaron a una
temperatura aproximada de 25 °C, con un fotoperiodo de 12 horas de luz, durante 10 dias.
Posteriormente, se realizd la caracterizacion morfologica de los aislamientos obtenidos.
Colletotrichum gloeosporioides presento conidios cilindricos, rectos y con apices redondeados,
con dimensiones promedio de 13.0 x 5.2 um. C. boninense mostro conidios también cilindricos

y rectos, de extremos redondeados, con un tamafio promedio de 13.3 x 6.1 pm. En tanto, C.
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fragariae produjo conidios cilindricos y rectos, con extremos redondeados, presentando un lado
mas estrecho que el otro, con dimensiones promedio de 12.4 x 5.1 um (Kamei et al., 2014).

A partir de distintos tejidos de guandbana (hojas, ramas, frutos y flores) con sintomas
de antracnosis, se obtuvieron aislamientos para su estudio. Estos se cultivaron en medio PDA
y se incubaron a 21 °C bajo un fotoperiodo de 12 horas durante 10 dias, para posteriormente

evaluar sus caracteristicas morfoldgicas.

Colletotrichum gloeosporioides s. str. present6 colonias de textura algodonosa, con un color
que vario de blanco grisaceo a blanco. Sus conidios tenian forma cilindrica, con dimensiones

que oscilaron entre 12.5 y 13.75 um de longitud, y de 3.12 a 3.75 um de ancho.

Colletotrichum karstii mostr6 colonias que iban del blanco al salmén pélido, con conidios

cilindricos que midieron entre 13.0 y 15.0 um de largo, y de 4.96 a 5.62 um de ancho.

Las colonias de Colletotrichum siamense también fueron algodonosas, con colores de blanco
grisaceo a blanco. Sus conidios, de forma cilindrica con extremos obtusos a ligeramente
redondeados, presentaron dimensiones entre 12.81 y 16.73 um de longitud, y entre 4.69 y 6.25

pm de ancho.

En el caso de Colletotrichum theobromicola, las colonias mostraron una textura compacta y un
color negro grisaceo. Los conidios fueron cilindricos, a veces con un ligero estrechamiento

hacia la base, y midieron entre 14.37 y 24.4 um de largo, y entre 2.81 y 5.62 um de ancho.

Finalmente, Colletotrichum tropicale presento colonias algodonosas, con un color que fluctuo
entre blanco grisaceo y blanco. Sus conidios cilindricos tuvieron dimensiones de 11.25a 12.51
um de longitud y de 3.75 a 4.38 um de ancho (Alvarez et al., 2014).

Se recolectaron hojas y frutos de atemoya, guanabana y chirimoya que presentaban
manchas de color marron oscuro. Para aislar los hongos, se utilizo el medio de cultivo PDA,
incubandose las muestras a aproximadamente 25 °C bajo un fotoperiodo de 12 horas durante

siete dias. Posteriormente, se realiz6 la caracterizacion morfoldgica de los aislamientos.
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Las colonias pertenecientes al complejo Colletotrichum gloeosporioides mostraron variabilidad
en cuanto al color, que oscild entre gris, blanco grisaceo y blanco anaranjado en la zona central,
presentando ademas una textura algodonosa. Se observo también una variacion en la velocidad
de crecimiento micelial, con un indice que fluctuo entre 0.8 y 1.4 mm por dia. En cuanto a los
conidios, estos fueron hialinos, no septados y de forma cilindrica con extremos redondeados.
La longitud promedio de los conidios varié entre 7.72 y 11.92 um, en tanto que su ancho
promedio estuvo entre 2.5 y 4.49 um (Hernandez, 2024).

1.4 Identificacion morfologica

Tradicionalmente, la identificacion del género Colletotrichum se ha basado en
caracteristicas morfoldgicas tales como el tamafio y la forma de los conidios y apresorios, la
presencia o ausencia de setas, esclerocios y acérvulos, asi como en la observacion del estado
teleomorfo. Ademas, se consideran caracteristicas culturales como el color y la textura de la
colonia, junto con la tasa de crecimiento (Hyde et al., 2009).

Colletotrichum se caracteriza por la formacion de acérvulos individuales con forma de
disco, de apariencia cerosa y localizados en tejidos subepidermales que emergen del
hospedante. Estos acérvulos suelen presentar espinas negras dispuestas en los margenes o entre
los conididforos, aunque en determinadas condiciones de cultivo pueden encontrarse ausentes.
Los conidioforos son estructuras simples y alargadas, mientras que los conidios son hialinos,

unicelulares y con forma ovoide u oblonga (Barnett & Hunter, 1998).

1.5 Identificacion molecular
1.5.1 Extracciéon de ADN

Las técnicas de biologia molecular requieren el andlisis de los acidos nucleicos extraidos
de los organismos para su identificacion y deteccion. En este contexto, la extraccion de ADN o
ARN constituye el paso mas importante en la caracterizacion molecular, ya que la muestra debe
purificarse adecuadamente para evitar la presencia de inhibidores que interfieran con la correcta

ejecucion de las técnicas empleadas (Diz, 2020).

El procedimiento de extraccion consiste en aislar y purificar las moléculas de ADN, en
condiciones de pureza e integridad adecuadas. Para ello se aprovechan sus caracteristicas

fisicoquimicas. Los grupos fosfato de los nucleétidos, debido a su polaridad y carga negativa,
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confieren al ADN su carga eléctrica negativa, caracteristica que se aprovecha durante su
extraccion. A partir de estas propiedades se han desarrollado diferentes métodos, desde
protocolos tradicionales con varias etapas como homogenizacion, lisis celular, eliminacion de
proteinas y lipidos, precipitacion y posterior redisolucion, hasta sistemas modernos basados en

kits comerciales (Alejos et al., 2015).

La estructura del ADN explica muchas de estas propiedades: se trata de una doble hélice
cuyos filamentos se mantienen unidos por puentes de hidrégeno: dos entre adenina y timina, y
tres entre guanina y citosina, mientras que los nucleétidos se enlazan mediante enlaces
fosfodiéster, que conectan el grupo fosfato (H3PO4) con el azucar. La naturaleza hidrofilica y
la carga negativa de estos grupos fosfato son fundamentales para las técnicas de extraccion, ya
que determinan como interactta el ADN con los reactivos durante el proceso (Alejos et al.,
2015).

1.5.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR se basa en la amplificacion de una region especifica del ADN
mediante el uso de cebadores (Primers), que son secuencias de ADN de 15 a 30 nucle6tidos
complementarias a la regién de interés. Este proceso requiere la accion del ADN polimerasa
termoestable, encargada de incorporar los desoxinucleotidos durante la sintesis de nuevas
cadenas de ADN. Para su ejecucién, la mezcla de reaccion se prepara en tubos Eppendorf con
ADN molde, Primers, desoxinucleétidos, ADN polimerasa y su cofactor, y posteriormente se
somete a ciclos de temperatura que permiten la amplificacion del fragmento especifico (Diz,
2020).

La PCR constituye una reaccidn enzimatica capaz de multiplicar millones de veces una
secuencia especifica de ADN mediante ciclos repetitivos, durante los cuales la secuencia molde
se copia fielmente. La reaccion aprovecha la capacidad natural de la enzima ADN polimerasa
para sintetizar ADN en las células. Los componentes esenciales incluyen el ADN molde, la
enzima, los primers, los desoxirribonucleétidos trifosfatados (ANTPs: A, T, C, G), el i6n

magnesio, la solucion buffer y agua libre de nucleasas (Tamay de Dios et al., 2013).
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Con base en este principio, la reaccion en cadena de la polimerasa se desarrolla mediante
ciclos repetitivos, cada uno de los cuales esta conformado por tres fases principales, las cuales

se describen a continuacion:

Desnaturalizacién. En esta etapa, las cadenas de ADN son calentadas y separadas a
una temperatura de 95 °C durante 20-30 segundos; el tiempo depende de la secuencia
del templado, es decir, si la cantidad de G-C es alta, serd necesario mas tiempo para
romper sus uniones debido a que el apareamiento de estas bases esta formado por tres
enlaces, uno mas que las bases de A-T. Al final de esta etapa tendremos las cadenas
separadas que serviran como templado para el siguiente paso. (Tamay de Dios et al.,
2013, p.72)

Hibridacion. En esta etapa, los primers se alinean al extremo 3’ del templado
previamente separado e hibridan con su secuencia complementaria. Para que se forme
el complejo templado-primers, es importante que la temperatura de hibridacion sea la

Optima; ésta generalmente oscila entre 50-60 °C. (Tamay de Dios et al., 2013, p.72)

Extension. En este periodo la Taq polimerasa actia sobre el complejo templado-
primers y empieza su funcion catalitica a una velocidad muy répida; agrega dNTP’s
complementarios para crear las cadenas completas de ADN. En esta etapa se sintetiza a
una nueva cadena en la direccion 5" a 3" generalmente a temperatura optima de 72°C
debido a que la enzima es funcional a esa temperatura. (Tamay de Dios et al., 2013,
p.73)

1.5.3 Primers

Los primers, también Illamados cebadores o iniciadores, son secuencias cortas de ADN
de cadena simple utilizadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En este método,
se emplea un par de primers que se unen al ADN de la muestra para establecer la region que se
va a amplificar (Vazquez et al., 2020). Asimismo, Tamay de Dios et al. (2013) sefialaron que
los primers son secuencias de oligonucledtidos que delimitan la region objetivo y son

complementarias a la secuencia especifica que se desea copiar.
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La region espaciadora transcrita interna (ITS) del ADN ribosémico constituye uno de
los marcadores moleculares mas utilizados en estudios genéticos. En organismo eucariotas, el
ADN ribosémico se organiza en repeticiones en tdndem, cada una de las cuales incluye genes
codificantes y regiones espaciadoras. En este arreglo, la unidad comienza con el espaciador
transcrito externo (ETS), seguido por el gen del ARNr 18S, la region ITS1, el gen 5.8S, la
region 1TS2, el gen 28S y el espaciador intergénico (IGS) (Freire et al., 2010).
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CAPITULO I
METODOLOGIA

2.1 Ubicacion

2.1.1 Fase campo
La coleccion de muestras se realiz6 en los campos de cultivo de anona, ubicados en el

distrito de Kimbiri, provincia de La Convencion, departamento del Cusco, en las coordenadas

12°37'13" de latitud sur y 73°47'18" de longitud oeste, a una altitud de 582 m s. n. m.

Figura 2.1
Mapa de ubicacién del area de estudio, donde se colectaron las muestras
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2.1.2 Fase laboratorio

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Fitopatologia de
la Escuela Profesional de Agronomia de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga, ubicado en el distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga, regién Ayacucho, en
las coordenadas 13°08'53" de latitud sur y 74°13'12" de longitud oeste, a una altitud de 2792
m s. n. m. En dicho laboratorio se realizaron los trabajos de aislamiento, identificacion
morfologica y prueba de patogenicidad. La identificacion molecular se realizo en el laboratorio
de la empresa Umbrella Genomics, ubicado en el distrito de Lince, provincia de Lima, region

Lima.

2.2 Métodos
2.2.1 Coleccion y aislamiento de Colletotrichum

Las muestras fueron colectadas en &reas de cultivo de anona ubicadas en el distrito de
Kimbiri. En total, se colectaron 50 muestras conformadas por frutos en estado verde,
provenientes de huertos que presentaban sintomas visibles, como lesiones necréticas. Las
muestras fueron colocadas en bolsas de papel con su respectiva etiqueta de informacion, para

luego ser trasladadas al laboratorio.

En el laboratorio se llevé a cabo el protocolo de desinfeccidn, el cual consistio en lavar
las muestras con agua, sumergirlas en hipoclorito de sodio al 2% durante 5 minutos, enjuagarlas
tres veces con agua estéril y secarlas con papel toalla estéril. Posterior a esto se dejo las muestras

en camaras himedas a temperatura ambiente por un periodo de 5 a 12 dias.

Después del tiempo transcurrido, las muestras que presentaron esporulacion fueron
sembradas en placas de Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA). Tras cinco dias de
incubacion a 25 °C, se observd el desarrollo de los aislados. Posteriormente, se realizaron
montajes microscopicos, para lo cual se uso lactofenol azul y laminas porta y cubre objetos para
luego ser observado en el microscopio. Los aislados seleccionados fueron purificados e
incubados a 25 °C durante un periodo de 5 a 8 dias. Finalmente, se conservaron en frio con la

técnica de tubo inclinado con medio PDA.
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2.2.2 Caracterizacion morfoldgica

Los aislamientos se caracterizaron teniendo en cuenta sus estructuras morfologicas
asexuales. Para la identificacion del género se emplearon las claves taxondmicas de Barnett y
Hunter (1998), asi como publicaciones cientificas de diversos autores. Las variables evaluadas
incluyeron caracteristicas macroscopicas, como el color de la colonia, tipo de micelio y la tasa
de crecimiento, y microscopicas, como el tamafio y la forma de los conidios. Para ello, los
aislamientos fueron cultivados en medio de cultivo PDA e incubados a 25 °C, durante un
periodo que vario segun el aislamiento. Posteriormente, se analizaron las variables previamente

descritas.

a. Tamafo de conidios
Se midieron la longitud y el ancho de 50 conidios maduros utilizando un microscopio

con pantalla de la linea BioBlue.

b. Tasa de crecimiento
La evaluacidn se realizo a traves del registro diario de datos hasta que el micelio cubrid
completamente el medio de cultivo en la placa. Las mediciones del crecimiento se efectuaron

utilizando una regla graduada.

c. Color de colonia

Se evalu6 cada aislado mediante observacion visual.

d. Tipo de micelio

Se evalu6 mediante observacion visual.

e. Forma de conidios
Se realizo mediante la observacion de conidios maduros utilizando un microscopio con

pantalla (BioBlue).
2.2.3 Caracterizacién molecular

Para la caracterizacion molecular se seleccionaron los aislamientos representativos,

previamente identificados a través de la caracterizacion morfoldgica.
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a. Extraccion de ADN

Para el procedimiento se utilizo el kit NucleoSpin® Microbial DNA (Macherey-Nagel),
siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. La fase de lisis se efectud con el Bead Tube
Type B incluido en el kit, y el lisado obtenido se aplico a las columnas de purificacion,
continuando posteriormente con los lavados indicados. Finalmente, el ADN fue eluido y
resuspendido en 50 pL de buffer de elucién para cada muestra.

Protocolo del kit NucleoSpin® Microbial DNA
1. Preparar la muestra
» Tomar menos de 40 mg de pellet microbiano (peso himedo).
» Afadir 100 puL de Elution Buffer BE (buffer para el paso final de extraccion).
2. Lisis de la muestra
» Transferir la muestra a un MN Tube Type B (tubo con bolitas para romper
celulas).
» Afadir 40 pL de Buffer MG y 10 uL de Proteinasa K liquida (enzima que
degrada proteinas).
» Agitar en un sacudidor tipo swing mill durante 4-12 minutos.
» Centrifugar a 11,000 x g durante 30 segundos.
3. Ajustar las condiciones de union
» Afadir 600 puL de Buffer MG para que el ADN pueda unirse a la columna.
» Mezclar con vortex 3 segundos.
» Centrifugar a 11,000 x g por 30 segundos.
4. Unir el ADN
» Cargar 500-600 pL de la muestra en la columna NucleoSpin® Microbial DNA.
» Centrifugar a 11,000 x g durante 30 segundos.
» Esto hace que el ADN se adhiera a la membrana de silice de la columna.
5. Lavar la membrana de silice
» ler lavado: 500 pL de Buffer BW, centrifugar 11,000 x g, 30 s.
» 2do lavado: 500 puL de Buffer BS, centrifugar 11,000 x g, 30 s.
» Esto elimina impurezas como proteinas y sales.
6. Secar la membrana de silice
» Centrifugar la columnaa 11,000 x g durante 30 segundos para eliminar cualquier

resto de lavado.
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7. Eluirel ADN
» Afadir 100 puL de Elution Buffer BE.
» Dejar reposar a temperatura ambiente 1 min.

» Centrifugar a 11,000 x g durante 30 segundos para recolectar el ADN puro.

b. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
Para la identificacion molecular de los aislamientos representativos, se emplearon los

iniciadores universales ITS1 e ITS4, dirigidos al gen ITS (Internal Transcribed Spacer).

Iniciadores especificos para el gen ITS:
e ITSL:5' CTT GGT CAT TTAGAG GAAGTAAZJ
e ITS4:5 CAG GAG ACTTGT ACACGG TCCAG 3

Preparacién de la mezcla de reaccion

La amplificacion se realiz6 utilizando la mezcla maestra descrita en la Tabla 2.2.

Tabla2.1
Preparacion de mezcla maestra para amplificacion
Componente VVolumen por reaccion (uL)
AccuStart 11 PCR SuperMix 12.5
Primer Forward (10 uM) 0.5
Primer Reverse (10 uM) 0.5
ADN plantilla 2
Agua libre de nucleasas 9.5
Total 25.0

Condiciones de amplificacion
La PCR se realizé con 35 ciclos, que incluyeron una desnaturalizacion a 94 °C por 30

segundos, un alineamiento a 56 °C por 30 segundos y una extension a 70 °C por 60 segundos.

Electroforesis en gel
La verificacion de los productos amplificados se realizo utilizando electroforesis en gel
de agarosa al 1.5 %, conforme al protocolo descrito a continuacion:

1. Preparar un gel de agarosa al 1.5 %
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2. Cargar 5 pL de cada reacciéon de PCR junto con 5 pL del marcador molecular
correspondiente.
3. Correr el gel a 100 V por 30 minutos.

4. Visualizar las bandas de ADN bajo luz azul utilizando el sistema Gelato.

¢c. Secuenciamiento de ADN

Las muestras fueron secuenciadas mediante el método de Sanger.

Anélisis de secuenciacién
Los resultados del secuenciamiento se obtuvieron en formato .ab1 y fueron analizados

utilizando la aplicacién Geneious Prime® 2024.0.5.

e En primer lugar, se realiz6 una curacion de las secuencias, seleccionando y eliminando
el ruido presente en los extremos de la secuencia.

e Posteriormente, se seleccionaron las secuencias Forward y Reverse, y se empleé la
funcién Align/Assemble — Pairwise Aling y luego se dejé por default.

e Finalmente, la secuencia consenso obtenida se copié y guardd en un bloc de notas

siguiendo el formato FASTA.

Aproximacion taxonémica
La secuencia obtenida en formato fasta fue analizada mediante el algoritmo BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), version BLAST+ 2.15.0, utilizando el tipo “blastn”

disponible en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Los parametros empleados fueron los siguientes:

e Database: rRNA/ITS databases — Internal transcribed spacer region (ITS) from Fungi
type and reference material.

e Organismo: se deja en blanco.

e Excluir (Modelo SM,XP/ Secuencias de muestras no cultivadas o ambientales): se deja
en blanco, a menos que el investigador lo requiera.

e Optimize for: Highly similar sequences (megablast).

e Secuencias objetivo méaximas: 100.

e Consultas cortas.
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e Umbral esperado: 0.05.

e Word size: 28.

e Coincidencias maximas en un rango de consulta: 0.

e Puntuaciones de coincidencia/desajuste: 1,-2.

e Penalizaciones aplicadas cuando se introducen o se extienden huecos (Gap cost): Lineal.
e Filtro: Regiones de baja complejidad.

e Mascarilla: Mascara sélo para tabla de bisqueda.

2.2.4 Prueba de patogenicidad
Se realiz6 en frutos sanos de anona en estado verde y maduro, utilizando los
aislamientos puros. Se utilizaron 2 frutos verdes y 2 frutos maduros por aislamiento, mientras

que un fruto verde y uno maduro se emplearon como testigos.

Los frutos se lavaron con agua corriente, se desinfectaron con una solucion de
hipoclorito de sodio al 2 % durante cinco minutos, Se enjuagaron tres veces con agua estéril

(durante dos minutos cada vez) y finalmente se secaron con papel toalla estéril.

La inoculacion se realizé mediante el método de herida, utilizando un estilete estéril. En
cada fruto se marcaron 5 puntos en los cuales se realizaron las heridas y se transfirieron discos
de PDA con crecimiento del patégeno. En los frutos testigo Unicamente se realizaron heridas,

sin aplicacion del indculo.

Los frutos inoculados fueron colocados en cdmaras himedas a temperatura ambiente.
Entre los cinco y doce dias posteriores a la inoculacion, se evaluo la incidencia de la enfermedad
y se registraron los sintomas observados. Finalmente, se realizaron montajes de los tejidos

infectados para confirmar la identidad del agente causal.
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CAPITULO 11
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Aislamiento del agente causal de la antracnosis en anona
Los frutos verdes de anona que presentaron lesiones necroticas en forma de manchas
negras (Figura 3.1 a-b), al ser inducidos a esporulacion mediante camara himeda, desarrollaron
masas conidiales de tonalidad salmén y naranja sobre el tejido infectado y en el pedunculo
(Figura 3.1 c-d). A partir de estas estructuras se obtuvieron 25 aislamientos puros

pertenecientes al género Colletotrichum.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por diversos autores, quienes sefialaron
que especies de Colletotrichum aisladas de frutos de anonaceas provocan sintomas
caracteristicos de antracnosis, manifestados como lesiones necroticas en forma de manchas
oscuras (Alvarez & Tenesaca, 2022; Alvarez et al., 2014; Fan et al., 2025; Hernandez, 2024;
Salinas et al., 2020). De manera similar, Villanueva et al. (2008) describieron en frutos de
chirimoya manchas negras irregulares acompafiadas de masas conidiales de color salmon a
naranja, mientras que el pedinculo present6 sintomas de pudricién y estructuras conidiales de

igual tonalidad.
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Figura 3.1

Sintomas y esporulacion del patégeno en frutos de anona

Nota. (*) A-B. Lesiones necroéticas en frutos verdes de anona colectados del campo. C-D. Esporulacion de color salmén a naranja en frutos y

peddnculo después de ser incubados en cdmara hiimeda.

3.2 Identificacion de las caracteristicas morfoldgicas del género
Aislamientos del Grupo |

Los aislamientos M1, M2, M3, M23, M24 y M25 presentaron caracteristicas
morfolégicas muy similares tanto en la observacion macroscopica como en la microscépica,
diferenciandose Unicamente por ligeras variaciones en el tamafio de los conidios. Por este

motivo, se agrupan para su descripcion morfoldgica.
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Las colonias presentaron una coloracion blanca y una textura moderadamente
algodonosa, con masas de conidios de tono naranja distribuidas en el centro y dispuestas de
forma circular (Figuras 3.2, 3.4, 3.6, 3.8, 3.10 y 3.12a-b). Estas caracteristicas fueron
semejantes a las reportadas por Villanueva et al. (2008), quienes observaron colonias blancas
acompariadas de masas conidiales mucilaginosas de color naranja en distintas especies del
género Colletotrichum. De manera similar, Alvarez y Tenesaca (2022) reportaron colonias de
color blanco con textura moderadamente algodonosa, mientras que Alvarez etal. (2014) y
Xavier (2018) describieron texturas algodonosas y tonalidades que variaron de blanco a gris
claro. Asimismo, las colonias cubrieron toda la placa en un periodo de 9 dias, con una tasa
promedio de crecimiento de 0.55 cm/dia.

Microscopicamente, los aislamientos analizados presentaron conidios hialinos,
cilindricos, con extremos redondeados y un tamafio promedio de 11.64-13.42 x 3.0-3.3 pum,
ademas de conidioforos simples y alargados (Figuras 3.2, 3.4, 3.6, 3.8, 3.10y 3.12c-d, 3.3, 3.5,
3.7, 3.9, 3.11 y 3.13). Estas caracteristicas concuerdan en gran medida con las descritas por
diversos autores para especies del género Colletotrichum. Xavier (2018) reporté que los
conidios de C. gloeosporioides son hialinos, cilindricos, aseptados y con extremos redondeados,
con dimensiones de 12-15 x 3-5 pum. De manera similar, Alvarez et al. (2014) observaron
conidios cilindricos de 12.5-13.75 x 3.12-3.75 um en C. gloeosporioides, mientras que C.

tropicale presenté medidas ligeramente menores (11.25-12.51 x 3.75-4.38 um).

Otros estudios también coinciden en la forma general de los conidios. Villanueva et al.
(2008) describieron conidios hialinos, aseptados y cilindricos, y Alvarez y Tenesaca (2022)
sefialaron que presentan ambos extremos redondeados. Barnett y Hunter (1998) indicaron que
el género Colletotrichum se distingue por producir conidios unicelulares e hialinos, sostenidos

por conidioforos simples y alargados.

Sin embargo, las dimensiones registradas en el presente estudio fueron ligeramente
menores a las informadas por algunos de los autores anteriores. Esta variacion podria atribuirse
a diversos factores. Segun Barquero etal. (2013), la morfologia de las colonias de
Colletotrichum sp. varia de acuerdo con el hospedante y el medio de cultivo. De manera
complementaria, Pérez et al. (2003) indicaron que el tamafio de los conidios puede modificarse

tanto en condiciones de campo como en condiciones controladas.
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Figura 3.2

Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M1

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M1, en su vista frontal y reverso. Observacion microscépica de

las estructuras de M1 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.3
Conidias del aislamiento M1

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M1 con objetivo 40x.
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Figura 3.4

Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M2

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M2, en su vista frontal y reverso. Observacion microscopica de

las estructuras de M2 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.5
Conidias del aislamiento M2

M27

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M2 con objetivo 40x.
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Figura 3.6
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M3

A B _—

11.0 ym

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M3, en su vista frontal y reverso. Observacion microscépica de

las estructuras de M3 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.7
Conidias del aislamiento M3

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M3 con objetivo 40x.
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Figura 3.8

Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M23

125 ym

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M23, en su vista frontal y reverso. Observacién microscépica de

las estructuras de M23 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.9
Conidias del aislamiento M23

M20A

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M23 con objetivo 40x.
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Figura 3.10
Caracteristicas macroscdpicas y microscépicas del aislamiento M24

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M24, en su vista frontal y reverso. Observacion microscopica de

las estructuras de M24 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.11
Conidias del aislamiento M24

M20B

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M24 con objetivo 40x.
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Figura 3.12
Caracteristicas macroscdpicas y microscépicas del aislamiento M25

A B —

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M25, en su vista frontal y reverso. Observacion microscépica de
las estructuras de M25 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.13
Conidias del aislamiento M25

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M25 con objetivo 40x.
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Aislamientos del Grupo |1

Los aislamientos M4, M5, M6, M7, M8, M9 y M10 presentaron caracteristicas
morfolégicas muy similares tanto en la observacion macroscopica como microscopica,
diferenciandose unicamente por ligeras variaciones en el tamarfio de los conidios y en la tasa de

crecimiento. Por este motivo, se agrupan para su descripcion morfoldgica.

Las colonias presentaron un color blanco y textura moderadamente algodonosa, con
masas de conidios de color anaranjado distribuidas en circulos concéntricos, acompafadas de
esclerocios, los cuales se presentaron como estructuras negras y amorfas (Figuras 3.14, 3.16,
3.18, 3.20, 3.22, 3.24 y 3.26a-b). Segun Villanueva et al. (2005), las colonias de Colletotrichum
se caracterizan por presentar tonalidades anaranjadas asociadas a las masas de conidios y por
desarrollar micelio aéreo. Asimismo, estos autores reportaron la formacion de estructuras
negras y amorfas identificadas como esclerocios, las cuales se relacionan con el patrén de

crecimiento en circulos concéntricos, coincidiendo con las observaciones del presente estudio.

De manera similar, Alvarez y Tenesaca (2022) describieron colonias de color blanco
con textura moderadamente algodonosa, mientras que Hernandez (2024) menciond colonias de
Colletotrichum de color blanco a anaranjado, con textura algodonosa. Asimismo, las colonias
cubrieron toda la placa en un periodo de 8 dias, con una tasa promedio de crecimiento entre
0.61- 0.63 cm/dia.

Microscopicamente, se observaron conidios hialinos, cilindricos, con extremos
redondeados, de tamafio promedio entre 11.81-12.57 x 3.1-3.5 um. Ademaés, presentaron
conidioforos simples y alargados (Figuras 3.14, 3.16, 3.18, 3.20, 3.22, 3.24 y 3.26¢-d, 3.15,
3.17, 3.19, 3.21, 3.23, 3.25 y 3.27). De acuerdo con Villanueva et al. (2005), los conidios de
Colletotrichum son hialinos, cilindricos, con extremos redondeados, siendo uno de ellos mas
angosto. De manera similar, Hernandez (2024) sefialé que los conidios son hialinos, aseptados,
cilindricos, con extremos redondeados, Yy presentan dimensiones promedio de 7.72 -11.92 X
2.5 - 4.49 um. Por su parte, Kamei et al. (2014) describieron conidios cilindricos y rectos, con
apices redondeados y uno de los extremos mas angosto que el otro, con dimensiones promedio
de 12.4 x 5.1 pm.
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Figura 3.14
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M4

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M4, en su vista frontal y reverso. Observacion microscopica de

las estructuras de M4 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.15
Conidias del aislamiento M4

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M4 con objetivo 40x.
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Figura 3.16
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M5

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M5, en su vista frontal y reverso. Observacion microscépica de

las estructuras de M5 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.17
Conidias del aislamiento M5

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M5 con objetivo 40x.
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Figura 3.18
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M6

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M6, en su vista frontal y reverso. Observacion microscopica de

las estructuras de M6 con objetivo 40x: C. Conidi6foros. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.19
Conidias del aislamiento M6

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M6 con objetivo 40x.
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Figura 3.20
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M7

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M7, en su vista frontal y reverso. Observacion microscopica de

las estructuras de M7 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.21
Conidias del aislamiento M7

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M7 con objetivo 40x.
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Figura 3.22
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M8

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M8, en su vista frontal y reverso. Observacién microscépica de

las estructuras de M8 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.23
Conidias del aislamiento M8

M2503

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M8 con objetivo 40x.
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Figura 3.24
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M9

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M9, en su vista frontal y reverso. Observacion microscépica de

las estructuras de M9 con objetivo 40x: C. Conidi6foros. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.25
Conidias del aislamiento M9

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M9 con objetivo 40x.
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Figura 3.26
Caracteristicas macroscdpicas y microscépicas del aislamiento M10

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M10, en su vista frontal y reverso. Observacion microscopica de

las estructuras de M10 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.27
Conidias del aislamiento M10

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M10 con objetivo 40x.
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Aislamientos del Grupo 111

Los aislamientos M11, M12, M13, M17, M18 y M19 presentaron caracteristicas
morfolégicas muy similares tanto en la observacion macroscopica como microscopica,
diferenciandose Unicamente por ligeras variaciones en el tamarfio de los conidios y en la tasa de

crecimiento. Por ello, se agrupan para su descripcién morfoldgica.

Las colonias presentaron un color blanco a gris y textura moderadamente algodonosa,
con masas conidiales de color salmén distribuidas en el centro y en anillos concéntricos
irregulares, acompafadas de esclerocios (Figuras 3.28, 3.30, 3.32, 3.34, 3.36 y 3.38a-b). De
acuerdo con Salinas et al. (2020), las colonias de C. siamense presentan textura algodonosa y
experimentan un cambio progresivo de color, pasando de blanco a salmén palido. De manera
similar, otros autores han reportado que las especies del género Colletotrichum muestran
variabilidad en el color de las colonias, que puede ir de blanco a salmén palido, blanco grisaceo
o gris, manteniendo generalmente una textura algodonosa (Alvarez et al., 2014; Hernandez,
2024). Por otro lado, Fan et al. (2025) sefialaron que las colonias de C. fructicola pueden formar
anillos concéntricos durante su desarrollo, un patrén de crecimiento que también se observo en
el presente estudio. Asimismo, las colonias cubrieron toda la placa en un periodo de 13 a 15
dias, con una tasa promedio de crecimiento entre 0.33- 0.35 cm/dia.

Microscopicamente, se observaron conidios hialinos y fusiformes, de tamafio promedio
entre 9.24-10.16 x 2.5-2.7 um. Ademas, presentaron conidioforos simples y alargados (Figuras
3.28, 3.30, 3.32, 3.34, 3.36 y 3.38¢c-d, 3.29, 3.31, 3.33, 3.35, 3.37 y 3.39). De manera similar,
Salinas et al. (2020) describieron conidios hialinos y principalmente fusiformes, con tamafios
que oscilaron entre 8-17 um de longitud y 3-4.5 um de ancho, lo que coincide parcialmente con

las dimensiones observadas en este estudio.
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Figura 3.28
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M11

4 um

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M11, en su vista frontal y reverso. Observacion microscopica de

las estructuras de M11 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.29
Conidias del aislamiento M11

M11A

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M11 con objetivo 40x.
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Figura 3.30
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M12

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M12, en su vista frontal y reverso. Observacion microscopica de

las estructuras de M12 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.31
Conidias del aislamiento M12

M11B

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M12 con objetivo 40x.
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Figura 3.32
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M13

-

9,4 pm

2. ym

25 pm

2.7 pm

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M13, en su vista frontal y reverso. Observacion microscopica de

las estructuras de M13 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.33
Conidias del aislamiento M13

M11C

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M13 con objetivo 40x.

60



Figura 3.34
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M17

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M17, en su vista frontal y reverso. Observacion microscépica de

las estructuras de M17 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.35
Conidias del aislamiento M17

M154

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M17 con objetivo 40x.
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Figura 3.36
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M18

26 ym

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M18, en su vista frontal y reverso. Observacion microscopica de

las estructuras de M18 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.37
Conidias del aislamiento M18

M15B

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M18 con objetivo 40x.

62



Figura 3.38
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M19

80 um

26 ym

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M19, en su vista frontal y reverso. Observacion microscopica de

las estructuras de M19 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

Figura 3.39
Conidias del aislamiento M19

M15C

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M19 con objetivo 40x.
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Aislamientos del Grupo 1V

Los aislamientos M14, M15, M16, M20, M21 y M22 presentaron caracteristicas
morfolégicas muy similares tanto en la observacion macroscopica como microscopica,
diferenciandose Unicamente por ligeras variaciones en el tamarfio de los conidios y en la tasa de

crecimiento. Por ello, se agrupan para su descripcién morfoldgica.

Las colonias presentaron un color verde grisaceo, con margen blanco y textura
abundantemente algodonosa, con masas conidiales de color salmén distribuidas en el centro y
en anillos concéntricos (Figuras 3.40, 3.43, 3.46, 3.49, 3.52 y 3.55a-b). De acuerdo con Fan
etal. (2025), las colonias de C. fructicola presentaron inicialmente un color blanco, que
posteriormente cambi6 a verde grisaceo, y durante su desarrollo formaron anillos concéntricos.
Asimismo, estos autores reportaron la produccion de masas de conidios de tonalidad naranja
claro. De manera similar, Alvarez y Tenesaca (2022) observaron colonias de Colletotrichum
con coloracion gris oscuro y textura abundantemente algodonosa. Por su parte, Villanueva et al.
(2008) describieron que las colonias mostraron variabilidad en la coloracion, pasando de blanco
a gris olivo, y desarrollaron masas conidiales mucilaginosas de color salmon. Ademas, las
colonias cubrieron toda la placa en un periodo de 8 a 9 dias, con una tasa promedio de
crecimiento de 0.59- 0.63 cm/dia.

MicroscOpicamente, se observaron conidios hialinos, cilindricos, con extremos
redondeados, de tamafio promedio entre 14.38-15.03 x 2.9-3.3 um. Ademas, presentaron
conidiéforos simples y alargados (Figuras 3.40, 3.43, 3.46, 3.49, 3.52 y 3.55c-d, 3.41, 3.44,
3.47, 3.50. 3.53 y 3.56). De acuerdo con Fan et al. (2025), los conidios presentaron una forma
cilindrica y unicelular, con dimensiones que oscilaron entre 11.09-20.02 x 4.06 -6.54 um. Por
su parte, Alvarez et al. (2014) describieron los conidios de C. theobromicola como cilindricos,
a veces con un ligero estrechamiento hacia la base, con longitudes de 14.37- 24.4 um y anchos
de 2.81- 5.62 um. Asimismo, Xavier (2018) reportd que los conidios de C. gloeosporioides
fueron hialinos, cilindricos, aseptados, con extremos redondeados y dimensiones de 12-15 x

3-5 um.

Estos aislamientos también presentaron estructuras sexuales, conformadas por
peritecios oscuros, ascas Yy ascosporas hialinas. Las ascas mostraron un tamafio promedio de
44.58-56.59 x 6.1-7.5 um, mientras que las ascosporas midieron entre 12.85-13.50 x 3.2-3.5
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pm, siendo fusiformes y ligeramente curvadas (Figuras 3.42, 3.45, 3.48, 3.51, 3.54 y 3.57). De
manera similar, Villanueva et al. (2008) reportaron que C. gloeosporioides produjo peritecios
de color café oscuro, esféricos e inmersos en PDA, los cuales generaron ascosporas hialinas,
unicelulares, curvadas y fusiformes, caracteristicas que corresponden a su estado sexual,
Glomerella cingulata. Por otra parte, Janick y Paull (2008) asociaron a Glomerella cingulata
con la muerte regresiva de tallos y la pudricion de los frutos de anona.

Figura 3.40
Caracteristicas macroscépicas y microscopicas del aislamiento M14

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M14, en su vista frontal y reverso. Observacién microscépica de

las estructuras de M14 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.
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Figura 3.41
Conidias del aislamiento M14

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M14 con objetivo 40x.

Figura 3.42
Estructuras sexuales del aislamiento M14

Nota. (*) Observacion microscopica de M14 con objetivo 40x. A. Peritecio oscuro liberando ascas. B-C. Dimensiones de las ascas. D.

Dimensiones de las ascosporas.
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Figura 3.43
Caracteristicas macroscdpicas y microscépicas del aislamiento M15

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M15, en su vista frontal y reverso. Observacion microscopica de

las estructuras de M15 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.
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Figura 3.44
Conidias del aislamiento M15

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M15 con objetivo 40x.

Figura 3.45
Estructuras sexuales del aislamiento M15

Nota. (*) Observacion microscopica de M15 con objetivo 40x. A. Peritecio oscuro liberando ascas. B-C. Dimensiones de las ascas. D.

Dimensiones de las ascosporas.
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Figura 3.46
Caracteristicas macroscdpicas y microscépicas del aislamiento M16

B S

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M16, en su vista frontal y reverso. Observacion microscopica de

las estructuras de M16 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

69



Figura 3.47
Conidias del aislamiento M16

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M16 con objetivo 40x.

Figura 3.48

Estructuras sexuales del aislamiento M16

Nota. (*) Observacion microscopica de M16 con objetivo 40x. A. Peritecio oscuro. B-C. Dimensiones de las ascas. D. Dimensiones de las

ascosporas.
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Figura 3.49
Caracteristicas macroscdpicas y microscépicas del aislamiento M20

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M20, en su vista frontal y reverso. Observacion microscopica de

las estructuras de M20 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.
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Figura 3.50
Conidias del aislamiento M20

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M20 con objetivo 40x.

Figura 3.51
Estructuras sexuales del aislamiento M20

Nota. (*) Observacion microscopica de M20 con objetivo 40x. A. Peritecio oscuro liberando ascas. B-C. Dimensiones de las ascas. D.

Dimensiones de las ascosporas.
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Figura 3.52
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M21

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M21, en su vista frontal y reverso. Observacion microscopica de

las estructuras de M21 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.

73



Figura 3.53
Conidias del aislamiento M21

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M21 con objetivo 40x.

Figura 3.54
Estructuras sexuales del aislamiento M21

Nota. (*) Observacion microscopica de M21 con objetivo 40x. A. Peritecio oscuro liberando ascas. B-C. Dimensiones de las ascas. D.

Dimensiones de las ascosporas.
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Figura 3.55
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M22

Nota. (*) A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M22, en su vista frontal y reverso. Observacion microscépica de

las estructuras de M22 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de los conidios.
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Figura 3.56
Conidias del aislamiento M22

Nota. (*) Observacion microscopica de las conidias de M22 con objetivo 40x.

Figura 3.57
Estructuras sexuales del aislamiento M22

Nota. (*) Observacion microscopica de M22 con objetivo 40x. A. Peritecio oscuro liberando ascas. B-C. Dimensiones de las ascas. D.

Dimensiones de las ascosporas.
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Tabla3.1

Caracteristicas cuantitativos y cualitativos de los aislados

Aislamiento Tamafo de Tasa de Color de la Tipo de Forma de
conidios (um)  crecimiento colonia micelio conidios
(cm/dia)

M1 11.76 x 3.2 0.55 Blanco MA Cilindricos-0
M2 11.64 x 3.3 0.55 Blanco MA Cilindricos-0
M3 11.76 x 3.1 0.55 Blanco MA Cilindricos-0
M4 12.30 x 3.3 0.62 Blanco MA Cilindricos-0
M5 11.86 x 3.4 0.63 Blanco MA Cilindricos-0
M6 11.81x 3.2 0.61 Blanco MA Cilindricos-0
M7 12.12x 3.2 0.63 Blanco MA Cilindricos-0
M8 12.31x 3.1 0.62 Blanco MA Cilindricos-0
M9 12.57 x 3.4 0.63 Blanco MA Cilindricos-0
M10 12.20x 3.5 0.62 Blanco MA Cilindricos-0
M11 9.24x 2.5 0.35 Blanco- Gris MA Fusiformes
M12 9.67x2.5 0.34 Blanco- Gris MA Fusiformes
M13 9.37x2.6 0.33 Blanco- Gris MA Fusiformes
M14 14.38 x 2.9 0.59 Verde grisaceo AA Cilindricos-0
M15 14.60 x 3.3 0.60 Verde grisaceo AA Cilindricos-0
M16 14.58 x 3.2 0.59 Verde grisaceo AA Cilindricos-0
M17 10.16 x 2.7 0.33 Blanco- Gris MA Fusiformes
M18 9.70x 2.5 0.35 Blanco- Gris MA Fusiformes
M19 9.59x25 0.35 Blanco- Gris MA Fusiformes
M20 14.64 x 3.2 0.62 Verde grisaceo AA Cilindricos-0
M21 15.03 x 3.3 0.63 Verde grisaceo AA Cilindricos-0
M22 14.66 x 3.3 0.61 Verde grisaceo AA Cilindricos-0
M23 12.90x 3.0 0.55 Blanco MA Cilindricos-0
M24 13.42x 3.2 0.55 Blanco MA Cilindricos-0
M25 12.02x 3.1 0.55 Blanco MA Cilindricos-0

Nota. (*) M.A. Moderadamente algodonoso. AA. Abundantemente algodonoso. 0. Conidios con los dos extremos redondeados (Alvarez &

Tenesaca, 2022).

Tabla 3.2

Caracterizacion del estado teleomorfo de los aislamientos del grupo IV

Aislamiento Tamafio de ascas (um) Tamafo de ascosporas

(um)
M14 4458 x 6.1 13.20x 3.5
M15 56.59 x 6.9 13.50 x 3.3
M16 51.86x7.0 13.23x3.2
M20 49.62x 7.2 12.85x 3.2
M21 50.53x7.5 13.27x 3.3
M22 50.48 X 7.5 12.94 x 3.3
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3.3 Identificacion molecular del género y especie
Revelado de gel de electroforesis

El ADN extraido de los aislamientos de Colletotrichum (M1, M14 y M18) fue
amplificado mediante PCR utilizando cebadores especificos para la region ITS (ITS1- ITS4).
Los productos amplificados fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al
1,5 % utilizando buffer TAE.

Figura 3.58
Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % de productos amplificados por PCR del gen ITS en
aislamientos de Colletotrichum (M1, M14 y M18)

Ladder C- M14

Nota. (*) En la figura se observa el marcador de peso molecular (Ladder) con fragmentos de referencia en pares de bases (bp). Las bandas
principales en las muestras M1, M14 y M18 se encuentran alrededor de los 700 pb, correspondiente al tamafio esperado del fragmento

amplificado. El control negativo (C-) no presenta bandas visibles, lo que indica ausencia de contaminacion.

Como se muestra en la Figura 3.58, las muestras M1, M14 y M18 presentan bandas
claras y definidas alrededor de 700 pares de bases, correspondientes al tamafio esperado del
fragmento ITS. El control negativo (C-) no mostré amplificacion, lo que confirma la
especificidad de la reaccion y la ausencia de contaminacion.

Anélisis por BLAST de las secuencias

Las secuencias de consenso obtenidas de los aislamientos M1, M14 y M18 se presentan
en las Figuras 3.59, 3.60 y 3.61, respectivamente. Cada secuencia fue comparada con la base
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de datos NCBI mediante BLASTn para evaluar la similitud con secuencias reportadas y

determinar la identidad molecular de los aislamientos.

Figura 3.59
Secuencia de consenso del aislamiento M1

=M1
AGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTG
TTGTTTCGGCGGGTAGGGTCTCCGTGACCCTCCCCGGCCTCCCGCCCCCGG
GCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCT
TTTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCT
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATCTGAATTGCAGAATT
CATTGAATCATTTAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGG
GCATGCCTGTTCGAGAGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGC
CCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTC
CTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCASTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGT
AAAACCCCCCTTTTTT

Figura 3.60
Secuencia de consenso del aislamiento M14

>M14
TGTTGCTTCTTGCGGGTAGGGTCTCCGCGACCCTCCCGGCCTCCCGCCTCCG
GGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTC
TTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTC
TGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGE
GCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGG
CCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCT
CCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAAGGACTCTTGCCG
TAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGC
TGAACTTAAGCATATCATTAAGGCGGGAAGGAAAA

Figura 3.61
Secuencia de consenso del aislamiento M18

=M18
TCTCCGTGACCCTCCCGGCCTCCCGCCCCCGGGLGGGTCGGCGCCCGLCaE
GAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAAT
AATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCT
CAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTC
TCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAA
GGTTGACCTCGGATCACGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGC
CGGAGGA
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Resultados del analisis por BLAST

La comparacion de las secuencias obtenidas de las muestras M1, M14 y M18 con la
base de datos del NCBI, analizada mediante el programa BLAST, evidencié alta similitud con
diversas especies del géenero Colletotrichum (Tablas 3.3, 3.4 y 3.5). En todos los casos, los
valores de E-value fueron iguales a 0.0, lo que indica alineamientos altamente significativos y

de elevada confiabilidad.

La muestra M1 presentd un 98 % de identidad con varias especies del género
Colletotrichum, incluyendo C. alienum, C. aenigma, C. perseae y C. salsolae. Los valores de
puntuacion total (Total Score) oscilaron entre 848 y 854, siendo la coincidencia con el mayor

Total Score (854) al 98.35 % de identidad correspondiente a Colletotrichum alienum.

La muestra M14 present6 un 99 % de identidad con especies como C. aeschynomenes,
C. chrysophilum, C. fructicola y C. gloeosporioides. Los valores de Total Score oscilaron entre
767 y 891, siendo la coincidencia con el mayor Total Score (891) al 99.39 % de identidad

correspondiente a Colletotrichum aeschynomenes.

La muestra M18 presenté un 100 % de identidad con especies como C. alienum, C.
persea, C. pandanicola y C. makassarense. Los valores de Total Score oscilaron entre 760 y
876, siendo la coincidencia con el mayor Total Score (876) al 100 % de identidad

correspondiente a Colletotrichum alienum.

Estos resultados confirman la pertenencia de las muestras M1, M14 y M18 al género
Colletotrichum y evidencian una alta similitud genética con varias especies estrechamente
relacionadas. No obstante, la identificacion especifica a nivel de especie podria requerir analisis
moleculares adicionales con marcadores mas discriminantes o estudios filogenéticos

complementarios.
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Tabla3.3

Tabla de alineaciones significantes de la muestra M1

Nombre Total Score E value %identidad Namero de
cientifico accesion
Collefotrichum 854 0.0 98.35 % NR_120141.1
alienum
Collefotrichum 852 0.0 98.35 % NR_120140.1
aenigma
Collefotrichum 8458 0.0 98.15 % NR_160822.1
perseae
Collefotrichum 848 0.0 98.15 % NR_120139.1
salsolae
Tabla34
Tabla de alineaciones significantes de la muestra M14
Nombre Total Score E value %identidad Namero de
cientifico accesion
Collefotrichum 891 0.0 99.39 % NR_120133.1
aeschynomenes
Collefotrichum 874 0.0 99.38 % NR_160821.1
chrysophilum
Colletotrichum 767 0.0 99.29 % NR_144783.1
fructicola
Collefotrichum 885 0.0 99.19 % NR_160754.1
glogosporicides
Tabla35
Tabla de alineaciones significantes de la muestra M18
Nombre Total Score E value %identidad Namero de
cientifico accesion
Colletotrichum a76 0.0 100.00 % NR_120141.1
alienum
Colletotrichum 869 0.0 100.00 % NR_160822.1
perseae
Colletotrichum 846 0.0 100.00 % NR_160838.1
pandanicola
Colletotrichurm 760 0.0 100.00 % NR_171184.1
makassarense

81




Villanueva et al. (2008) Sefialaron que, utilizando los iniciadores universales ITS1 e
ITS4, lograron identificar molecularmente a C. gloeosporioides con un porcentaje de similitud
del 100 %, y a C. orbiculare y C. Fragariae con 99.8 %. De manera similar, Xavier (2018)
indico que, mediante los mismos marcadores (ITS1 e ITS4), identificO molecularmente a C.
gloeosporioides. Por su parte, Fan et al. (2025) emplearon varios marcadores moleculares, entre
ellos la region ITS (amplificada con ITS1 e 1TS4) para la identificacion de C. fructicola,

Estos antecedentes coinciden con los resultados obtenidos en el presente estudio, donde
el uso del marcador ITS permiti6 confirmar la pertenencia de los aislados al género
Colletotrichum con altos valores de identidad en el analisis BLAST.

Estos resultados constituyen el primer registro de especies del género Colletotrichum
asociadas a la antracnosis en frutos de anona en el distrito de Kimbiri, aportando informacion

relevante para el manejo fitosanitario de este cultivo.

3.4 Prueba de patogenicidad

Los cuatro grupos de aislamientos de Colletotrichum resultaron patogénicos, al
reproducir los sintomas caracteristicos de la enfermedad en frutos verdes y maduros cinco dias
después de la inoculacién. En los puntos de infeccién se observaron lesiones necréticas
asociadas con pudricion y hundimiento del tejido, acompafiadas de micelio blanco y masas
conidiales de color salmén y naranja. Las lesiones progresaron hasta alcanzar la pulpa tanto en
frutos verdes como en maduros y mostraron un patrén de avance en forma circular. Mientras
que los frutos testigo, tanto verdes como maduros, permanecieron asintomaticos. Se registrd
una incidencia del 100 %, lo que evidencié la presencia del patdgeno en todas las muestras

analizadas.

De manera similar, Villanueva et al. (2008) reportaron que especies de Colletotrichum
ocasionaron lesiones necroticas circulares o irregulares, caracterizadas por tejido deprimido y
acumulacién de conidios con tonalidades salmén a anaranjadas en frutos de chirimoya,
observadas diez dias después de la inoculacion. En algunos frutos, las lesiones se extendieron

hasta la pulpa.
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Por su parte, Alvarez y Tenesaca (2022) observaron que los frutos de chirimoya
desarrollaron lesiones necréticas de color marron oscuro desde el quinto dia posterior a la

inoculacion.

De igual forma, Fan etal. (2025) observaron que los sintomas de antracnosis se
desarrollaron en frutos de Annona squamosa cinco dias despueés de la inoculacion, mientras que
Salinas etal. (2020) reportaron la aparicion de sintomas similares en frutos de Annona

scleroderma siete dias después de la inoculacion.

Figura 3.62

Presencia de esporulacion de tono salmén y naranja en los puntos de infeccion de frutos de anona
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Figura 3.63
Lesiones necroticas circulares en los puntos de infeccion de frutos verdes de anona

Nota. (*) Lesiones provocadas por los diferentes grupos de aislamientos, 12 dias después de la inoculacién. A. Grupo I. B. Grupo Il. C.
Grupo IIl. D. Grupo V.
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Figura 3.64

Lesiones necroticas circulares en los puntos de infeccion de frutos maduros de anona

Nota. (*) Lesiones provocadas por los diferentes grupos de aislamientos, 7 dias después de la inoculacién. A. Grupo I. B. Grupo II. C. Grupo
111. D. Grupo IV.
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Figura 3.65
Frutos testigo verdes y maduros asintométicos

Nota. (*) Frutos verdes testigo asintomaticos: (A) Grupo |, (B) Grupo Il, (C) Grupo Ill, (D) Grupo IV. Frutos maduros testigo asintomaticos:
(E) Grupo 1, (F) Grupo Il, (G) Grupo 111, (H) Grupo IV.

Tabla 3.6
Incidencia de antracnosis en frutos verdes y maduros de anona inoculados con diferentes aislamientos de

Colletotrichum

Tipode Aislamientos Frutos Puntos de Puntos con  Incidencia
fruto inoculados inoculacion sintomas (%)
totales

Verde Grupo | 2 10 10 100
Verde Grupo Il 2 10 10 100
Verde Grupo 11 2 10 10 100
Verde Grupo IV 2 10 10 100
Maduro Grupo | 2 10 10 100
Maduro Grupo 1l 2 10 10 100
Maduro Grupo 111 2 10 10 100
Maduro Grupo IV 2 10 10 100
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron 25 aislamientos del agente causal de la antracnosis en frutos de anona

(Rollinia mucosa (Jacq.) Baill.).

Los aislamientos obtenidos presentaron caracteristicas morfologicas compatibles con el
género Colletotrichum, identificado en este estudio como el agente causal de la
antracnosis en frutos de anona procedentes del distrito de Kimbiri, Cusco.

La identificacion molecular, empleando el marcador ITS, permitié confirmar la
pertenencia de los aislamientos M1 a Colletotrichum alienum (98.35 % de identidad),
M14 a Colletotrichum aeschynomenes (99.39 %) y M18 a Colletotrichum alienum (100

%), evidenciando altos niveles de similitud con las secuencias de referencia.

Los aislamientos de Colletotrichum demostraron ser patogénicos al reproducir los
sintomas caracteristicos de antracnosis en frutos verdes y maduros de anona, cinco dias

después de la inoculacion.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios complementarios de caracterizacién molecular con otros marcadores
genéticos (por ejemplo, GAPDH, ACT, B-tubulina o CAL) para confirmar la identidad
a nivel de especie y analizar la diversidad genética de los aislamientos de

Colletotrichum.

2. Se debe dar mayor importancia al cultivo de anona, considerando las multiples bondades
de esta fruta. Por ello, se recomienda realizar mas trabajos de investigacion enfocados

en el manejo y control de sus enfermedades.

3. La prueba de patogenicidad debe efectuarse en frutos en estado de madurez parcial, es
decir, no completamente maduros, ya que los frutos maduros son altamente perecibles,

lo que dificulta la realizacion del procedimiento experimental.
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ANEXOS

Anexo 1. Coleccion de muestras con sintomas de antracnosis en campo.

Nota. (*) A-B. Plantaciones de anona en la zona del Vraem-Kimbiri. C-D. Frutos de anona con sintomas de antracnosis observados en
campo. E-F-G-H. Recoleccion de frutos sintomaticos de distintos predios. I. Embolsado de muestras en bolsas de papel para su transporte y

andlisis en el laboratorio.
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Anexo 2. Aislamiento e identificacion del patdgeno.

Nota. (*) A. Muestras con su respectiva etiqueta de informacion, listas para el anélisis en el laboratorio. B. Frutos de anona con sintomas de
antracnosis. C. Desinfeccién con hipoclorito de sodio. D. Enjuagado con agua estéril (tres veces). E. Frutos incubados en cdmara himeda. F.
Identificacion del hongo Colletotrichum. G. Siembra del hongo en medio PDA, utilizando la cAmara de flujo laminar. H. Los 25 aislamientos

obtenidos de Colletotrichum en el laboratorio. I. Preservacion de los aislamientos en frio, en tubos con medio PDA.
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Anexo 3. Prueba de patogenicidad en frutos verdes.

o

(S |

0/

Nota. (*) A. Frutos de anona verdes y sanos. B. Lavado de los frutos con agua corriente. C. Desinfeccion con hipoclorito de sodio. D.

Enjuagado con agua estéril (tres veces}. E-F. Inoculacion por método de herida. G. Frutos inoculados, incubados en camara himeda.
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Anexo 4. Prueba de patogenicidad en frutos maduros.
- ' : | N R

2

A

!

iy

JA»

Nota. (*) A. Frutos de anona maduros y sanos. B. Lavado de los frutos con agua corriente. C. Desinfeccion con hipoclorito de sodio. D.

Enjuagado con agua estéril (tres veces}. E-F. Inoculacion por método de herida. G-H. Frutos inoculados, incubados en cdmara humeda.
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Anexo 5. Identificacion molecular realizada en el Laboratorio Umbrella.

ZONADE popy

Nota. (*) A. En las instalaciones del Laboratorio Umbrella. B. Placas con cultivos jovenes de los aislamientos M1, M14 y M18. C. Para la
extraccion del ADN se utiliz6 el protocolo del kit NucleoSpin® Microbial DNA. D-E. Zona de extraccion del ADN. F-G. Extraccion de
ADN de los aislamientos siguiendo el protocolo establecido. H. Zona de pre- PCR. |. Zona de PCR.
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Anexo 6. Dimensiones de los conidios de los aislamientos M1, M2, M3, M4 y M5.

Mo1 M02 MO03 Mo04 M 05
N° | Largo |Ancho N° | Largo|Ancho | [ N° | Largo [Ancho N° |Largo|Ancho N° | Largo |Ancho
1 11.7 3.0 1 12.1 2.6 1 11.8 2.9 1 13.2 3.4 1 11.1 2.9
2 12.2 2.8 2 11.2 3.0 2 10.4 2.9 2 13.7 2.5 2 12.7 3.4
3 12.3 2.9 3 10.7 3.5 3 10.6 3.0 3 12.9 3.0 3 11.5 4.0
4 11.4 3.1 4 11.2 3.7 4 11.0 4.0 4 12.1 3.8 4 11.7 3.0
5 11.9 3.3 5 12.5 3.4 5 11.8 2.5 5 11.1 3.7 5 11.8 3.5
6 11.2 3.4 6 12.3 3.4 6 11.2 3.4 6 13.5 3.1 6 11.9 2.6
7 10.3 4.1 7 11.6 | 3.4 7 12.7 3.4 7 11.4 2.8 7 11.4 3.9
8 10.7 3.4 8 12.4 3.5 8 11.5 2.7 8 14.1 3.3 8 11.7 3.2
9 11.4 3.3 9 12.3 3.9 9 12.4 2.7 9 11.3 3.9 9 11.8 3.3
10 11.3 3.6 10 13.5 3.1 10 | 12.8 3.3 10 | 10.6 3.6 10 11.5 3.1
11 11.1 3.0 11 11.9 3.4 11 | 11.5 2.5 11 | 12.8 2.9 11 10.7 3.2
12 11.8 3.2 12 11.5 3.6 12 | 10.8 3.6 12 | 13.0 4.0 12 12.1 2.7
13 11.5 3.1 13 114 | 2.8 13| 13.4 3.0 13 | 10.6 3.6 13 11.8 3.7
14 11.2 3.0 14 11.4 3.9 14 | 11.2 2.8 14 | 11.0 2.4 14 11.5 3.0
15 11.4 4.1 15 11.6 | 3.6 15| 11.8 3 15 | 12.6 3.4 15 11.1 3.0
16 12.7 3.5 16 11.3 2.7 16 | 11.7 3.5 16 | 13.6 3.1 16 11.4 3.1
17 11.4 3.1 17 115 | 4.3 17 | 12.1 2.4 17 | 14.3 3.8 17 12.2 3.4
18 11.6 2.9 18 10.6 2.9 18| 11.6 3.0 18 | 10.8 2.8 18 11.6 3.4
19 11.3 3.4 19 11.6 2.9 19 | 11.8 3.3 19 | 12.8 3.6 19 11.4 3.7
20 12.6 2.8 20 11.8 | 2.4 20 [ 10.6 2.8 20 | 12.8 3.0 20 10.9 3.2
21 12.2 3.3 21 11.1 2.9 21| 11.5 2.8 21 | 15.6 2.8 21 11.5 3.7
22 11.4 2.8 22 10.8 | 3.8 22 [ 11.8 3.6 22 | 12.9 3.2 22 12.3 4.4
23 12.1 3.2 23 140 | 3.3 23 | 11.0 3.2 23 | 11.4 3.7 23 11.3 3.5
24 11.5 3.4 24 11.1 3.2 24| 11.5 3.1 24 | 11.9 3.1 24 12.0 2.8
25 12.0 2.7 25 10.8 | 3.3 25| 11.0 3.1 25 | 12.0 3.8 25 13.0 3.2
26 12.0 2.7 26 11.4 3.1 26| 11.6 3.3 26 | 11.8 3.4 26 11.1 3.7
27 11.2 3.0 27 13.1 3.5 27 | 11.7 3.5 27 | 11.5 3.0 27 12.0 2.4
28 11.8 4.0 28 11.8 | 3.8 28 | 13.0 3.0 28 | 11.8 3.4 28 11.6 3.3
29 12.4 3.4 29 11.6 3.8 29| 15.9 3.2 29 [ 12.5 3.3 29 12.0 3.1
30 11.4 3.2 30 11.3 3.4 30| 11.3 3.3 30 | 13.7 3.5 30 11.2 2.9
31 11.6 3.5 31 11.9 3.5 31| 10.7 2.9 31 | 13.1 3.3 31 11.4 3.4
32 11.1 3.1 32 11.3 3.2 32| 11.3 3.5 32 | 11.4 3.5 32 13.2 4.0
33 10.9 2.9 33 10.8 | 3.7 33| 11.4 3.5 33 | 154 3.9 33 12.0 4.3
34 13.0 3.4 34 12.1 3.6 341 11.1 3.7 34 | 11.7 3.6 34 12.0 3.8
35 11.1 3.0 35 11.9 4.1 35| 11.9 2.8 35 | 11.5 3.6 35 11.0 2.9
36 11.5 2.7 36 109 | 3.7 36 | 11.4 3.7 36 | 11.4 3.4 36 12.8 3.8
37 12.5 3.2 37 12.2 3.5 37| 12.0 3.1 37 | 11.4 2.8 37 11.3 2.9
38 11.6 3.4 38 12.1 2.4 38 | 11.0 3.3 38 | 11.4 3.2 38 11.7 3.4
39 12.0 3.0 39 11.2 3.3 39| 11.3 4.0 39 | 124 2.9 39 11.7 3.1
40 11.6 3.1 40 11.0| 2.9 40| 10.6 2.7 40 | 13.6 2.8 40 12.2 3.8
41 12.7 3.1 41 11.3 3.5 41| 13.1 2.7 41 | 12.8 3.0 41 10.9 3.9
42 13.3 2.5 42 10.8 3.7 42 | 12.8 2.6 42 | 11.7 3.4 42 11.8 2.9
43 12.3 3.1 43 124 3.7 43| 12.5 3.0 43 | 11.8 3.3 43 11.9 3.1
44 12.8 3.1 44 12.0 3.3 44 | 10.3 2.9 44 | 11.6 3.3 44 12.5 3.7
45 13.5 3.3 45 12.2 3.0 45| 11.6 2.8 45 | 11.9 3.2 45 12.5 3.8
46 11.3 3.4 46 13.2 3.0 46 | 11.6 3.1 46 | 12.1 3.3 46 12.4 3.7
47 11.4 3.1 47 11.1 2.7 47 | 13.8 3.3 47 | 12.2 3.1 47 14.1 3.7
48 11.2 2.8 48 109 | 2.2 48 | 12.2 3.1 48 | 12.3 3.0 48 13.0 4.0
49 12.5 3.1 49 10.4 2.5 49 | 10.9 4.0 49 | 11.3 2.8 49 12.4 3.8
50 11.1 2.9 50 11.0| 3.0 50| 13.3 3.1 50 | 10.8 3.1 50 12.2 3.6
X 11.76 3.2 X 11.64| 3.3 x [11.76 | 3.1 x |12.30|] 3.3 X 11.86 3.4
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Anexo 7. Dimensiones de los conidios de los aislamientos M6, M7, M8, M9 y M10.

M 06 M 07 M 08 M09 M 10
N° | Largo |Ancho N° |Largo| Ancho N° [ Largo |Ancho| [ N° | Largo | Ancho N° | Largo |Ancho
1 12.1 3.2 1 12.0 3.4 1 11.0 3.5 1 13.3 3.2 1 11.5 39
2 14.3 3.1 2 12.6 3.3 2 11.2 3.2 2 14.4 3.2 2 13.2 37
3 12.2 3.3 3 12.0 3.4 3 12.6 3.1 3 13.7 33 3 12.5 31
4 14.2 3.1 4 12.3 2.8 4 13.2 3.0 4 12.0 3.6 4 12.3 2.9
5 11.5 3.3 5 13.0 2.9 5 11.5 3.3 5 11.9 34 5 11.9 4.0
6 11.9 3.1 6 12.0 3.1 6 11.3 2.7 6 12.0 37 6 13.0 33
7 11.3 2.5 7 11.9 3.0 7 13.2 2.8 7 13.7 34 7 12.3 34
8 11.5 3.5 8 13.3 3.3 8 13.8 3.2 8 11.7 3.6 8 11.2 3.6
9 12.0 3.5 9 11.4 3.3 9 12.6 3.0 9 11.9 3.0 9 11.2 3.6
10 10.8 3.3 10 | 11.7 3.4 10 11.3 3.0 10 12.7 3.9 10 | 134 3.8
11 11.9 2.8 11 | 133 3.9 11 12.5 2.7 11 13.0 33 11 11.3 3.5
12 12.0 3.4 12 | 11.2 3.2 12 12.7 2.8 12 12.3 3.6 12 13.3 31
13 11.8 2.7 13 | 121 2.7 13 12.6 3.2 13 11.5 3.2 13 114 3.6
14 11.3 3.2 14 | 13.1 3.1 14 13.4 3.2 14 12.2 3.6 14 | 119 4.0
15 11.4 3.1 15 | 12.2 3.6 15 11.4 3.1 15 12.1 34 15 12.0 33
16 12.7 3.0 16 | 11.5 3.8 16 12.6 3.0 16 10.8 33 16 | 11.8 34
17 11.3 3.4 17 | 11.7 3.8 17 11.6 2.7 17 13.0 34 17 123 34
18 10.6 3.6 18 | 10.8 3.8 18 11.0 3.6 18 12.7 3.0 18 | 129 4.2
19 12.4 3.8 19 | 116 3.1 19 13.5 2.9 19 11.7 31 19 10.9 37
20 12.0 3.8 20 (114 2.9 20 11.1 2.9 20 14.1 3.1 20 | 118 3.4
21 12.7 3.7 21 | 10.8 3.1 21 12.3 2.7 21 11.9 4.0 21 13.0 4.0
22 12.5 3.8 22 [ 125 3.6 22 11.4 3.2 22 12.3 2.8 22 111 35
23 11.6 2.7 23 [ 121 3.2 23 11.6 3.3 23 12.1 3.6 23 10.8 3.9
24 11.6 3.3 24 (124 3.4 24 12.2 3.1 24 12.8 33 24 | 11.2 3.8
25 10.8 3.6 25 [ 12.3 3.3 25 12.1 3.0 25 12.7 3.0 25 14.1 33
26 10.8 3.0 26 | 116 3.2 26 13.5 34 26 12.3 3.1 26 | 15.7 3.8
27 12.8 3.4 27 | 11.7 3.3 27 13.3 3.0 27 14.4 3.8 27 113 34
28 14.2 2.8 28 [ 121 3.1 28 134 3.3 28 12.5 3.0 28 | 122 2.6
29 11.8 3.2 29 | 11.2 2.8 29 12.4 3.2 29 13.6 34 29 13.1 34
30 11.1 3.5 30 | 12.1 2.9 30 11.1 3.3 30 11.9 3.1 30 | 10.9 3.6
31 11.6 3.3 31 | 125 3.0 31 11.7 3.3 31 12.7 3.2 31 135 39
32 12.1 3.1 32 | 14.7 3.0 32 13.6 3.4 32 11.2 3.7 32 11.8 4.0
33 11.0 3.7 33 [ 115 4.5 33 12.2 2.8 33 12.3 33 33 134 37
34 10.6 3.5 34 | 11.6 3.0 34 12.0 2.5 34 11.3 4.0 34 | 132 3.0
35 11.5 3.9 35 [ 13.2 3.0 35 12.2 2.9 35 12.8 33 35 113 35
36 11.0 2.8 36 (123 3.0 36 12.1 3.1 36 13.3 33 36 | 11.2 34
37 12.0 2.7 37 | 11.7 3.7 37 13.0 3.6 37 13.2 3.2 37 12.9 31
38 11.9 3.0 38 [ 12.2 2.8 38 12.6 3.4 38 13.3 3.8 38 | 119 3.9
39 11.2 3.1 39 |[13.5 2.5 39 13.8 3.4 39 11.5 4.2 39 11.7 3.8
40 11.2 3.2 40 | 11.8 3.6 40 14.0 3.2 40 12.2 33 40 | 12.7 3.7
41 12.0 3.0 41 | 113 3.7 41 12.7 3.3 41 11.7 3.2 41 13.2 4.0
42 11.6 3.1 42 1134 3.0 42 11.2 3.4 42 12.4 3.6 42 11.2 34
43 11.9 3.0 43 | 12.1 3.2 43 11.4 3.3 43 13.9 3.2 43 12.6 3.0
44 10.9 3.5 44 1121 3.4 44 11.2 3.2 44 13.5 31 44 | 117 3.0
45 11.2 3.3 45 | 11.9 2.9 45 13.4 2.9 45 13.1 3.6 45 12.6 37
46 11.9 3.3 46 | 11.5 3.4 46 13.1 3.2 46 139 31 46 | 11.3 3.8
47 | 11.6 2.9 47 | 11.5 3.4 47 | 11.2 3.3 47 11.7 33 47 | 119 3.2
48 12.3 3.6 48 | 11.4 3.6 48 12.9 3.5 48 13.5 34 48 [ 111 35
49 | 12.4 3.1 49 | 12.7 2.8 49 | 116 3.3 49 11.7 3.0 49 | 121 3.5
50 11.6 3.2 50 | 13.0 2.7 50 12.3 3.1 50 12.1 31 50 | 134 3.6
X 11.81 3.2 x [12.12] 3.2 X | 1231 | 3.1 X 12.57 3.4 X | 1220 | 35
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Anexo 8. Dimensiones de los conidios de los aislamientos M11, M12, M13, M14 y M15.

M11 M 12 M13 M 14 M 15
N° Largo | Ancho N° Largo | Ancho N° Largo | Ancho N° Largo | Ancho N° | Largo | Ancho
1 10.3 2.7 1 10.2 2.3 1 8.4 2.4 1 14.5 3.3 1 13.6 3.5
2 9.8 2.6 2 9.3 2.6 2 8.9 2.4 2 15.6 2.9 2 14.8 3.3
3 8.8 2.4 3 9.3 2.3 3 9.4 2.8 3 15.0 3.2 3 14.2 3.1
4 10.1 2.9 4 8.7 3.0 4 8.4 2.3 4 13.7 2.3 4 13.7 3.4
5 9.0 2.1 5 10.5 2.4 5 8.8 2.7 5 13.7 3.2 5 13.6 2.9
6 9.1 2.5 6 9.3 2.0 6 10.0 2.7 6 14.5 2.9 6 14.9 3.1
7 8.9 2.4 7 9.3 2.4 7 9.2 2.6 7 14.6 2.7 7 15.2 3.1
8 9.4 2.3 8 10.4 2.8 8 9.9 2.5 8 14.9 3.1 8 14.7 3.0
9 9.4 2.4 9 8.2 2.6 9 8.3 2.4 9 14.3 2.9 9 16.1 3.4
10 9.5 2.7 10 9.9 2.5 10 9.7 2.6 10 14.6 3.0 10 | 15.4 3.0
11 9.1 2.7 11 10.7 2.5 11 10.8 2.3 11 14.3 3.0 11 14.6 3.5
12 9.3 2.5 12 10.1 2.6 12 10.1 2.8 12 15.0 2.9 12 | 145 3.4
13 8.8 2.3 13 9.4 2.6 13 8.6 2.8 13 15.3 3.0 13 | 14.2 3.6
14 9.8 2.7 14 10.4 2.4 14 8.5 2.4 14 15.4 3.0 14 15.3 3.0
15 9.5 2.5 15 10.2 2.2 15 8.4 2.4 15 15.6 2.9 15 | 14.4 3.2
16 8.6 2.5 16 8.8 2.3 16 8.6 2.4 16 14.2 2.6 16 13.9 3.9
17 8.3 2.5 17 9.8 2.3 17 9.5 2.4 17 13.6 3.2 17 15.5 3.2
18 9.1 2.7 18 9.4 2.8 18 9.8 2.5 18 14.7 3.0 18 | 15.5 3.8
19 9.6 2.5 19 9.5 2.4 19 9.9 2.4 19 14.2 3.0 19 13.1 3.3
20 9.4 2.6 20 10.7 2.9 20 10.4 2.7 20 15.8 2.7 20 | 15.4 3.3
21 7.8 2.7 21 10.5 2.9 21 8.0 2.4 21 15.3 3.0 21 14.3 3.6
22 8.0 2.0 22 10.8 2.7 22 10.2 2.7 22 14.5 3.2 22 | 143 3.6
23 8.5 2.3 23 8.8 2.3 23 9.6 3.0 23 13.6 2.8 23 | 15.6 3.1
24 9.6 2.7 24 11.8 2.6 24 10.3 2.6 24 13.3 3.2 24 14.4 3.5
25 9.4 2.3 25 8.1 2.2 25 9.8 2.8 25 15.2 2.8 25 | 15.8 3.2
26 8.8 2.9 26 9.8 2.6 26 8.6 2.4 26 14.7 2.7 26 13.7 3.3
27 9.3 2.6 27 9.9 2.3 27 8.7 2.6 27 12.6 2.6 27 | 14.0 3.3
28 9.3 2.8 28 8.3 3.2 28 9.3 2.6 28 13.3 2.7 28 | 13.8 3.8
29 8.0 2.1 29 8.9 2.6 29 10.1 2.7 29 13.2 2.5 29 13.7 3.8
30 9.0 2.2 30 10.1 2.3 30 9.1 2.7 30 15.4 2.9 30 | 15.3 3.3
31 9.0 2.7 31 9.2 2.8 31 11.0 2.6 31 13.1 3.2 31 16.2 3.8
32 9.8 2.7 32 9.2 2.3 32 9.6 2.7 32 14.5 3.3 32 | 14.8 3.5
33 9.2 2.4 33 9.5 2.2 33 9.8 2.4 33 14.2 3.3 33 | 146 3.7
34 8.6 2.0 34 11.0 2.2 34 10.0 2.6 34 13.9 2.8 34 | 14.4 3.0
35 8.0 2.7 35 9.9 2.6 35 9.3 2.6 35 13.0 3.0 35 | 14.6 3.1
36 9.2 2.7 36 10.5 2.8 36 9.5 2.8 36 14.0 3.0 36 13.8 3.1
37 8.4 2.9 37 8.9 2.8 37 9.7 2.4 37 14.5 3.1 37 | 15.4 3.2
38 9.6 2.5 38 8.7 2.6 38 9.1 2.5 38 14.3 2.5 38 | 13.1 3.0
39 10.2 2.3 39 11.1 2.6 39 10.1 2.5 39 14.8 3.1 39 | 144 3.4
40 9.7 2.5 40 10.5 2.1 40 8.9 2.4 40 15.0 2.5 40 | 14.1 3.2
41 9.8 2.6 41 8.6 2.7 41 8.9 2.5 41 14.1 3.0 41 13.3 3.5
42 10.7 2.6 42 8.0 2.5 42 8.5 2.7 42 13.4 3.1 42 | 15.3 3.4
43 10.1 2.8 43 10.6 3.1 43 9.0 2.6 43 14.0 2.9 43 13.8 3.6
44 8.3 2.7 a4 9.9 2.7 44 9.5 2.9 44 13.6 3.1 44 | 14.8 3.2
45 9.5 2.5 45 9.6 2.1 45 9.3 2.6 45 15.3 2.9 45 | 15.5 3.2
46 10.0 2.3 46 8.4 2.8 46 9.6 2.2 46 13.5 2.7 46 15.1 3.5
47 8.9 2.9 47 9.5 2.9 47 8.9 2.6 47 14.8 3.1 47 | 141 3.2
43 10.5 2.6 48 9.3 2.3 48 10.6 2.7 48 13.7 3.2 48 13.8 3.5
49 10.1 2.6 49 9.7 2.4 49 8.7 2.8 49 15.1 3.0 49 | 14.7 3.3
50 8.9 2.7 50 10.1 2.5 50 9.4 2.2 50 15.7 3.0 50 | 16.9 3.2
X 9.24 2.5 X 9.67 2.5 X 9.37 2.6 X 14.38 2.9 X | 14.60 3.3
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Anexo 9. Dimensiones de los conidios de los aislamientos M16, M17, M18, M19 y M20.

M 16 M 17 M 18 M 19 M 20
N° Largo | Ancho N° Largo | Ancho N° Largo | Ancho N° Largo | Ancho N° Largo | Ancho
1 14.8 3.2 1 10.3 2.4 1 9.9 2.7 1 10.6 2.6 1 15.0 3.2
2 15.1 3.0 2 10.3 2.8 2 8.5 2.4 2 10.7 2.6 2 13.8 3.4
3 14.3 3.4 3 8.9 2.3 3 10.4 2.9 3 8.5 2.7 3 13.2 3.4
4 13.8 3.0 4 9.4 2.5 4 9.1 2.9 4 8.2 2.4 4 13.4 3.1
5 14.9 3.3 5 9.9 2.6 5 9.6 2.3 5 9.4 2.5 5 14.6 3.4
6 13.4 3.0 6 9.4 2.8 6 10.4 2.8 6 9.4 2.4 6 15.2 3.0
7 14.4 3.3 7 11.4 2.4 7 8.7 2.7 7 9.0 3.1 7 14.6 2.8
8 14.5 3.0 8 9.3 2.4 8 9.1 2.6 8 9.0 2.7 8 13.7 3.1
9 14.5 3.0 9 9.3 2.6 9 9.8 2.4 9 9.5 2.7 9 15.0 3.1
10 15.2 2.8 10 9.9 2.8 10 9.6 2.8 10 8.6 2.8 10 14.2 3.0
11 13.8 3.0 11 10.3 2.7 11 9.7 2.7 11 9.8 2.4 11 14.1 3.1
12 14.9 3.2 12 10.8 2.4 12 10.9 2.5 12 10.9 2.5 12 15.7 3.3
13 14.5 2.9 13 10.6 2.3 13 9.6 2.6 13 9.3 2.0 13 14.5 2.9
14 13.8 3.5 14 9.8 2.6 14 10.0 2.4 14 10.2 2.3 14 15.1 2.8
15 15.7 3.8 15 9.5 3.3 15 9.0 2.6 15 9.6 2.4 15 14.7 3.0
16 14.6 3.3 16 9.9 2.6 16 9.8 2.6 16 8.4 2.1 16 16.2 3.1
17 14.6 3.3 17 8.9 3.1 17 9.8 2.6 17 9.5 2.3 17 15.4 3.4
18 14.1 3.0 18 9.3 3.1 18 10.3 2.8 18 9.3 2.5 18 13.9 3.8
19 13.7 3.0 19 10.7 2.4 19 9.1 2.6 19 9.5 2.5 19 15.4 2.9
20 14.3 2.9 20 11.1 3.0 20 9.9 2.4 20 9.6 2.3 20 13.6 3.2
21 14.0 3.2 21 8.9 2.8 21 9.1 2.5 21 8.8 2.6 21 14.0 3.1
22 15.2 3.4 22 10.3 2.8 22 8.9 2.6 22 8.9 2.1 22 14.3 2.7
23 14.8 3.7 23 12.2 2.9 23 10.1 2.3 23 8.9 2.7 23 14.2 3.1
24 14.7 3.1 24 10.2 2.6 24 9.6 2.4 24 8.7 2.3 24 14.8 3.1
25 14.7 3.1 25 9.1 2.9 25 10.4 2.4 25 9.1 2.9 25 13.7 3.1
26 14.4 3.5 26 9.9 2.7 26 9.8 2.3 26 8.6 2.4 26 15.2 3.1
27 15.1 3.3 27 10.3 2.8 27 9.3 2.5 27 9.4 2.6 27 15.2 3.5
28 15.2 3.0 28 11.9 2.8 28 9.0 2.2 28 10.3 2.6 28 14.3 3.5
29 13.6 3.4 29 9.9 2.6 29 9.7 2.4 29 10.5 2.4 29 15.6 3.1
30 14.2 2.9 30 10.3 2.7 30 8.8 2.4 30 9.6 2.5 30 14.7 3.6
31 13.8 3.3 31 10.9 2.6 31 10.1 2.6 31 9.5 2.6 31 15.4 3.6
32 13.6 3.2 32 10.5 2.3 32 10.2 2.6 32 10.2 2.3 32 15.8 3.2
33 14.6 3.4 33 9.3 2.5 33 9.7 2.3 33 9.5 2.5 33 14.0 3.1
34 15.6 3.0 34 10.0 2.3 34 10.5 2.7 34 9.2 2.3 34 14.8 3.1
35 13.3 3.4 35 10.9 2.4 35 9.2 2.9 35 10.2 2.4 35 13.3 3.0
36 13.9 3.0 36 10.2 2.8 36 8.9 2.4 36 9.8 2.6 36 15.0 2.9
37 16.2 2.9 37 9.3 3.1 37 10.0 2.4 37 10.1 2.1 37 14.3 3.0
38 14.1 3.2 38 9.8 2.8 38 9.9 2.5 38 11.3 2.5 38 14.3 3.3
39 14.9 3.1 39 8.9 3.0 39 9.4 2.7 39 9.4 2.1 39 15.6 3.4
40 15.4 3.1 40 10.8 2.6 40 9.5 2.4 40 9.5 2.3 40 16.0 3.1
41 14.3 3.5 41 10.4 2.2 41 10.4 2.6 41 9.6 2.4 41 14.5 3.2
42 14.8 3.2 42 10.5 2.8 42 9.9 2.6 42 10.0 2.3 42 14.5 3.6
43 15.8 3.2 43 10.3 2.8 43 9.7 2.3 43 9.7 2.4 43 14.7 2.9
44 15.0 3.1 a4 12.7 2.5 44 10.0 2.4 44 9.6 2.2 44 13.0 2.9
45 14.3 2.7 45 10.8 2.7 45 9.0 2.4 45 9.8 2.5 45 15.2 3.5
46 15.4 3.1 46 9.4 2.5 46 10.2 2.2 46 9.8 2.5 46 13.4 3.3
47 14.5 3.0 a7 10.5 2.6 47 9.5 2.6 47 10.8 2.9 47 14.4 2.9
48 14.8 3.0 48 10.1 2.7 48 10.2 2.2 48 10.2 2.1 48 15.4 3.0
49 14.3 3.3 49 10.0 2.5 49 10.6 2.6 49 10.1 2.6 49 15.0 3.1
50 15.8 3.4 50 10.8 2.7 50 10.4 2.7 50 9.6 2.5 50 15.9 3.1
X 14.58 3.2 X 10.16 2.7 X 9.70 2.5 X 9.59 2.5 X 14.64 3.2
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Anexo 10. Dimensiones de los conidios de los aislamientos M21, M22, M23, M24 'y M25.

M 21 M 22
N° Largo | Ancho N° Largo | Ancho
1 14.0 3.7 1 14.0 3.5
2 14.7 3.2 2 14.2 3.8
3 14.4 3.3 3 14.0 3.2
4 14.6 3.6 4 14.6 3.5
5 14.7 3.4 5 13.9 3.0
6 14.8 3.5 6 15.3 3.0
7 14.9 3.1 7 15.0 3.4
8 15.7 3.3 8 13.9 3.5
9 14.7 3.4 9 14.7 3.5
10 13.4 3.3 10 15.4 3.1
11 14.4 3.5 11 14.5 3.4
12 14.2 3.6 12 15.6 3.1
13 14.3 3.1 13 14.2 3.0
14 15.5 3.3 14 13.5 3.5
15 16.2 3.4 15 14.0 3.1
16 14.8 3.2 16 14.8 3.0
17 14.0 3.5 17 13.7 3.4
18 15.4 3.1 18 16.1 3.1
19 14.0 3.0 19 14.5 3.2
20 14.9 3.3 20 15.2 3.1
21 14.3 3.2 21 16.0 3.1
22 14.4 3.2 22 15.3 3.2
23 15.3 3.4 23 13.8 3.1
24 14.8 3.1 24 15.7 3.4
25 16.2 3.5 25 14.3 3.0
26 14.1 3.3 26 14.0 3.0
27 14.7 3.1 27 14.8 3.1
28 15.6 3.4 28 14.6 3.2
29 16.2 3.0 29 16.5 3.3
30 16.4 2.7 30 14.1 3.4
31 15.6 3.4 31 14.2 3.3
32 15.7 3.4 32 13.4 3.4
33 14.8 3.2 33 15.9 3.2
34 14.7 3.7 34 15.6 3.2
35 15.0 3.5 35 15.5 3.4
36 13.8 3.4 36 16.0 3.0
37 14.5 3.4 37 14.8 3.4
38 15.5 3.1 38 13.9 3.5
39 15.6 3.2 39 15.1 3.1
40 16.0 3.3 40 14.4 3.1
41 16.4 3.4 41 15.5 3.3
42 15.2 3.7 42 13.2 3.5
43 15.3 3.8 43 13.7 3.5
44 15.0 3.2 44 14.1 3.7
45 16.8 3.4 45 14.4 3.7
46 14.6 3.6 46 14.6 3.2
47 14.7 3.5 47 14.5 3.4
48 14.9 3.3 48 15.0 3.2
49 15.7 3.2 49 14.6 3.3
50 16.2 3.3 50 14.6 3.2
X 15.03 3.3 X 14.66 3.3

M 23 M 24 M 25
N° Largo | Ancho N° Largo | Ancho N° Largo | Ancho
1 12.0 2.9 1 13.2 3.2 1 12.2 2.8
2 12.0 3.3 2 13.3 3.1 2 12.6 2.6
3 12.3 3.1 3 14.7 2.8 3 12.7 3.3
4 13.3 2.9 4 12.5 2.7 4 11.4 3.2
5 12.8 3.1 5 12.0 3.2 5 11.4 3.2
6 13.3 3.3 6 13.6 2.9 6 12.2 3.3
7 14.9 2.5 7 12.4 3.1 7 11.4 3.1
8 12.5 2.6 8 12.9 3.2 8 12.0 3.1
9 12.6 3.0 9 13.9 3.0 9 11.6 3.1
10 12.7 2.9 10 13.8 3.3 10 12.2 2.8
11 13.9 2.8 11 13.5 3.2 11 12.1 2.9
12 11.9 3.3 12 13.9 3.2 12 12.6 2.7
13 12.8 2.9 13 12.5 3.3 13 11.8 2.7
14 12.2 2.9 14 13.9 3.0 14 10.8 3.0
15 12.4 2.8 15 13.8 3.2 15 12.1 3.0
16 13.5 3.2 16 12.0 3.4 16 11.6 3.0
17 12.7 2.8 17 12.5 3.5 17 12.4 3.1
18 13.5 2.8 18 13.5 2.9 18 11.8 3.2
19 12.5 3.1 19 12.6 3.2 19 12.0 3.2
20 12.7 2.8 20 15.4 3.1 20 10.9 2.8
21 13.6 3.3 21 13.5 2.8 21 11.0 2.9
22 13.7 3.0 22 12.4 3.3 22 12.9 3.0
23 11.8 3.3 23 13.7 3.1 23 11.7 3.3
24 11.9 3.0 24 12.0 3.4 24 11.6 3.4
25 12.4 2.8 25 12.6 3.2 25 12.0 3.3
26 13.6 2.8 26 14.4 3.5 26 11.9 3.5
27 12.2 2.8 27 13.7 3.4 27 11.1 3.0
28 12.9 2.9 28 14.1 3.8 28 12.8 3.3
29 12.3 3.2 29 13.4 3.4 29 12.4 2.9
30 11.9 2.9 30 15.6 3.3 30 12.4 3.0
31 12.0 3.0 31 12.6 3.3 31 11.9 2.8
32 11.8 3.2 32 13.7 3.1 32 12.4 3.0
33 12.8 3.2 33 13.3 3.1 33 12.0 3.6
34 13.5 3.4 34 14.0 3.4 34 11.8 3.0
35 14.9 2.8 35 12.2 3.4 35 12.1 3.2
36 14.5 3.1 36 11.6 3.2 36 12.2 3.2
37 13.8 3.0 37 13.2 3.1 37 11.3 3.5
38 12.4 3.1 38 12.6 3.1 38 11.7 3.3
39 13.0 3.0 39 12.7 3.3 39 12.3 2.7
40 12.9 3.2 40 13.2 3.3 40 12.3 3.6
41 14.2 2.9 41 13.6 3.1 41 12.2 3.2
42 11.1 3.2 42 14.1 3.1 42 12.9 3.1
43 11.9 3.1 43 14.4 2.9 43 11.2 3.5
44 14.0 3.0 44 13.0 3.3 44 12.7 3.4
45 15.3 3.3 45 15.5 3.2 45 11.7 3.2
46 12.4 3.1 46 14.0 3.5 46 12.5 2.9
47 13.1 3.0 47 15.3 3.3 47 12.4 3.7
48 12.8 3.3 48 14.4 3.7 48 12.8 3.0
49 13.4 3.1 49 13.5 3.6 49 12.5 2.7
50 12.5 3.2 50 13.0 3.8 50 12.3 3.0
X 12.90 3.0 X 13.42 3.2 X 12.02 3.1
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Anexo 11. Dimensiones de las estructuras sexuales de los aislamientos M14 y M15.

M 14 Ascas M 14 Ascosporas M 15 Ascas M 15 Ascosporas
N° Largo Ancho N° Largo | Ancho N° Largo | Ancho N° Largo | Ancho
1 48.6 4.6 1 12.6 3.1 1 64.3 6.5 1 13.8 3.1
2 42.7 4.7 2 12.4 3.7 2 58.4 7.4 2 11.5 3.3
3 42.5 5.2 3 13.1 3.4 3 46.7 5.5 3 14.2 3.3
4 41.4 5.8 4 12.0 3.0 4 57.7 6.4 4 13.4 3.4
5 36.8 4.9 5 12.1 3.3 5 50.1 7.1 5 15.4 3.8
6 37.6 5.5 6 11.2 3.4 6 49.0 6.6 6 12.3 3.4
7 41.7 5.8 7 12.3 3.8 7 47.4 7.3 7 14.3 3.6
8 49.5 6.2 8 15.5 3.8 8 55.2 7.3 8 14.2 3.7
9 48.9 5.7 9 12.7 3.3 9 60.4 7.4 9 15.7 3.4
10 39.8 6.2 10 12.9 3.8 10 60.5 6.6 10 12.1 3.0
11 46.6 4.5 11 13.0 3.8 11 50.5 7.0 11 13.0 3.0
12 37.7 4.1 12 12.5 4.2 12 47.4 5.2 12 14.3 3.2
13 40.1 5.6 13 12.0 3.7 13 53.7 6.7 13 13.1 3.5
14 41.6 4.5 14 12.4 3.8 14 66.0 7.5 14 14.8 3.4
15 34.3 5.0 15 12.9 4.1 15 66.4 7.4 15 13.5 3.6
16 36.1 5.0 16 11.6 3.5 16 66.1 6.8 16 12.8 3.3
17 41.2 7.5 17 13.8 3.8 17 69.3 7.3 17 11.9 3.1
18 45.1 6.5 18 14.8 4.2 18 53.2 7.3 18 12.6 3.6
19 51.5 6.8 19 14.6 3.8 19 54.5 7.1 19 14.9 3.4
20 47.7 6.3 20 12.8 3.7 20 52.0 6.8 20 14.0 3.7
21 36.9 6.2 21 12.6 3.5 21 52.4 7.2 21 13.1 3.2
22 44.4 7.4 22 11.8 3.2 22 52.7 7.5 22 13.1 3.6
23 35.0 6.7 23 12.2 3.4 23 48.3 7.6 23 15.0 3.5
24 45.2 4.8 24 13.2 3.6 24 58.3 7.3 24 14.4 3.5
25 53.3 7.3 25 12.5 3.4 25 62.4 6.8 25 12.9 3.0
26 41.0 5.1 26 11.8 3.4 26 54.4 7.0 26 13.9 3.7
27 54.1 7.3 27 12.2 3.5 27 48.6 6.9 27 14.4 3.4
28 36.5 5.6 28 12.9 3.4 28 45.0 7.2 28 13.6 3.0
29 38.0 7.5 29 13.7 3.5 29 46.0 6.7 29 12.9 3.0
30 38.5 6.3 30 13.0 4.2 30 63.7 7.5 30 13.0 3.1
31 36.6 5.8 31 12.5 3.3 31 56.8 6.9 31 13.1 3.3
32 38.8 6.6 32 14.7 3.2 32 58.4 7.3 32 12.0 3.1
33 36.5 6.7 33 15.4 3.4 33 63.1 6.5 33 14.0 3.0
34 42.6 7.4 34 15.0 3.3 34 60.1 7.0 34 12.0 3.0
35 47.8 8.2 35 14.7 3.1 35 56.7 7.2 35 12.9 3.2
36 40.1 7.3 36 13.9 3.5 36 53.6 6.3 36 13.2 3.0
37 46.2 7.8 37 15.2 3.3 37 54.2 6.6 37 12.6 3.0
38 53.4 7.2 38 16.3 3.1 38 54.3 7.1 38 11.5 3.0
39 64.2 6.8 39 12.9 3.1 39 62.6 7.1 39 12.7 3.1
40 39.6 5.4 40 13.9 3.3 40 59.9 6.9 40 12.5 3.1
41 41.2 5.2 41 12.1 3.2 41 56.9 6.5 41 14.7 3.9
42 42.0 4.9 42 12.3 3.0 42 55.5 6.4 42 13.6 3.8
43 36.5 5.7 43 16.7 3.3 43 55.3 6.2 43 12.8 3.5
44 49.3 6.5 44 11.8 3.2 44 64.5 6.8 44 15.1 3.2
45 58.3 6.9 45 12.3 3.3 45 62.3 6.0 45 13.4 3.3
46 56.2 6.5 46 12.6 3.5 46 63.5 6.3 46 14.1 3.3
47 48.9 4.9 47 15.1 3.7 47 60.6 7.0 47 13.9 3.1
48 58.4 6.0 48 14.3 3.5 48 56.6 6.4 48 14.5 3.0
49 53.2 6.6 49 12.4 3.2 49 65.1 7.0 49 14.0 3.1
50 64.8 7.2 50 12.8 3.4 50 49.1 6.5 50 14.3 3.2
X 44.58 6.1 X 13.20 3.5 X 56.59 6.9 X 13.50 3.3
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Anexo 12. Dimensiones de las estructuras sexuales de los aislamientos M16 y M20.

M 16 Ascas M 16 Ascosporas M 20 Ascas M 20 Ascosporas
N° Largo Ancho N° Largo |[Ancho N° Largo |Ancho N° Largo Ancho
1 55.1 7.5 1 12.3 3.2 1 51.7 6.8 1 14.3 3.2
2 48.4 7.0 2 12.4 3.1 2 57.7 6.9 2 13.8 3.0
3 46.3 7.2 3 13.6 3.4 3 51.3 7.7 3 13.1 3.3
4 48.7 7.0 4 12.6 3.3 4 67.0 7.2 4 13.3 3.6
5 59.2 6.5 5 13.4 3.2 5 44.3 6.1 5 13.3 3.4
6 55.8 7.0 6 12.3 3.2 6 43.2 7.2 6 12.0 3.2
7 46.3 7.0 7 12.0 3.1 7 49.6 7.3 7 12.2 3.1
8 45.6 7.2 8 11.9 3.1 8 49.7 7.0 8 11.1 3.3
9 45.4 6.5 9 11.5 3.0 9 53.6 6.8 9 11.4 3.3
10 46.9 7.3 10 12.7 3.3 10 54.7 7.1 10 12.9 3.3
11 53.2 7.0 11 12.6 3.1 11 49.8 5.9 11 14.0 3.2
12 45.1 6.9 12 13.4 3.0 12 50.7 7.9 12 14.2 3.1
13 49.9 6.3 13 11.8 3.4 13 49.8 7.2 13 15.3 3.3
14 49.2 6.9 14 13.9 3.4 14 51.4 7.2 14 14.2 3.0
15 50.0 6.4 15 12.8 3.5 15 49.3 7.4 15 12.9 3.2
16 47.3 6.3 16 12.4 3.2 16 52.9 7.3 16 12.1 3.0
17 44.7 6.4 17 13.8 3.2 17 54.5 7.3 17 11.2 3.1
18 48.1 7.1 18 13.4 3.2 18 45.5 6.5 18 11.3 3.0
19 44.0 7.2 19 14.4 3.3 19 44.2 6.3 19 11.2 3.2
20 49.1 6.9 20 14.6 3.1 20 47.6 6.4 20 11.3 3.0
21 48.1 7.0 21 13.7 3.3 21 43.1 6.8 21 11.4 3.2
22 49.9 7.4 22 13.4 3.0 22 44.0 7.6 22 11.6 3.0
23 49.4 7.2 23 12.7 3.3 23 64.0 8.1 23 12.1 3.0
24 49.1 7.1 24 14.3 3.0 24 64.1 6.8 24 12.9 3.1
25 50.5 6.6 25 14.5 3.0 25 50.4 7.4 25 13.1 3.4
26 55.4 7.5 26 13.6 3.2 26 45.2 6.6 26 13.1 3.2
27 58.4 7.1 27 14.2 3.3 27 43.5 7.6 27 13.3 3.1
28 48.0 6.7 28 13.6 3.0 28 48.4 8.1 28 11.3 3.0
29 58.0 7.3 29 11.5 3.0 29 41.5 7.3 29 12.1 3.0
30 53.6 7.5 30 14.8 3.2 30 40.4 7.4 30 12.7 3.4
31 55.9 7.0 31 12.0 3.3 31 47.2 8.2 31 12.2 3.2
32 62.7 7.2 32 11.2 2.9 32 48.8 7.3 32 11.9 3.1
33 57.8 7.0 33 12.6 3.1 33 46.4 6.8 33 12.7 3.4
34 46.1 6.5 34 11.4 3.2 34 49.8 6.5 34 14.1 3.4
35 46.6 6.6 35 12.0 3.1 35 47.5 7.3 35 14.9 3.7
36 51.2 6.7 36 13.9 2.9 36 46.1 7.5 36 13.7 3.5
37 61.9 7.1 37 11.3 2.8 37 54.7 7.4 37 14.0 3.4
38 56.1 6.9 38 13.1 3.3 38 50.2 7.4 38 14.5 3.3
39 58.2 6.9 39 15.4 3.4 39 46.8 7.4 39 12.6 3.1
40 55.6 6.7 40 14.6 3.6 40 59.0 7.1 40 13.5 3.0
41 55.4 7.6 41 15.6 3.4 41 46.2 6.7 41 13.8 3.1
42 54.1 7.4 42 14.8 3.3 42 52.3 7.5 42 11.4 3.3
43 56.9 7.3 43 14.6 3.3 43 45.1 8.0 43 13.3 3.2
44 55.7 6.7 44 14.1 3.3 44 48.3 7.0 44 14.3 3.5
45 48.8 6.7 45 13.9 3.0 45 50.2 7.8 45 14.5 3.1
46 49.5 7.5 46 13.5 3.4 46 42.4 6.6 46 11.6 3.2
47 53.1 6.3 47 13.6 3.4 47 53.3 8.1 47 12.9 3.0
48 55.7 7.2 48 13.2 3.0 48 47.6 7.6 48 11.3 3.4
49 51.5 7.2 49 12.4 3.2 49 46.4 7.1 49 12.4 3.3
50 61.3 7.2 50 14.3 3.2 50 49.5 7.7 50 14.1 3.3
X 51.86 7.0 X 13.23 3.2 X 49.62 7.2 X 12.85 3.2
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Anexo 13. Dimensiones de las estructuras sexuales de los aislamientos M21 y M22.

M 21 Ascas M 21 Ascosporas M 22 Ascas M 22 Ascosporas
N° Largo |[Ancho N° Largo | Ancho N° | Largo [Ancho N° Largo | Ancho
1 45.8 6.7 1 14.1 3.1 1 45.8 6.5 1 12.6 3.5
2 48.2 6.7 2 12.8 3.4 2 56.1 7.4 2 12.9 3.3
3 45.7 6.5 3 12.9 3.1 3 50.1 7.5 3 11.9 3.5
4 48.8 6.6 4 13.4 3.3 4 53.1 7.2 4 11.8 4.3
5 49.1 8.5 5 12.1 3.3 5 46.9 6.8 5 12.3 4.0
6 46.5 7.0 6 12.6 3.2 6 50.2 7.1 6 12.3 3.2
7 48.8 7.8 7 12.2 3.2 7 47.5 7.8 7 12.2 3.3
8 42.8 7.3 8 14.7 3.3 8 48.3 7.3 8 11.9 3.3
9 49.8 7.5 9 11.0 3.1 9 49.6 7.4 9 13.5 4.0
10 64.0 7.6 10 13.1 3.1 10 49.2 7.6 10 13.5 3.5
11 55.8 6.9 11 15.4 3.1 11 44.3 7.5 11 11.6 3.3
12 61.6 7.9 12 12.7 3.3 12 42.9 8.4 12 11.8 3.2
13 58.8 7.3 13 12.1 3.1 13 40.0 7.6 13 11.8 3.1
14 59.3 7.3 14 13.3 3.2 14 46.0 7.9 14 12.8 3.0
15 62.1 7.2 15 14.6 3.4 15 54.3 7.5 15 13.1 3.1
16 60.8 7.9 16 13.7 3.3 16 55.0 7.7 16 11.6 3.1
17 57.4 7.4 17 13.1 3.0 17 54.6 7.5 17 12.4 3.4
18 54.4 6.9 18 11.8 3.2 18 51.4 7.6 18 13.0 3.1
19 57.8 7.4 19 12.2 3.1 19 46.1 7.9 19 13.5 3.5
20 47.3 7.5 20 14.9 3.4 20 49.5 7.8 20 12.3 3.3
21 45.6 7.7 21 14.3 3.4 21 51.4 7.5 21 11.3 3.5
22 45.9 7.9 22 13.9 3.1 22 47.2 7.6 22 13.7 3.1
23 49.0 8.6 23 12.6 3.1 23 51.8 7.2 23 12.0 3.1
24 45.2 8.5 24 12.7 3.3 24 49.5 7.6 24 12.1 3.4
25 55.4 7.6 25 11.9 3.4 25 49.1 7.7 25 11.2 3.2
26 48.2 8.5 26 11.3 3.0 26 50.5 7.8 26 13.9 3.2
27 58.0 7.3 27 12.7 3.4 27 47.2 7.1 27 15.2 3.3
28 54.1 8.2 28 13.1 3.5 28 a44.4 7.4 28 13.9 3.3
29 48.9 7.8 29 11.4 3.5 29 52.5 7.8 29 14.0 3.0
30 55.5 7.7 30 15.5 3.4 30 58.8 7.0 30 13.1 3.1
31 42.4 8.1 31 15.1 3.4 31 52.2 7.1 31 12.1 3.1
32 44.5 7.0 32 14.5 3.3 32 55.3 8.1 32 12.0 3.0
33 40.4 7.4 33 14.1 3.5 33 55.1 7.5 33 12.4 3.2
34 42.2 7.2 34 13.9 3.2 34 60.5 7.3 34 13.0 3.1
35 46.7 7.9 35 15.3 3.3 35 47.8 7.1 35 11.9 3.3
36 41.9 6.5 36 12.5 3.3 36 50.8 7.7 36 14.5 3.0
37 40.8 7.3 37 13.6 3.3 37 58.9 7.4 37 13.8 3.3
38 52.2 7.9 38 11.8 3.1 38 63.1 7.3 38 11.5 3.1
39 42.2 8.2 39 13.6 3.5 39 41.3 7.0 39 12.8 3.1
40 42.4 7.1 40 14.7 3.4 40 50.8 9.7 40 14.0 3.1
41 40.8 7.1 41 13.8 3.3 41 46.7 9.6 41 14.3 3.2
42 40.2 7.0 42 13.1 3.5 42 53.5 8.0 42 13.8 2.9
43 58.4 7.3 43 14.2 3.0 43 46.7 6.8 43 13.7 3.2
44 51.8 7.2 44 13.3 3.5 44 42.2 6.7 44 14.2 4.0
45 59.9 7.6 45 12.0 3.0 45 51.3 8.1 45 12.8 4.0
46 55.3 7.5 46 12.2 3.1 46 54.5 7.2 46 14.1 2.9
47 58.4 7.8 47 13.0 3.3 47 51.8 7.3 47 15.3 4.0
48 57.3 7.1 48 13.5 3.2 48 54.7 6.8 48 11.6 3.5
49 45.5 7.3 49 14.4 3.3 49 47.1 7.2 49 15.2 3.0
50 52.4 7.5 50 12.7 3.1 50 56.5 7.5 50 14.6 3.2
X 50.53 7.5 X 13.27 3.3 X 50.48 7.5 X 12.94 3.3

106




ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. YEN ELIDA NOLASCO SULCA

R.D. N° 069-2026-UNSCH-FCA-D

En la ciudad de Ayacucho, a los ocho dias del mes de mayo del afio dos mil
veintiséis, siendo las once con treinta horas, se reunieron en el auditorioc de
la Facultad de Ciencias Agrarias, bajo la presidencia del Dr. Felipe Escobar
Ramirez Decano de la Facultad de Ciencias Agrarias; los miembros del jurado
conformado por el Ph.D. Nery Luz Santillana Villanueva, M.Sc. Angela Juana
Requis Quintanilla como asesora y el Ing. Guillermo Carrasco Aquino; actuando
como secretario de actas el Mtro. Rodolfo Alca Mendoza, para recibir la
sustentaciéon de la Tesis titulado: Etiologia e identificacién molecular del
agente causal de la antracnosis en anona (Rollinia mucosa (Jacq) Baill),
Ayacucho-2025, para obtener el Titulo Profesional de Ingeniera Agrénoma,

presentado por la Bachiller YEN ELIDA NOLASCO SULCA.

El sefior Decano previa verificacién de los documentos exigidos solicitdé se
proceda con la sustentacién y posterior defensa de la tesis en un periodo de
cuarenta y cinco minutos de acuerdo al reglamento de grados y titulos vigente.
Terminado la exposicién, los miembros del Jurado, formularon sus preguntas,
aclaraciones y/o observaciones correspondientes. Luego se invito a los miembros
del jurado pasar a otra aula para la deliberacion y calificacién del trabajo de
tesis, teniendo el siguiente resultado:

Jurado evaluador Exposicién | Respuestas a | Generacién de |Promedio
las preguntas | conocimiento
Ph.D. Nery Luz Santillana Villanueva 16 16 16 16
M: S5c. Angela Juana Requis 18 16 18 17
Quintanilla
Ing. Guillermo Carrasco Agquino 15 14 15 15
PROMEDIO GENERAL 16

Acto seguido se invita a la sustentante y publico en general para dar a conocer
el resultado final. Firman el acta.

Luz Santillana Villanueva
Presidente

...................................

Ing. Guillermo (arrasco Aquino

Mtro. Rodg 7
Secyetario Doéente


jonathan.loayza
Texto tecleado
.


FACULTAD DE CIENCIAS

UNSCH Py

CONSTANCIA DE CONTROL DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS

El que suscribe, miembro de la comision de docentes instructores responsables
de operativizar, verificar, garantizar y controlar la originalidad de los frabajos
de TESIS de la Facultad de Ciencias Agrarias, de la Universidad Nacional de
San Cristobal de Huamanga, autorizado por la R.D N° 213-2025-UNSCH-FCA-D;
hace constar que el trabagjo titulado:

Etiologia e identificacion molecular del agente causal de la antracnosis en
anona (Rollinia mucosa (Jacq) Baill), Ayacucho - 2025.

Autor : Yen Elida Nolasco Sulca
Asesor - Angela Juana Requis Quintanilla

Ha sido sometido al control de originalidad mediante el software TURNITIN UNSCH,
acorde al Reglamento de originalidad de trabajos de tesis, aprobando mediante
de RCU 039-2021-UNSCH-CU, arrojando un resultado de ocho por ciento (8%) de
indice de similitud, realizado con depésito de trabajo estandar.

En consecuencia, se otorga la presente Constancia de Originalidad para los fines
pertinentes.

Nota: Se adjunta el resultado con identificador de la enfrega: 2995000685

Ayacucho, 07 de julio de 2026

Angéla J.R
M.Sc. en Fitopatologia
E.P. Agronomia
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga



Etiologia e identificacion molecular del agente
causal de la antracnosis en anona (Rollinia
mucosa (Jacq) Baill), Ayacucho - 2025.

por Yen Elida Nolasco Sulca

Fecha de entrega: 07-jul-2026 10:22p.m. (UTC-0500)
Identificador de la entrega: 2995000685

Nombre del archivo: TESIS-ELIDA.pdf (4.8M)

Total de palabras: 26891

Total de caracteres: 120594



Etiologia e identificacion molecular del agente causal de la antracnosis en anona
(Rollinia mucosa (Jacq) Baill), Ayacucho - 2025.

INFORME DE ORIGINALIDAD

8% Oy 1o

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET PUBLICACIONES

Ay

TRABAJOS DEL ESTUD

FUENTES PRIMARIAS

Submitted to Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga

Trabajo del estudiante

.

repositorio.unsch.edu.pe

Fuente de Internet

[B2]

dspace.ucuenca.edu.ec

Fuente de Internet

[e2]

colposdigital.colpos.mx:8080

Fuente de Internet

]

docslib.org

Fuente de Internet

[ea]

livrosdeamor.com.br

Fuente de Internet

repositorio.undac.edu.pe

Fuente de Internet

~

ru.dgb.unam.mx

Fuente de Internet

www.cm-loures.pt

Fuente de Internet

dspace.unl.edu.ec

Fuente de Internet

—_
(@)

Excluir citas Activo Excluir coincidencias

Excluir bibliografia Activo

<30 words



Etiologia e identificacion molecular del agente causal de la antracnosis
en anona (Rollinia mucosa (Jacq) Baill), Ayacucho-2025.

Etiology and Molecular Identification of the Causal Agent of
Anthracnose in Annona (Rollinia mucosa (Jacqg.) Baill), Ayacucho—
2025

Yen Elida Nolasco Sulca? Angela Juana Requis Quintanilla?
yen.nolasco.01@unsch.edu.pe angela.requis@unsch.edu.pe

Area de investigacion: Fitopatologia agricola
Lineal de investigacion: Conservacion y valoracion de la biodiversidad

RESUMEN
La antracnosis es una enfermedad flngica caracterizada por producir lesiones necréticas
en los tejidos de las plantas. EI género Colletotrichum es considerado un patégeno de
importancia debido a su capacidad para infectar una amplia variedad de hospedantes.
Aunque diversas especies de la familia Annonaceae son altamente susceptibles a esta
enfermedad, existe poca informacion sobre las enfermedades que afectan a la anona
(Rollinia mucosa). En este estudio se realizo la caracterizacion morfologica, molecular y
la prueba de patogenicidad del agente causal de la antracnosis en anona. Para la
caracterizacion morfolGgica se evaluaron variables microscopicas (largo, ancho y forma
de los conidios) y macroscopicas (color de la colonia, tipo de micelio y tasa de
crecimiento). La caracterizacion molecular se efectudé mediante PCR utilizando cebadores
universales de ITS (ITS1 e ITS4). Se realizaron aislamientos a partir de 50 frutos
recolectados en el distrito de Kimbiri, region Cusco, Perd, obteniéndose 25 aislamientos
puros para su andlisis posterior. Con base en las caracteristicas morfoldgicas, moleculares
y los resultados de la prueba de patogenicidad, se determiné que los patdgenos
responsables de la antracnosis en frutos de anona en Kimbiri corresponden al Género
Colletotrichum y las especies identificadas mediante prueba molecular fueron:

Colletotrichum alienum y Colletotrichum aeschynomenes.

Palabras clave: Antracnosis, Rollinia mucosa, Colletotrichum alienum, Colletotrichum

aeschynomenes, caracterizacion molecular.
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ABSTRACT
Anthracnose is a fungal disease characterized by producing necrotic lesions in plant
tissues. The genus Colletotrichum is considered an important pathogen due to its ability
to infect a wide variety of hosts. Although several species of the family Annonaceae are
highly susceptible to this disease, there is little information about the diseases affecting
anona (Rollinia mucosa). In this study, morphological and molecular characterization, as
well as pathogenicity tests of the causal agent of anthracnose in anona, were carried out.
For morphological characterization, microscopic variables (length, width, and shape of
conidia) and macroscopic variables (colony color, type of mycelium, and growth rate)
were evaluated. Molecular characterization was performed by PCR using universal ITS
primers (ITS1 and ITS4). Isolations were made from 50 fruits collected in the district of
Kimbiri, Cusco region, Peru, obtaining 25 pure isolates for further analysis. Based on
morphological characteristics, molecular characterization, and pathogenicity test results,
it was determined that the pathogens responsible for anthracnose in anona fruits in
Kimbiri correspond to the genus Colletotrichum, and the species identified by molecular

testing were: Colletotrichum alienum and Colletotrichum aeschynomenes.

Keywords: Anthracnose, Rollinia mucosa, Colletotrichum alienum, Colletotrichum

aeschynomenes, molecular characterization.

INTRODUCCION

La anona (Rollinia mucosa (Jacq.) Baill.) pertenece a la familia Annonaceae y es
considerada una especie nativa de América tropical, posiblemente de origen amazénico.
Su distribucién comprende varios paises de la region, entre ellos Brasil, Colombia,
Ecuador, Perl, Venezuela, Guayana, México y Argentina. En el Per(, el cultivo de la
anona se encuentra principalmente en los departamentos de Loreto, San Martin, Ucayali,
Amazonas, Huanuco y Cusco, donde se desarrolla bajo condiciones climéticas favorables
de la selva alta y baja (Flores, 1997; Love & Paull, 2011). Este cultivo posee importancia
en distintos ambitos, como la medicina, los derivados nutraceuticos y la gastronomia
(Gutsche et al., 2008; Granda, 2025; Vasquez & Fetta, 2023).

La antracnosis es una enfermedad causada principalmente por hongos del género
Colletotrichum, caracterizada por la produccion de lesiones necrdticas en los tejidos

afectados (Velazquez et al., 2018). Este patogeno presenta una alta capacidad de
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infeccion, lo que le permite atacar una amplia variedad de hospedantes (Rojo et al., 2017).
Debido a su alto impacto econémico y relevancia cientifica, Colletotrichum ha sido
clasificado entre los diez patdgenos vegetales mas importantes a nivel global (Dean et al.,
2012).

Diversas especies del género Colletotrichum han sido reportadas como agentes causales
de antracnosis en distintos miembros de la familia Annonaceae. Entre ellas, C. fragariae,
C. gloeosporioides y C. orbiculare han sido identificadas en frutos de Annona cherimola
(Villanueva et al., 2008); C. siamense en frutos de Annona scleroderma (Salinas et al.,
2020); y C. fructicola en frutos de Annona squamosa (Fan et al., 2025). Sin embargo, la
informacion especifica sobre las enfermedades que afectan a Rollinia mucosa es ain
limitada.

La identificacion integral de patdgenos, basada en la caracterizacion morfolégica y el
andlisis molecular, permite obtener diagndsticos confiables, lo que contribuye al
establecimiento de estrategias de control més eficaces (Rojo et al., 2017).

Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion fue identificar el agente causal de la
antracnosis en anona (Rollinia mucosa (Jacg.) Baill) mediante caracterizacion

morfoldgica y analisis molecular.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion
El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en dos fases. La fase de campo se realiz6
en el distrito de Kimbiri, provincia de La Convencion, departamento de Cusco. La
segunda fase se realizé en el laboratorio de Fitopatologia de la Escuela Profesional de
Agronomia de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. Asimismo, los
analisis moleculares se llevaron a cabo en el laboratorio de la empresa Umbrella

Genomics, ubicado en el distrito de Lince, Lima-Pera.

Coleccion de muestras

Se llevo a cabo en areas de cultivo de anona ubicadas en el distrito de Kimbiri. En total,
se colectaron 50 muestras de frutos en estado verde, provenientes de huertos que
presentaban sintomas visibles de la enfermedad, como lesiones necrdticas. Las muestras
fueron colocadas en bolsas de papel debidamente etiquetadas con la informacién

correspondiente y posteriormente trasladadas al laboratorio para su analisis.
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Aislamiento de Colletotrichum

En el laboratorio, las muestras fueron sometidas a un protocolo de desinfeccion que
consistio en el lavado con agua, inmersion en hipoclorito de sodio al 2% durante 5
minutos, enjuague tres veces con agua estéril y secado con papel toalla estéril.
Posteriormente, las muestras se colocaron en camaras himedas a temperatura ambiente
por un periodo de 5 a 12 dias.

Transcurrido este tiempo, las muestras que presentaron esporulacién fueron sembradas
en placas de Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA). Luego de cinco dias de
incubacion a 25 °C, se observo el desarrollo de los aislados. Se realizaron montajes
microscopicos, para lo cual se usé lactofenol azul y laminas porta y cubre objetos para
luego ser observado en el microscopio. Finalmente, los aislados seleccionados fueron

purificados e incubados nuevamente a 25 °C.

Caracterizacion morfoldgica

Para la identificacion del género se emplearon las claves taxondmicas de Barnett y Hunter
(1998), asi como diversas publicaciones cientificas. Se evaluaron caracteristicas
macroscopicas, como el color de la colonia, tipo de micelio y la tasa de crecimiento, y
caracteristicas microscopicas, como el tamafio y la forma de los conidios.

El tamafio de los conidios se determind mediante la medicion de 50 conidios maduros,
observados en un microscopio con pantalla de la linea BioBlue a 40x, registrandose la
longitud y el ancho de cada conidia. La forma de los conidios se determind mediante
observacion microscopica directa a 40x. El color de la colonia y el tipo de micelio se
determin6 mediante observacion directa en cultivo.

La tasa de crecimiento se determind mediante el registro diario del desarrollo micelial
hasta que el hongo cubrié completamente la placa de Petri, realizando las mediciones con

una regla graduada.

Caracterizacion molecular

Para la caracterizacion molecular se seleccionaron aislados representativos previamente
identificados mediante caracterizacion morfologica. La extraccion de ADN se realiz6
utilizando el kit NucleoSpin® Microbial DNA (Macherey-Nagel). Se emplearon los
iniciadores universales ITS1 e ITS4, dirigidos al gen ITS (Internal Transcribed Spacer).

El secuenciamiento se realiz6 mediante el método Sanger. Las secuencias obtenidas
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fueron comparadas con la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information) mediante el algoritmo BLAST.

Prueba de patogenicidad

Se realiz6 en frutos sanos de anona en estado verde y maduro, utilizando aislados puros.
Se utilizaron 2 frutos verdes y 2 frutos maduros por aislamiento, mientras que un fruto
verde y uno maduro se emplearon como testigos.

Los frutos se lavaron con agua corriente, se desinfectaron con una solucion de hipoclorito
de sodio al 2 % durante cinco minutos, se enjuagaron tres veces con agua estéril (dos
minutos cada uno) y finalmente se secaron con papel toalla estéril.

La inoculacion se realizd mediante el método de herida, utilizando un estilete estéril. En
cada fruto se marcaron 5 puntos en los cuales se realizaron las heridas y se transfirieron
discos de PDA con crecimiento del patdgeno. En los frutos testigo Unicamente se
realizaron heridas, sin aplicacion del indculo.

Los frutos inoculados fueron colocados en cdmaras himedas a temperatura ambiente.
Entre los cinco y doce dias posteriores a la inoculacion, se evalu6 la incidencia de la
enfermedad y se registraron los sintomas observados. Finalmente, se realizaron montajes

de tejidos infectados para confirmar la identidad del agente causal.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento del agente causal de la antracnosis en anona
Los frutos verdes de anona que presentaron lesiones necroticas en forma de manchas
negras (Figura 3.1 a-b), al ser inducidos a esporulaciébn mediante camara himeda,
desarrollaron masas conidiales de tonalidades salmén y naranja sobre el tejido infectado
y el pedinculo (Figura 3.1 c-d). A partir de estas estructuras se obtuvieron 25

aislamientos puros pertenecientes al género Colletotrichum.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por diversos autores, quienes han sefialado
que especies de Colletotrichum aisladas de frutos de anonéaceas provocan la aparicion de
manchas oscuras (Alvarez & Tenesaca, 2022; Alvarez etal., 2014; Fan etal., 2025;
Hernandez, 2024; Salinas et al., 2020). De manera similar, Villanueva et al. (2008)
describieron en frutos de chirimoya la presencia de manchas negras irregulares
acompariadas de masas conidiales de color salmon a naranja. Asimismo, el peddnculo

presento sintomas de pudricién junto con estructuras conidiales de la misma tonalidad.
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Figura 3.1

Nota. A-B. Lesiones necréticas en frutos verdes de anona colectados del campo. C-D. Esporulacién de
color salmdn a naranja en frutos y pedinculo después de ser incubados en cdmara himeda.

Identificacién de las caracteristicas morfolégicas del género

Aislamientos del Grupo |

Los aislamientos M1, M2, M3, M23, M24 y M25 presentaron caracteristicas
morfolégicas similares, diferenciandose Gnicamente por ligeras variaciones en el tamafio

de los conidios; por ello, se agruparon para su descripcion morfoldgica.

Las colonias presentaron una coloracién blanca y una textura moderadamente
algodonosa, con masas conidiales de tono naranja distribuidas en el centro y dispuestas
de forma circular (Figura 3.12 a-b). Estas caracteristicas coinciden con las descritas por
Villanueva et al. (2008), quienes observaron colonias blancas con masas conidiales de
color naranja en distintas especies del género Colletotrichum. De manera similar, Alvarez
y Tenesaca (2022) reportaron colonias blancas con textura moderadamente algodonosa,
mientras que Alvarez et al. (2014) y Xavier (2018) describieron texturas algodonosas y
tonalidades que variaron de blanco a gris claro. Asimismo, las colonias cubrieron toda la

placa en un periodo de 9 dias, con una tasa promedio de crecimiento de 0.55 cm/dia.

Microscopicamente, los aislamientos analizados presentaron conidios hialinos,

cilindricos, con extremos redondeados y un tamafio promedio de 11.64-13.42 x 3.0-3.3
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pum, ademas de conidiéforos simples y alargados (Figuras 3.12 c-d y 3.13). Xavier (2018)
reportd que los conidios de C. gloeosporioides son hialinos, cilindricos, aseptados y con
extremos redondeados, con dimensiones de 12—15 x 3-5 pm. De manera similar, Alvarez
etal. (2014) observaron conidios cilindricos de 12.5-13.75 x 3.12-3.75 um en C.
gloeosporioides, mientras que C. tropicale presentd medidas ligeramente menores
(11.25-12.51 x 3.75-4.38 um). Asimismo, Villanueva et al. (2008) describieron conidios
hialinos, aseptados y cilindricos, y Alvarez y Tenesaca (2022) sefialaron la presencia de
extremos redondeados. En términos generales, Barnett y Hunter (1998) indicaron que el
género Colletotrichum se caracteriza por producir conidios unicelulares e hialinos,

sostenidos por conidioforos simples y alargados.

Sin embargo, las dimensiones registradas en el presente estudio fueron ligeramente
menores a las reportadas por algunos autores. Esta variacion podria estar influenciada por

el hospedante y las condiciones de cultivo (Barquero et al., 2013; Pérez et al., 2003).

Figura 3.12
Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del aislamiento M25

Nota. A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M25, en su vista frontal y reverso.
Observacion microscopica de las estructuras de M25 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones
de los conidios.
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Figura 3.13
Conidias del aislamiento M25

Nota. Observacion microscopica de las conidias de M25 con objetivo 40x.

Aislamientos del Grupo 11
Los aislamientos M4, M5, M6, M7, M8, M9 y M10 presentaron caracteristicas
morfoldgicas similares, con ligeras variaciones en el tamafio de los conidios y en la tasa

de crecimiento, por lo que fueron agrupados para su descripcion morfolégica.

Las colonias presentaron un color blanco y textura moderadamente algodonosa, con
masas conidiales de color naranja distribuidas en circulos concéntricos, acompafiadas de
esclerocios, los cuales se presentaron como estructuras negras y amorfas (Figura 3.14 a-
b). De acuerdo con Villanueva etal. (2005), las colonias de Colletotrichum se
caracterizan por presentar tonalidades anaranjadas asociadas a las masas de conidios y
por desarrollar micelio aéreo. Asimismo, estos autores reportaron la formacion de
esclerocios, asociados al patrén de crecimiento en circulos concéntricos. De manera
similar, Alvarez y Tenesaca (2022) describieron colonias blancas con textura
moderadamente algodonosa, mientras que Hernandez (2024) reportd colonias de
Colletotrichum de color blanco a anaranjado y textura algodonosa. Asimismo, las
colonias cubrieron toda la placa en un periodo de 8 dias, con una tasa promedio de

crecimiento entre 0.61- 0.63 cm/dia.

Microscopicamente, se observaron conidios hialinos, cilindricos, con extremos
redondeados, de tamafio promedio entre 11.81-12.57 x 3.1-3.5 um. Ademas, presentaron
conidiéforos simples y alargados (Figuras 3.14 c-d y 3.15). Estas caracteristicas
morfolégicas coinciden con lo reportado para especies de Colletotrichum, que presentan

conidios hialinos, cilindricos y con extremos redondeados (Hernandez, 2024; Kamei
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etal., 2014; Villanueva et al., 2005). Sin embargo, se observaron variaciones en las
dimensiones, ya que Herndndez (2024) reporté medidas ligeramente menores (7.72—
11.92 x 2.5-4.49 pm), mientras que Kamei et al. (2014) describieron conidios con
dimensiones promedio de 12.4 x 5.1 pum.

Figura 3.14
Caracteristicas macroscépicas y microscépicas del aislamiento M4

Nota. A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M4, en su vista frontal y reverso.
Observacion microscépica de las estructuras de M4 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones de
los conidios.

Figura 3.15
Conidias del aislamiento M4

Nota. Observacién microscdpica de las conidias de M4 con objetivo 40x.
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Aislamientos del Grupo 111
Los aislamientos M11, M12, M13, M17, M18 y M19 presentaron caracteristicas
morfologicas similares, con ligeras variaciones en el tamafio de los conidios y en la tasa

de crecimiento, por lo que fueron agrupados para su descripcion morfoldgica.

Las colonias presentaron un color blanco a gris y textura moderadamente algodonosa, con
masas conidiales de color salmon distribuidas en el centro y en anillos concéntricos
irregulares, acompariadas de esclerocios (Figura 3.32 a-b). De manera similar, diversos
estudios han reportado que las especies del género Colletotrichum muestran variabilidad
en la coloracion de las colonias, que puede ir de blanco a salmén palido, blanco grisaceo
0 gris, y generalmente de textura algodonosa (Alvarez et al., 2014; Hernandez, 2024;
Salinas et al., 2020). Por otro lado, Fan et al. (2025) reportaron la formacion de anillos
concéntricos como parte del patron de crecimiento de colonias de C. fructicola,
coincidiendo con lo observado en el presente estudio. Asimismo, las colonias cubrieron
toda la placa en un periodo de 13 a 15 dias, con una tasa promedio de crecimiento entre
0.33- 0.35 cm/dia.

Microscopicamente, se observaron conidios hialinos y fusiformes, de tamafio promedio
entre 9.24-10.16 x 2.5-2.7 um. Ademas, presentaron conidiéforos simples y alargados
(Figuras 3.32 c-d y 3.33). De manera similar, Salinas et al. (2020) describieron conidios
hialinos y principalmente fusiformes, con tamafos que oscilaron entre 8-17 um de
longitud y 3-4.5 um de ancho, lo que coincide parcialmente con las dimensiones

observadas en este estudio.

Escuela Profesional de Agronomia, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de San Cristdbal de
Huamanga- Perd.
Tesistal Asesora?



Figura 3.32
Caracteristicas macroscépicas y microscopicas del aislamiento M13

FRNTLL

2.7 pm

Nota. A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M13, en su vista frontal y reverso.
Observacion microscépica de las estructuras de M13 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones
de los conidios.

Figura 3.33
Conidias del aislamiento M13

M11C

Nota. Observacion microscopica de las conidias de M13 con objetivo 40x.

Aislamientos del Grupo IV
Los aislamientos M14, M15, M16, M20, M21 y M22 presentaron caracteristicas
morfolégicas similares, con ligeras variaciones en el tamafio de los conidios y en la tasa

de crecimiento, por lo que fueron agrupados para su descripcion morfoldgica.
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Las colonias presentaron un color verde grisaceo, con margen blanco y textura
abundantemente algodonosa, con masas conidiales de color salmén distribuidas en el
centro y en anillos concéntricos (Figura 3.43 a-b). Las caracteristicas observadas
coinciden con las reportadas para especies de Colletotrichum. Fan et al. (2025)
describieron en C. fructicola variacion en la coloracién de las colonias (de blanco a verde
grisdceo), formacion de anillos concéntricos y produccion de masas conidiales de
tonalidad naranja claro. De manera similar, Alvarez y Tenesaca (2022) reportaron
colonias de coloracion gris oscura y textura abundantemente algodonosa, mientras que
Villanueva et al. (2008) observaron tonalidades que variaron de blanco a gris olivo, con
masas conidiales de color salmén. Ademas, las colonias cubrieron toda la placa en un

periodo de 8 a 9 dias, con una tasa promedio de crecimiento de 0.59- 0.63 cm/dia.

Microscopicamente, se observaron conidios hialinos, cilindricos, con extremos
redondeados, de tamafio promedio entre 14.38-15.03 x 2.9-3.3 um. Ademas, presentaron
conidioforos simples y alargados (Figuras 3.43 c-d y 3.44). De acuerdo con Fan et al.
(2025), los conidios presentaron forma cilindrica, con dimensiones de 11.09-20.02 x
4.06-6.54 pm. Caracteristicas similares han sido reportadas en especies de
Colletotrichum. Alvarez et al. (2014) describieron conidios de C. theobromicola como
cilindricos, a veces con ligero estrechamiento hacia la base, con longitudes de 14.37-24.4
pum y anchos de 2.81-5.62 um, mientras que Xavier (2018) reportd conidios hialinos,
cilindricos, con extremos redondeados y dimensiones de 12-15 x 3-5 pm en C.

gloeosporioides.

Estos aislamientos también presentaron estructuras sexuales, conformadas por peritecios
0scuros, ascas Yy ascosporas hialinas. Las ascas mostraron un tamarfio promedio de 44.58—
56.59 x 6.1-7.5 um, mientras que las ascosporas midieron entre 12.85-13.50 x 3.2-3.5
pum, siendo fusiformes y ligeramente curvadas (Figura 3.42). De manera similar,
Villanueva et al. (2008) reportaron que C. gloeosporioides produjo peritecios de color
café oscuro, esféricos e inmersos en PDA, los cuales generaron ascosporas hialinas,
unicelulares, curvadas y fusiformes, caracteristicas correspondientes a su estado sexual
(Glomerella cingulata). Por otra parte, Janick y Paull (2008) asociaron a Glomerella

cingulata con la muerte regresiva de tallos y la pudricién de los frutos de anona.

Escuela Profesional de Agronomia, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de San Cristdbal de
Huamanga- Perd.
Tesistal Asesora?



Figura 3.43
Caracteristicas macroscépicas y microscopicas del aislamiento M15
A B e

Nota. A-B. Placas de cultivo que muestran el crecimiento de la colonia M15, en su vista frontal y reverso.
Observacion microscépica de las estructuras de M15 con objetivo 40x: C. Conidiéforos. D. Dimensiones
de los conidios.

Figura 3.44
Conidias del aislamiento M15

Nota. Observacion microscopica de las conidias de M15 con objetivo 40x.
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Figura 3.42
Estructuras sexuales del aislamiento M14
A 14 B

Nota. Observacion microscdpica de M14 con objetivo 40x. A. Peritecio oscuro liberando ascas. B-C.
Dimensiones de las ascas. D. Dimensiones de las ascosporas.

Identificacién molecular del género y especie

El ADN extraido de los aislamientos de Colletotrichum (M1, M14 y M18) fue
amplificado mediante PCR utilizando cebadores especificos para la region ITS (ITS1-
ITS4). Los productos amplificados fueron visualizados mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1,5 % utilizando buffer TAE.

Figura 3.58
Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % de productos amplificados por PCR del gen ITS en
aislamientos de Colletotrichum (M1, M14 y M18)

Ladder C- M1

Nota. En la figura se observa el marcador de peso molecular (Ladder) con fragmentos de referencia en pares
de bases (bp). Las bandas principales en las muestras M1, M14 y M18 se encuentran alrededor de los 700
pb, correspondiente al tamafio esperado del fragmento amplificado. El control negativo (C-) no presenta
bandas visibles, lo que indica ausencia de contaminacion.
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La comparacion de las secuencias obtenidas de las muestras M1, M14 y M18 con la base
de datos del NCBI mediante el programa BLAST revel0 altos porcentajes de identidad
con diversas especies del género Colletotrichum.

La muestra M1 (Tabla 3.3) present6 la mayor similitud con Colletotrichum alienum, con
un 98 % de identidad y un Total Score de 854; la muestra M14 (Tabla 3.4) presentd la
mayor similitud con Colletotrichum aeschynomenes, con un 99 % de identidad y un Total
Score de 891; y la muestra M18 (Tabla 3.5) presenté la mayor similitud con

Colletotrichum alienum, con un 100 % de identidad y un Total Score de 876.

Tabla3.3
Tabla de alineaciones significantes de la muestra M1
Nombre Total Score E value %identidad Namero de
cientifico accesion
Colletotrichum 854 0.0 98.35 % NR_120141.1
alienum
Tabla34
Tabla de alineaciones significantes de la muestra M14
Nombre Total Score E value %identidad Namero de
cientifico accesion
Collefotrichum 891 0.0 99.39 % NR_120133.1
aeschynomenes
Tabla35
Tabla de alineaciones significantes de la muestra M18
Nombre Total Score E value %identidad Namero de
cientifico accesion
Colletotrichurm a76 0.0 100.00 % NR_120141.1
alienum

Diversos estudios han demostrado la utilidad de los iniciadores ITS1 e ITS4 para la
identificacion molecular de especies de Colletotrichum. Villanueva et al. (2008)
identificaron C. gloeosporioides, C. orbiculare y C. fragariae con porcentajes de
similitud entre 99,8 % y 100 %, mientras que Xavier (2018) confirmd la identificacién de
C. gloeosporioides utilizando los mismos marcadores. De igual forma, Fan et al. (2025)
emplearon la region ITS para identificar C. fructicola.
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Prueba de patogenicidad

Los cuatro grupos de aislamientos de Colletotrichum resultaron patogénicos, al
reproducir los sintomas caracteristicos de la enfermedad en frutos verdes y maduros cinco
dias después de la inoculacion. En los puntos de infeccion se observaron lesiones
necroticas, acompariadas de micelio blanco y masas conidiales de color salmén y naranja.
Mientras que los frutos testigo, tanto verdes como maduros, permanecieron
asintomaticos. Se registro una incidencia del 100 %, lo que evidencio la presencia del

patdgeno en todas las muestras analizadas.

De manera similar, diversos estudios han reportado la aparicion de sintomas de
antracnosis en frutos de anonaceas pocos dias después de la inoculacion con especies de
Colletotrichum. Villanueva et al. (2008) observaron lesiones necroticas hundidas con
masas de conidios, mientras que Alvarez y Tenesaca (2022), Fan et al. (2025) y Salinas
et al. (2020) reportaron sintomas necroticos similares entre los cinco y siete dias

posteriores a la inoculacién.

Figura 3.62
Presencia de esporulacién de color salmén a naranja en los puntos de infeccion de frutos de

anona
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Figura 3.63
Lesmnes necrotlcas cwculares en los puntos de infeccién de frutos verdes de anona

Nota. Lesiones provocadas por los dlferentes grupos de aislamientos, 12 dias después de la inoculacion.
A. Grupo I. B. Grupo II. C. Grupo Ill. D. Grupo IV.

Figura 3.64
Lesiones necroticas circulares en los puntos de infeccion de frutos maduros de anona

Nota Lesmne provocadas por los diferentes grupos de alslamlentos 7 dias después de la inoculacion. A.
Grupo 1. B. Grupo I1. C. Grupo Ill. D. Grupo 1V.
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Figura 3.65
Frutos testigo verdes y maduros asintomaticos

-—éf -\!\ ,..) y \B 1,' s 5 v = ]:CfL A

Nota. Frutos verdes tesigo asintomaticos: (A) Grupo |, (B) Grupo I, (C) Grupo I11, (D) Grupo IV. Frutos
maduros testigo asintomaticos: (E) Grupo I, (F) Grupo Il, (G) Grupo II, (H) Grupo IV.

Tabla 3.6
Incidencia de antracnosis en frutos verdes y maduros de anona inoculados con diferentes aislamientos de
Colletotrichum

Tipo de Aislamientos Frutos Puntos de Puntos  Incidencia
fruto inoculados  inoculacion con (%)
totales sintomas

Verde Grupo | 2 10 10 100
Verde Grupo 1l 2 10 10 100
Verde Grupo 11 2 10 10 100
Verde Grupo IV 2 10 10 100
Maduro Grupo | 2 10 10 100
Maduro Grupo Il 2 10 10 100
Maduro Grupo 11 2 10 10 100
Maduro Grupo IV 2 10 10 100

CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron 25 aislamientos del agente causal de la antracnosis en frutos de anona
(Rollinia mucosa (Jacq.) Baill.).

2. Los aislamientos obtenidos presentaron caracteristicas morfolégicas compatibles con
el género Colletotrichum, identificado en este estudio como el agente causal de la
antracnosis en frutos de anona procedentes del distrito de Kimbiri, Cusco.

3. La identificacion molecular, empleando el marcador ITS, permitié confirmar la
pertenencia de los aislamientos M1 a Colletotrichum alienum (98.35 % de identidad),
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M14 a Colletotrichum aeschynomenes (99.39 %) y M18 a Colletotrichum alienum
(100 %), evidenciando altos niveles de similitud con las secuencias de referencia.

4. Los aislamientos de Colletotrichum demostraron ser patogénicos al reproducir los
sintomas caracteristicos de antracnosis en frutos verdes y maduros de anona, cinco

dias después de la inoculacion.
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